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" Ne d é o e o p é a e a  & a m a i o .  

F a i t e 4  i n f u 4 e n  d a v a n t a g e . .  . " 

( Tranches de Savoir, 1953 ) 



Ce travail a été initié dans le laboratoire 

de Chimie Clinique et Biologie Moléculaire (Unité . 

I.N.S.E.R.M. no 202 et Equipe de Recherche Associée 

au C.N.R.S. no 696) de l'Institut Biomédical des 

Cordeliers (PARIS VI) sous la direction du Professeur 

Lucien HARTMANN. 

Le sujet a été développé à l'université 

des Sciences et Techniques de LILLE 1, sous la direc- 

tion du Professeur Jean MONTREUIL, directeur du labora- 

toire de Chimie Biologique (Laboratoire Associé au 

C.N.R.S. no 217 : Relations structure-fonction des 

constituants membranaires). 



A Monsieur l e  Professeur Lucien HARTMANN. 

Vous avez b i e n  v o u l u  m ' a c c e p t e r  p u i s  m ' i n t é g r e r  

dans v o t r e  l a b o r a t o i r e , e t  ma n o m i n a t i o n  au CNRS t é m o i g n e  

de v o t r e  s o u t i e n  c o n s t a n t  d u r a n t  c e s  années d ' a p p r e n t i s s a g e  

du m é t i e r  de c h e r c h e u r . 8 p r . è ~  m ' a v o i r  c o n f i é  c e  s u j e t  de r e -  

c h e r c h e s  vous m'avez p e r m i s  d ' o b t e n i r  l e s  a i d e s  n é c e s s a i r e s  

à son déve loppement .  Q u ' i l  me s o i t  p e r m i s  de  vous ' e x p r i m e r  

ma p r o f o n d e  g r a t i t u d e  . 

A Monsieur l e  Professeur Jean MONTREUIL. 

Depu i s  q u e l q u e s  années vous m'avez g u i d é e  e t  

encouragée  dans mon t r a v a i l  en a c c e p t a n t  d ' ê t r e  "mon p a r r a i n "  

de CNRS. Vous avez  b i e n  v o u l u  m ' a c c u e i l l i r  en 1981 dans  l e  

l a b o r a t o i r e  de Ch im ie  B i o l o g i q u e  p o u r  l a  p o u r s u i t e  de  mes 

r e c h e r c h e s .  Vous m'avez p e r m i s  d u r a n t  ces  t r o i s  années de 

p a r t a g e r  l a  v i e  du  C-9 e t  de  b é n é f i c i e r  d ' u n  env i r onnemen t  

s c i e n t i f i q u e  e f f i c a c e  e t  c o m m u n i c a t i f  p a r  son  en thous iasme  

e n v e r s  l a " 8 i o l o g i e  M o l é c u l a i r e  des  G l y c o c o n j u g u é s " . J e  vou- 

d r a i s  vous  e x p r i m e r  ma p l u s  v i v e  g r a t i t u d e  p o u r  l a  c o n f i a n c e  

que vous  m'avez t émo ignée .  J ' a i  pu  a p p r é c i e r  v o t r e  h a u t e  au- 

t o r i t é  s c i e n t i f i q u e  t o u j o u r s  accompagnée d ' encou ragemen ts  e t  

de c o n s e i l s  a v i s é s .  Je vous  p r i e  de t r o u v e r  i c i  l ' e x p r e s s i o n  

de ma p r o f o n d e  r e c o n n a i s s a n c e  e t  de mon r e s p e c t u e u x  a t t a c h e -  

ment c a r  j e  vous d o i s  beaucoup . 



A Monsieur l e  Professeur Gérard BISERTE. 

Vous m'avez f a i t  I ' h o n n e u r  d ' a c c e p t e r  de me f a i r e  

p r o f i t e r  de v o t r e  h a u t e  compétence en j u g e a n t  ce  t r a v a i l .  

V e u i l l e z  t r o u v e r  i c i  l ' e x p r e s s i o n  de ma s i n c è r e  g r a t i t u d e  . 

A Monsieur l e  Professeur Denis STROSBERG. 

M a l g r é  l e s  m u l t i p l e s  t â c h e s  q u i  vous a c c a p a r e n t  

vous me f a i t e s  I ' h o n n e u r  de b i e n  v o u l o i r  ê t r e  r a p p o r t e u r  de 

c e t t e  t h è s e .  Q u ' i l  me s o i t  p e r m i s  de vous e x p r i m e r  i c i  ma 

s i n c è r e  r e c o n n a i s s a n c e .  

A Madame l e  Professeur Geneviève SPIK. 

Vous avez  t o u j o u r s  m a n i f e s t é  à mon é g a r d  une g rande  

a m a b i l i t é  e t  une e x t r ê m e  g e n t i l l e s s e  même l o r s  d ' i n t e r r u p t i o n s  

des t r a v a u x  a u x q u e l s  vous  ê t e s  s i  ardemment a t t a c h é e .  V o t r e  

p r é s e n c e  dans c e  j u r y  e s t  à mes yeux l a  marque d ' u n  g r a n d  hon- 

n e u r .  Permet tez-moi  de vous  t é m o i g n e r  ma s i n c è r e  r e c o n n a i s s a n c e .  

A Monsieur Gérard SfRECKER,Maître de recherches au CNRS. 

J ' a i  t o u j o u r s  t r o u v é  a u p r è s  de vous une g rande  d i s -  

p o n i b i l i t é  e t  un  t r è s  p r o f o n d  en thous iasme  à f a i r e  p a r t a g e r  

v o t r e  e x p é r i e n c e  dans l e  domaine des  s t r u c t u r e s  g l y c a n n i q u e s .  

Je s u i s  t r è s  r e c o n n a i s s a n t e  du b é n é f i c e  t i r é  de v o t r e  a p p o r t  

s c i e n t i f i q u e .  Je v o u d r a i s  vous e x p r i m e r  mes p l u s  v i f s  r emer -  

c i e m e n t s  pou r  a v o i r  a c c e p t é  de j u g e r  c e  t r a v a i l ,  e t  vous t é -  

mo igner  ma p r o f o n d e  a m i t i é  . 



J ' e x p r i m e  m e s  p l u s  v i f s  r e m e r c i e m e n t s  à 

B e r n a r d  FOURNET, P r o f e s s e u r  à l ' I U T  de L i l l e ,  q u i  m ' a  a c c u e i l l i e  

dans son é q u i p e  de Recherches,  m e  f a i s a n t  a i n s i  b é n é f i c i e r  de sa  

compétence s c i e n t i f i q u e  e t  d ' u n  c l i m a t  d ' a m i t i é  e t  de c o n f i a n c e  

q u i  m 'on t  p e r m i s  d ' é v i t e r  l e s  p é r i o d e s  de découragement .  

P h i l i p p e  DEBEIRE,qui m ' a  a p p o r t é  sa c o l l a b o r a t i o n  p r é c i e u s e  e t  

e f f i c a c e  e t  m'a s i  souven t  s t i m u l é e  dans l ' o r i e n t a t i o n  de mes 

t a v a u x  . 

José  PAZ PARENTE,Yves LEROY e t  Guy RICART de l ' a i d e  f r u c t u e u s e  

q u ' i l s  m 'on t  o f f e r t e  avec  t a n t  de sympa th ie  dans  l e s  domaines 

de l a  HPLC e t  de l a  m é t h y l a t i o n  . 

Je ne s a u r a i s  o u b l i e r  

l e  P r o f e s s e u r  J.F.G. VLIEGENTHART a i n s i  que t o u t  son g roupe ,en  

p a r t i c u l i e r  l e  D o c t e u r  H.VAN HALBEEK, pou r  l e u r  c o l l a b o r a t i o n  

e f f i c a c e  dans  l e s  a n a l y s e s  en RMN . 

l e  P r o f e s s e u r  Jacques ELlON pou r  ses  encouragements  e t  ses  

c o n s e i l s  é c l a i r é s  en d i v e r s  domaines . 

M e s s i e u r s  P.BOIVIN,C.MIHAESCO e t  J.P.SOULIER p o u r  l a  g e n t i l -  

l e s s e  avec l a q u e l l e  i l s  o n t  t o u j o u r s  m i s  à m a  d i s p o s i t i o n  

l e s  p r é l è v e m e n t s  n é c e s s a i r e s  à l a  r é a l i s a t i o n  de c e  t r a v a i l .  

Madame M.P.HARTMANN,ainsi que t o u t e  l ' é q u i p e  du  l a b o r a t o i r e  

de B i o l o g i e  C l i n i q u e  de I ' l h s t i t u t  B i o m é d i c a l  des C o r d e l i e r s  

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

Mes r e m e r c i e m e n t s  s ' a d r e s s e n t  éga lemen t  à 

P i  e r r e t t e  MARCON, Lou i s e t t e  DUTA 1 LLY, M a r t  i ne LAPOUMEROULI E, 

J e a n - F r a n ç i s  MASSIAS e t  Jocelyne CELEN q u i  o n t  p a r t i c i p é  avec  

g e n t i l l e s s e  à l a  r é a l i s a t i o n  du document f i n a l  . 
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INTRODUCTION 



Les ~mmunoglobulines(Ig)sont des glycoprotéines 

qui se distinguent selon leur classe par leur taux 

différent en monosaccharides et, parfois au sein d'une 

même classe, par le nombre et la nature de leurs 

chaînes glycanniques, alors que leurs structures 

peptidiques présentent de nombreuses homologies de 

séquence. 

Depuis quelques années seulement la copule 

glucidique des Ig ainsi que celle de nombreuses glyco- 

protéines a suscité l'intérêt de nombreux chercheurs qui 

ont ainsi établi les bases d'une "Biologie Moléculaire" 

et d'une "Pathologie moléculaire des glycoconjugués" . 

Des rôles biologiques très divers ont été 

attribués aux glycoprotéines grâce à une multitude 

d'obser~ations~tandis que parallèlement, la structure 

primaire de nombreux glycannes était déterminée par 

la mise au point de méthodologies de plus en plus 

adaptées à de faibles quantités de produit (voir la 

revue de Montreuil, 1982). 

Les Immunoglobulines synthétisées par des 

cellules immunocompétentes soumises à une transformation 

néoplasique, constituent un bon modèle d'étude structu- 

rale des chaînes glycanniques ; sécrétées en quantité 

très importante elles sont"homogènes"car elles 

proviennent de l'expansion maligne d'un clone 

cellulaire normal. Elles ne possèdent pas d'activité 

anticorps prévisible car leur production est induite 

spontanément. Néanmoins plusieurs cas d'activité 

anticorps portés par des Ig myélomateuses ont-été 

décrits par Seligman et Brouet (1973). Certains auteurs, 

en particulier Kunkel et Prendergiist ( 1966), ont 



démontré l a  v a l i d i t é  d ' u n e  e x t r a p o l a t i o n  d e s  r é s u l t a t s  

o b t e n u s  a v e c  d e s  p r o t é i n e s  myélomateuses ,  aux I g  

normales .  

No t re  t r a v a i l  s ' i n s c r i v a n t  d a n s  l e  c a d r e  d e  

l ' é t u d e  d e s  d y s p r o t é i n é m i e s  e n t r e p r i s e  d e p u i s  p l u s i e u r s  

années  d a n s  l e  l a b o r a t o i r e  du P r o f e s s e u r  L .  Hartmann, 

l ' o b t e n t i o n  d ' é c h a n t i l l o n s  p a t h o l o g i q u e s  d l IgM de  

macroglobul inémie  d e  Waldenstrom d e  d i f f é r e n t e s  r é g i o n s  

nous  a é t é  f a c i l i t é e .  Les 3 p r o p r i é t é s  p r i n c i p a l e s  de  

c e  m a t é r i a u  o n t  d g t e r m i n é  n o t r e  c h o i x  : 

1  - l a  f o r t e  c o n c e n t r a t i o n  s é r i q u e  d e s  IgM 

l o r s  de c e t t e  a f f e c t i o n  ; 

2 - l a  t e n e u r  e n  monosaccha r ides  l a  p l u s  

é l e v é e  d e  t o u t e s  l e s  c l a s s e s  d ' I g  ( 7  - 15 % d ' a p r è s  

Clamp e t  Johnson ,  1972)  ; 

3 - son o r i g i n e  : humaine, q u i  e s t  évidemment 

a p p r é c i a b l e  pour l ' é t u d e  d e  son  i n c i d e n c e  p a t h o l o g i q u e .  

Nos t r a v a u x  o n t  é t é  m o t i v é s  p a r  p l u s i e u r s  f a i t s  

expér imentaux : 

1 - l ' o b s e r v a t i o n  d ' u n  polymorphisme parmi 

l e s  rnacroglobul ines  d e  Waldenstrom ( F ' i l i t t l - W u r m s e r  

ef a l ,  1964 ; i 9 6 7 ) ,  p a r  d i s t i n c t i o n  a p r è s  u l t r a -  

c e n t r i f u g a t i o n  a n a l y t i q u e  d e  95 sérums d e  s u j e t s  

a t t e i n t s  d e  l a  m a l a d i e  d e  Waldenstrom, d e  2 v a r i é t é s  

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

à l ' é q u i l i b r e  de 1 7  S e t  d e  1 8 , 3  S ; 

2  - l a  m i s e  en  é v i d e n c e  p a r  Davie e t  O s t e r l a n d  

( 1 9 6 8 ) )  a p r è s  é t u d e  d e  8 IgM d e  Waldenstrom, de  2 



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

( c o l o r i m é t r i e )  : 

- l e  g roupe  1 : à 1 0 , 7 0  p .  100 d e  g l u c i d e s  ; 

- l e  g roupe  II : à 7 , 7 0  p .  100 de  g l u c i d e s  . 

3 - l ' o b s e r v a t i o n ,  p a r  V i r e l l a  e t  Lechner  ( 1 9 7 6 )  

d ' u n e  d i f f é r e n c e  i m p o r t a n t e  d a n s  l e  t a u x  de  monosac- 

c h a r i d e s  ( 10 . c e n t  e t  18 p . c e n t )  de  deux IgM p a t h o l o g i q u e s  

en  c o r r é l a t i o n  d i r e c t e  a v e c  une  d i f f é r e n c e  d a n s  l e u r  

m o b i l i t é  e t  l e u r  masse m o l é c u l a i r e  ; 

4 - l ' a f f i r m a t i o n ,  p a r  Jouanneau  ( 1 9 7 8 )  d ' u n e  f a i b l e  

g l y c o s y l a t i o n  d e s  IgM n o r m a l e s  ( 6  p . c e n t )  p a r  r a p p o r t  aux 

IgM p a t h o l o g i q u e s  d o n t  l a  t e n e u r  moyenne e s t  de  1 2  p . c e n t .  

Le r ô l e  s i g n i f i c a t i f ,  t r è s  t ô t  remarqué 

(Cohen e t  P o r t e r ,  1964)  d e s  I g M  d a n s  l e  sys t ème  

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

c o u r s  d e  1 ' E v o l u t i o n  (Kehry  ek a l ,  1 9 7 9 ) ,  a j o u t é s  à 

c e s  o b s e r v a t i o n s ,  nous  o n t  e n c o u r a g é e  à o r i e n t e r  n o s  

r e c h e r c h e s  v e r s  l a  c o p u l e  g l u c i d i q u e  d e s  IgM a f i n  

d ' e s s a y e r  de  t r o u v e r  une s i g n i f i c a t i o n  à s o n  h é t é r o -  

g é n é i t é .  

No t r e  o b j e c t i f  p r i n c i p a l  é t a i t  d e  r é p o n d r e  

aux q u e s t i o n s  s u i v a n t e s  : 

1  - E x i s t e  -t-il, d a n s  un é c h a n t i l l o n n a g e  d l IgM 

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

d i v e r s  p o u r c e n t a g e s  d e  g l y c o s y l a t i o n  ? 



2 - L'écart dans la teneur en glucides entre IgM 
normales et IgM pathologiques est-il réel ? 

- Les mêmes types de structures glycanniques sont-ils 

retrouvés dans les 2 catégories dlIgM ? Si des 

différences existent, sont-elles qualitatives ou 

quantitatives ? 

4 - Existe-t-il une ou plusieurs structures oligosac- 
charidiques qui permettent de définir l'origine 

pathologique de la cellule immunocompétente ; ce 

qui reviendrait à impliquer les glycannes dans 

une étape de l'oncogénèse ? 

Nous avons tenté d'apporter une réponse à ces 

questions par la connaissance de la structure primaire 

des chaînes glycanniques des IgM normales et patholo- 

giques. 

Dans la première partie de notre mémoire, nous rappel- 

lerons l'état actuel des connaissances sur les propriétés 

physicci-ohimique des IgM ,leur biosynthèse et le rôle 

de la copule glucidique. 

Dans la seconde partie nous exposerons les résultats 

de nos recherches : celles-ci ont débuté dans le 

laboratoire du Prof. L. Hartmann et ont été poursuivies 

dans le laboratoire du Prof. J. Montreuil. 

L'ensemble de nos travaux ont fait l'objet des publi- 

cations suivantes : 



1 - A . CAHOUR ,.L .HARTMANN . 
Study  o f  n e u t r a l  and aminomonosacchar ides  by gas -  

l i q u i d  d i f f e r e n t i a l  ch roma tography  : a p p l i c a t i o n  t o  

t h r e e  r e f  e r e n c e  g l y c o p r o t e i n s .  

. Chnomatop  . ( 1978 / 152 , 475-486 . - 

2 - A .  CAHOUR,  M .  P. O L L I E R  - HARTMANN, C .  MIHAESCO 

and L .  HARTMANN.  

Monosacchar ide  c o m p o s i t i o n  of human monoclona l  (18) 

and normal  ( 8 )  IgM Immunoglobul ins  : proposed  s t r u c -  
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GENERALITES 



Les immunoglobulines (1g) ont été définies dès 

1964 par le Comité International de Nomenclature à 

l'organisation Mondiale pour la Santé : "Ce sont des 

protéines d'origine animale dotées d'une activité 

anticorps connue". Après remaniement en 1956, son 

extension a été définitivement adoptée en 1969 : 

"Certaines protéines apparentées aux Ig (protéines 

de myélomes, de Bence Jones, sous-unités naturelles 

des Ig) dépourvues d'une telle activité sont cependant 

classées dans cette catégorie à cause de leur simili- 

tude de structu~e chimique". 

En 1967, Metzger affirmait qu'elles constituaient 

le système protéique le plus complexe du fait de leur 

diversité structurale et fonctionnelle, et par la mise 

en oeuvre d'un système de régulation très sophistiqué 

de leur biosynthèse. 

En 1978, Winkelhake constatait que les Ig se révé- 

laient, au cours de lfEvolution du monde vivant, comme 

les effecteurs macromoléculaires les plus diversifiés. 

En raison de cette extraordinaire complexité, la 

classification antigénique des immunoglobulines, leur 

étude structurale et la localisation cellulaire de leurs 

sites de synthèse n'a pu progresser que grâce à l'étude 

des populations homogènes : 

- populations d'homogénéité restreinte, comme celle des 
anticorps de spécificité étroite obtenus par immunisation 

d'un organisme. C'est en effet à titre d'anticorps que 

les Ig ont été initialement étudiées; 

- populations strictement homogènes, comme celles des pro- 
téines monoclonales, les unes sécrétées spontanément chez 

l'Homme par des cellules lymphoplasmocytaires malignes 



( c a s  de myélomes ou de macrog lobu l inémie  de  Waldenstrom),  

l e s  a u t r e s  s y n t h é t i s é e s  chez  l a  S o u r i s  a p r è s  i n d u c t i o n  

chimique de  plasmocytomes . 
En p l u s  d e  son homogénéi té ,  c e  m a t é r i e l  p r é s e n t e  l ' a v a n -  

t a g e  d ' ê t r e  t r è s  c o n c e n t r é  dans  l e  sérum d e s  s u j e t s  

donneurs .  

La m o l é c u l e  d r IgM,  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  é t u d i é e  

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

au  c o u r s  d e  l a  r é p o n s e  i m m u n i t a i r e .  C ' e s t  l a  p l u s  p r i -  

m i t i v e  d e s  I g ,  c ' e s t  à d i r e  l a  p r e m i è r e  a p p a r u e  dans  

1 ' E v o l u t i o n  d e s  V e r t é b r é s ,  e t  ma lg ré  c e l a ,  l a  mieux 

c o n s e r v é e  parmi l e s  a u t r e s  c l a s s e s  d ' I g  ( M a r c h a l o n i s ,  

1972) .  T o u t e s  c e s  r a i s o n s ,  a u x q u e l l e s  s ' a j o u t e  l e u r  

t e n e u r  é l e v é e  e n  monosaccha r ides  ( 7 - 1 5 % ) ~  en  f o n t  un 

e x c e l l e n t  modèle d ' é t u d e  d e  l a  s t r u c t u r e  e t  de l a  syn-  

t h è s e  d e s  immunoglobul ines .  

L ' u n e  d e s  p r i n c i p a l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e s  I g  

e s t  d ' ê t r e  g l y c o s y l é e  , e t  l e  problème d e  l a  s i g n i f i c a -  

t i o n  phys ico -ch imique ,  p h y s i o l o g i q u e  e t  p a t h o l o g i q u e  

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

Après une  b r è v e  c a r a c t é r i s a t i o n  du m a t é r i e l  

u t i l i s é  (IgM normales  e t  IgM p a t h o l o g i q u e s )  nous rap-  

p e l l e r o n s  l e s  p r i n c i p a l e s  données a c t u e l l e s  s u r  l a  s t r u c -  

t u r e  d e s  I g  e t  s u r  l e u r  b i o s y n t h è s e .  A l a  l u m i è r e  de c e s  

d e r n i è r e s  a c q u i s i t i o n s ,  s ' e s t  déve loppé  l e  c o n c e p t  de 

p l u r i f o n c t i o n n a l i t é  d e s  I g .  J u s q u ' à  p r é s e n t ,  l e  r ô l e  

b i o l o g i q u e  de l i a i s o n  avec  l ' a n t i g è n e  l u i  é t a i t  e s s e n t i e l -  

lement r econnu ;  ma i s  d ' a u t r e s  f o n c t i o n s  o n t  é t é  d é c r i t e s  

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

i m p l i q u é s .  C ' e s t  s u r  c e t t e  p a r t i c i p a t i o n  é v e n t u e l l e  de  

l a  c o p u l e  g l u c i d i q u e  que nous i n s i s t e r o n s  dans  l e  d e r -  

n i e r  c h a p i t r e  d e  c e s  g é n é r a l i t é s .  



CHAPITRE 1 : MATERIEL ETUDIE : IGM NORMALES - 

IGM PATHOLOGIQUES 

Nous nous  p roposons  d e  r a p p e l e r ,  d a n s  ce p r e m i e r  

c h a p i t r e ,  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  du  m a t é r i e l  c o n s t i t u a n t  

l e  s u p p o r t  de  c e  t r a v a i l ,  a f i n  d e  dégage r  deux c o n c e p t s  

e s s e n t i e l s  : c e u x  de  l a  p o l y c l o n a l i t é  e t  d e  l a  monoclo-  

n a l i t é .  Ils s e r o n t  u l t é r i e u r e m e n t  a s s o c i é s  aux  n o t i o n s  

r e s p e c t i v e s  d ' h é t é r o g é n é i t é  e t  d ' h o m o g é n é i t é ,  d ' u n e  p a r t ,  

de  n o r m a l i t é  e t  de  p a t h o l o g i e ,  d ' a u t r e  p a r t .  

1 - I G M  NORMALES 

Les  I g M  n o r m a l e s  r e p r é s e n t e n t  une p o p u l a t i o n  de  

m o l é c u l e s  h é t é r o g è n e s  d o n t  l ' h é t é r o g é n é i t é  e s t  e n  é t r o i t e  

r e l a t i o n  a v e c  c e l l e  d e  l a  p o p u l a t i o n  lymphop la smocy ta i r e  

r e s p o n s a b l e  de  l e u r  b i o s y n t h è s e .  E l l e s  s o n t  r e p r é s e n -  

t a t i v e s  d e  l ' e x p r e s s i o n  de  c e s  c e l l u l e s  s o u m i s e s  à d i f -  

f é r e n t s  s t i m u l i  e t t r a d u i s e n t  une g r a n d e  v a r i é t é  d a n s  l a  

s y n t h è s e  d e s  a n t i c o r p s .  C ' e s t  p o u r q u o i  l ' e x p r e s s i o n  " I g M  

n o r m a l e s "  e s t  t o u j o u r s  u t i l i s é e  a u  p l u r i e l .  

Dans l e s  sé rums humains  normaux, e l l e s  ne  r e p r é -  

s e n t e n t  que  7% d e s  p r o t é i n e s  p l a s m a t i q u e s  e t  l e u r  concen-  

t r a t i o n  s é r i q u e  v a r i e  de  0 , 3  g à 1,O g/l. Ce s o n t  l e s  

p r e m i è r e s  immunoglobul ines  d é t e c t é e s  a p r è s  s t i m u l a t i o n  

a n t i g é n i q u e .  

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

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

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

r è s e  ( ~ a h e ~ ,  1 9 6 5 ) .  



II - I G M  PATHOLOGIQUES 

A - LA MACROGLOBULINEMIE DE WALDENSTROM 

1 - D é f i n i t i o n  : Il s ' a g i t  d ' u n e  m a l a d i e  i m -  

m u n o p r o l i f é r a t i v e  du sys t ème  réticule-endothélial,liée à l a  

p r o l i f é r a t i o n  ma l igne  d ' u n  c l o n e  d e  c e l l u l e  lymphoplas-  

m o c y t a i r e  à d i f f é r e n c i a t i o n  e t  à m a t u r a t i o n  d i v e r s e s ,  

compor tan t  une s y n t h è s e  d ' IgM généra lemen t  e x c r é t é e  

( v o i r  l a  r e v u e  de  Reyes ,  1 9 7 9 ) .  

2 - SymptomatoLogie : C e t t e  hémopath ie  o f f r e  

une t r i a d e  symptomatique : 

a - C l i n i q u e  . E l l e  s e  m a n i f e s t e  p a r  une 

a s t h é n i e  g é n é r a l e ,  une h y p e r t r o p h i e  d e s  o r g a n e s  hémato- 

p o ï é t i q u e s  ( g a n g l i o n s ,  r a t e ,  f o i e )  e t  un syndrome hé- 

mor rag ique .  E l l e  a t t e i n t  p l u s  fréquemment d e s  p e r s o n n e s  

du s e x e  m a s c u l i n  a y a n t  d é p a s s é  l ' â g e  d e  l a  c i n q u a n t a i n e .  

Son é v o l u t i o n  e s t  d i s c r è t e  e t  son  i n s t a l l a t i o n  s o u v e n t  

i n s i d i e u s e .  

3 - B i o l o g i q u e  . E l l e  se c a r a c t é r i s e  p a r  

l a  s é c r é t i o n  i m p o r t a n t e  d ' u n e  macrog lobu l ine  M s é r i q u e ,  

monoclonale .  C e t t e  IgM, d e  c o n s t a n t e  de s é d i m e n t a t i o n ,  17- 

20 S ( F i 1 i t t i - W u r m s e r e t  aL ., 1964; 1 9 6 7 ) ,  e s t  p r é s e n t e  

à une c o n c e n t r a t i o n  s é r i q u e  d é p a s s a n t  10 g / l  e t  pouvant  

même a t t e i n d r e  6 0  g / i .  C e t t e  augmenta t ion  d ' u n e  immunoglo- 

b u l i n e  c i r c u l a n t e  s ' accompagne  s o u v e n t  d ' u n e  augmenta- 

t i o n  de l a  v i s c o s i t é  s a n g u i n e .  Au p l a n  hémato log ique ,  

une c e r t a i n e  anémie e s t  o b s e r v é e ;  l e  nombre d e  g lobu-  

l e s  b l a n c s  e s t  normal ,  c e p e n d a n t ,  l a  fo rmule  l e u c o c y -  

t a i r e  p e u t  r e f l é t e r  une i n v e r s i o n  au  p r o f i t  d e s  lympho- 

c y t e s .  

C ' e s t  s u r  l a  b a s e  d e  c e s  o b s e r v a t i o n s  c l i -  

n i q u e s  e t  b i o l o g i q u e s  que f u t  d é c r i t e  l a  m a l a d i e  de  

Waldenstrom, p a r  J a n  G .  Waldenstrom, en  1944.  



c - Anatomique . Le diagnostic est fondé, 
après examen cytologique d'un myélogramme, sur la pro- 

lifération intense d'un type cellulaire particulier : 

la cellule lymphoréticulaire, qui envahit les organes 

hématopoiétiques. Ce processus d'infiltration, diffus 

et irréversible, caractérise la malignité de la 

maladie : il s'agit d'une maladie de système. 

La cellule lymphoréticulaire décrite 

pour la première fois en 1952 par Rohr, peut présenter 

différents aspects morphologiques (Mallarmé e t  a L . ,  

1957) mais caractéristiques de la lignée lymphoïde. 

Cette cellule mononucléée, intermédiaire entre le lym- 

phocyte et le plasmocyte, présente les particularités 

d'une cellule sécrétrice du fait de l'aspect très vacuo- 

laire du cytoplasme et des nombreuses granulations 

accompagnant un système de reticulum endoplasmique 

très développé. 

3 - M o d i f i c a t i o n s  b i o c h i m i q u e s  r é s u l t a n t e s  : 

La stimulation de la synthèse dlIgM s'accompagne de 

troubles métaboliques dus à un double déficit protéi- 

que et lipidique, d'autant plus accentué que la mala- 

die progresse. La diminution despotéines circulantes 

est réelle malgré la protidémie totale augmentée à 

cause de la macroglobulinémie. Elle concerne les pro- 

téines physiologiques pour lesquelles elle peut des- 

cendre jusqufà 14 g/l, et les immunoglobulines nor- 

males. De même, un déficit en lipides (cholestérol, 

lipoprotéines) (~ebazzaa et al:, 1970) est observé. 

4 - T r a i t e m e n t  : L'évolution de la maladie 

est presque toujours fatale et les cas de régression 

spontanée sont très exceptionnels. 



Le traitement comporte deux aspects : 

- symptomatiaue, tendant à soustraire la macroglo- 

buline de l'organisme : plasmaphérèse ou chimio- 

thérapie utilisant des, radicaux soufrés qui exercent 

une action dissociante sur la macroglobuline; 

- de fond,visant à contrôler la prolifération cel- 

lulaire : radiothérapie, chimiothérapie et corti- 

cothérapie. 

B - NOTION DE MONOCLONALITE 

Dans l'exposé de notre travail, les IgM pa- 

thologiques étudiées seront souvent précédées de l'ad- 

jectif  m monoclonal es'^, par opposition aux IgM normales 

'~polyclonales". Dans le cas de la macroglobulinémie 

de Waldenstrom, la notion de monoclonalité s'applique 

à la fois à la cellule lymphoïde maligne, à l'origine 

de la maladie, mais aussi à la macroglobuline détectée 

dans le sérum. C'est grâce à l'introduction de l'im- 

munoélectrophorèse par Grabar et Williams en 1 9 5 3 ,  que 

cette macroglobuline fut identifiée à une population 

homogène de molécules : les B 2 P l  ou IgM. 

La monoclonalité de ces molécules est caractérisée par 

la présence d'un seul type de chaîne légère (A ou K )  

et d'une seule classe ou sous-classe de chaîne 1ourde.El- 

le se traduit par l'apparition d'une bande de migration 

très étroite en électrophorèse. 

C - RAPPELS SUR LA DIFFERENCIATION ET LA NATURE 
DES CELLULES B 

Afin de localiser l'origine de l'affection et 

de corréler la prolifération monoclonale d'une cel- 

lule néoplasique et le oroduit terminal 



sécrété dans le plasma, nous rappelons brièvement les 

principaux stades de différenciation d'une cellule B 

(Fig. 1 ; p. 14). La cellule souche lymphoïde donne nais- 

sance à une cellule médullaire appelée pré-B, dans 

laquelle ni IgM de sécrétion,ni IgM membranaire ne sorit 

exprimées. Le stade suivant est celui du lymphocyte B, 

dépourvu d'IgM intracytoplasmique mais qui présente peu 

à peu des immunoglobulines de membrane, les premières 

à apparaître appartenant aux classes M et D. Sous l'in- 

fluence d'un antigène ou d'un mitogène, avec une col- 

laboration possible des cellules T, le lymphocyte B mûr, 

ainsi stimulé, prolifère et se transforme en une grande 

cellule appelée lymphoblaste. Cette cellule donne nais- 

sance aux lymphocytes B porteurs de la mémoire immuno- 

logique,dlune part, aux plasmocytes sécréteurs d'im- 

munoglobulines ,d'autre part. 

En conclusion, la bande étroite observée en élec- 

trophorèse au cours du développement de la maladie de 

Waldenstrom n'est pas constituée de molécules anormales 

et correspond à la prédominance anormale d'un type mo- 

léculaire normal . Il s'agit donc d'une dysglobulinémie 
et le terme de "paraprotéines" qui les désignait a 

été abandonné. 



Q C e l l u l e  souche l y m p h o c y t a i r e  
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CHAPITRE II : STRUCTURE DES IMMUNOGLOBULINES M 

Dans c e  c h a p i t r e ,  nous r a p p e l l e r o n s  l e s  données  

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

immunoglobulines  e t  s u r  c e l l e  d e s  g l y c a n n e s  c o n s t i t u -  

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

r é c e n t e s  c o n c e r n a n t ,  en  p a r t i c u l i e r ,  l a  c l a s s e  d e s  IgM. 

Une é t u d e  c o n f o r m a t i o n n e l l e  d e s  m o l é c u l e s  d ' immunoglo- 

b u l i n e  p r é c i s e r a  l e s  r e l a t i o n s  é t r o i t e s  q u i  e x i s t e n t  

e n t r e  p r o t é i n e  e t  g lycanne .  

1 - LES CHAINES POLYPEPTIDIQUES 

A - L E S  CHAINES LEGERES 

1 - L e s  deux  t q p e s  X e t  K : Les c h a î n e s  l é g è r e s  ( L )  

s o n t  au  nombre de  2 ,  de typeX ouK , s e l o n  l e u r s  p r o p r i é t é s  

a n t i g é n i q u e s .  Ces 2 t y p e s  s o n t  communs à t o u t e s  l e s  c l a s -  

s e s  d ' immunog lobu l ines  e t  s e  r e t r o u v e n t  chez  t o u s  l e s  

Mammifères, mais  e n  p r o p o r t i o n s  v a r i a b l e s  s e l o n  l e s  

e s p è c e s ,  p a r  exemple : chez  l'Homme, deux t i e r s  d e s  immu- 

n o g l o b u l i n e s  c o n t i e n n e n t  d e s  cha înes i c  (Maddison, 1 9 7 2 ) .  

Une molécu le  donnée ne possède  q u ' u n  t y p e  de  c h a î n e  

l é g è r e  (L). Ce s o n t  d e s  c h a î n e s  p e p t i d i q u e s  d e  p e t i t e  

t a i l l e  (214  a c i d e s  aminés)  e t  d e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  r e -  

l a t i v e m e n t  c o n s t a n t  : 2 3  à 25.000 ( ~ l e i s c h m a n  e t  a L . ,  

. 1 9 6 3 ) .  

2 - D L v L s L o n  de  L a  c h a t n e  p e p t i d i q u e  en 2 

r é g i o n s  V e t  C : Chaque c h a î n e  l é g è r e  

e s t  a b d i v i s é e  e n  2 r é g i o n s  d ' é g a l e  longueur  : une 

m o i t i é  v a r i a b l e  ( V  ) ,  N-terminale  ( r é s i d u s  1  à 107)  
L 



e t  l ' a u t r e  m o i t i é  c o n s t a n t e  (C  ) ,  C - t e r m i n a l e ,  r e n -  
L 

f e r m a n t  l e s  a c i d e s  aminés 108 à 214 ( ~ i g . 2  ; p . 1 7 ) .  

La s é q u e n c e  complè te  d ' u n e  c h a î n e  l é g è r e  a  é té  d é t e r -  

minée pour  l a  p r e m i è r e  f o i s  p a r  Edelman e t  d.. en  

1969 p o u r  l a  c h a î n e  ~ d ' u n e  I g G  humaine. Les d é t e r -  
1 

m i n a n t s  a n t i g é n i q u e s  d e s  c h a î n e s  X e t  K s o n t  b i e n  

d i s t i n c t s .  e t  pos tés ,  p a r  l a  r é g i o n V  Les p a r t i e s  cons -  
L' 

t a n t e s  s o n t  i d e n t i q u e s  pour  un même t y p e  a n t i g é n i q u e , m a i s  

d i f f é r e n t e s  pour  X e t  K . C ' e s t  e s s e n t i e l l e m e n t  d a n s  

l a  z o n e  VL que l e s  107 p r e m i e r s  a c i d e s  aminés  v a r i e n t  

d ' u n e  p r o t é i n e  à l ' a u t r e .  C e t t e  h h t é r o g é n é i t é  s e  ma- 

n i f e s t e  p a r  l ' a p p a r i t i o n  d e  m u l t i p l e s  bandes  l o r s q u ' u n  

mélange de  c h a î n e s  l é g è r e s  d ' immunog lobu l ines  humaines 

no rmales  e s t  soumis  à une é l e c t r o p h o r è s e  e n  gel d ' a m i -  

don à pH a l c a l i n  en  p r é s e n c e  d ' u r é e  8M (Se l igman  e t  

K l e i n ,  1 9 7 1 ) .  

La d i v i s i o n  d ' u n e  même f a m i l l e  d e  c h a l n e  L 

en g r o u p e s  e t  sous -g roupes  a é t é  i n é v i t a b l e  a p r è s  

compara ison  d e  l a  s é q u e n c e  d e  nombreuses r é g i o n s  va-  

r i a b l e s .  C ' e s t  a i n s i  que  l a   chaîne^ a  é t é  s u b d i v i s é e  

en 3 s o u s - g r o u p e s  e t  l a  c h a î n e  X en  5 .  Kohler  ef a l .  

(1970) o n t  comparé l a  s é q u e n c e  d e s  95 p r e m i e r s  a c i d e s  

aminés d e  3 c h a î n e s  l é g è r e s  du sous- groupe^ ( ~ i g .  3 ; 
1 

p . 1 9 ) .  La c h a î n e  de  r é f é r e n c e  e s t  une p r o t é i n e  de  

Bence-Jones (Ag) e t  l e s  2  a u t r e s  a p p a r t i e n n e n t  à 2 

immunoglobulines  monoclonales  : 1 ' IgM Ou e t  l l I g G  Eu. 

16 s u b s t i t u t i o n s  d ' a c i d e s  aminés s o n t  o b s e r v é e s  pour  

1 ' IgM e t  1 2  pour 1 ' I g G .  Des a n a l o g i e s  du même o r d r e  

o n t  é t é  démontrées e n t r e  e s p è c e s  t e l l e s  que  l'Homme 

e t  l a  S o u r i s  ( S t o t t  e t . W i l l i a m s o n ,  1 9 8 2 ) .  Une é t u d e  

s y s t é m a t i q u e  d e  l a  f r é q u e n c e  d e  v a r i a b i l i t é  d e s  100 

p r e m i e r s  r é s i d u s  a  é t é  e f f e c t u é e  s u r  d e  nombreuses 

c h a î n e s  l é g è r e s  humaines,par  Kabat e t  a L .  ( i 9 7 6 5 e t  l e s  ré-  

s u l t a t s  obtenrs, r a s s e m b l é s  en  his togrammes d e  v a r i a b i l i t é ,  
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o n t  p e r m i s  de dénombrer  3  zones  d ' h y p e r v a r i a b i l i t é  

dans  l a  r é g i o n  V c o r r e s p o n d a n t  a u x  p o s i t i o n s  27- 
L ' 

34, 50-56 e t  91-96.  Ces z o n e s  s o n t  s é p a r é e s  p a r  d e s  

r é g i o n s  pour  l e s q u e l l e s  l a  c o n s t a n c e  de  c e r t a i n s  

groupements  de  r é s i d u s  d ' a c i d e s  aminés  permet  de  

d é f i n i r  l e s  s o u s - g r o u p e s  de  c h a î n e s  l é g è r e s .  

B - LES CHAINES LOURDES 

1 - N o t i o n  d e  c i a s s e  d '  l m m u n o g l o b u l i n e s  : 

Les c h a î n e s  l o u r d e s  (H) s o n t  r e s p o n s a b l e s  de  l a  s p é -  

c i f i c i t é  b i o l o g i q u e  d e s  immunoglobul ines  e t  permet -  

t e n t  d e  d é f i n i r  l e s  5 c l a s s e s  s u i v a n t e s  s e l o n  l e u r  

n a t u r e  : I g G  ( c h a î n e Y  ) ;  I g M  ( c h a î n e p  ) ;  I g A  ( c h a î n e  

a ) ;  I g E  ( c h a î n e  E )  e t  I g D  ( c h a î n e  6). Leur p o i d s  mo- 

l é c u l a i r e  v a r i e  d e  55  000 pour  l e s  c h a î n e s y  à 80.000  

pour l e s  c h a î n e s  p ( F l e i s c h m a n  e t  a l . ,  1 9 6 3 ) .  Ces 

d e r n i è r e s  é t a n t  l e s  p l u s  l o u r d e s  s o n t  a u s s i  l e s  p l u s  

l o n g u e s ,  avec  576 a c i d e s  aminés .  

2 - S u b d i v i s i o n  e n  2 r é g i o n s  V e t  C : Comme 

pour l e s  c h a î n e s  l é g è r e s ,  l a  s u b d i v i s i o n  e n  zone 

v a r i a b l e ,  ?j - t e r m i n a l e ( V  ) e t  en  zone  c o n s t a n t e  C - t e r m i n a l e  H 
(CH) e x i s t e  ( ~ i g . 2  ; p . l 7 ) ,  mais  a u  p r o f i t  de  l a  p a r t i e  

c o n s t a n t e  q u i ,  d a n s  l e  c a s  de  l a  c h a î n e  P ,  p o s s è d e  

q u a t r e  f o i s  p l u s  d ' a c i d e s  aminés  que  l a  p a r t i e  v a r i a b l e  

( 4 5 2  c o n t r e  1 2 4 ) .  C e t t e  zone ,  r e l a t i v e m e n t  i n v a r i a b l e ,  

pos sède  l e s  s é q u e n c e s  d ' a c i d e s  aminés  c a r a c t é r i s t i q u e s  

de chaque  c l a s s e  d ' i m m u n o g l o b u l i n e s ,  g r o u p é e s  en  4 

zones homologues ( C 1  , CH2 , CH3 , CH4 d  ' e n v i r o n  110 
H 

r é s i d u s  e t  d ' u n  f r a g m e n t  C - t e r m i n a l  composé de  20 ré- 

s i d u s  ( ~ e h r y  e t  CL. ,  1 9 7 9 ) .  La r é g i o n  v a r i a b l e  d e s  

c h a î n e s  l o u r d e s  e s t  i n d é p e n d a n t e  d e  l a  n o t i o n  de  c l a s -  

s e ,  3  ou  4 z o n e s  h y p e r v a r i a b l e s  s o n t  l o c a l i s é e s  s e n s i -  

b lement  aux m ê m e s  emplacements  que  pour  l e s  c h a î n e s  

l é g è r e s  (Kabat  et aL., 1 9 7 6 ) .  La s é q u e n c e  complè t e  d ' u n e  
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chaînel-i a  é t é  d é t e r m i n é e  pour  l a  p r e m i è r e  f o i s  - a v e c  

c e l l e  d e  l a  c h a î n e  K q u i  l u i  e s t  a s s o c i é e  - p o u r  l l I g M  

humaine Ou, p a r  Putnam e t  aL . en  1973.  

a  - Z o n e  v a r i a b l e  N - t e r m i n a l e  . comme 

pour  l e s  c h a î n e s  l é g è r e s ,  l e s  t e r m e s  d e  g r o u p e s  

e t  sous -g roupes  s o n t  u t i l i s é s .  Kohler  e t  aL  . ( 1 9 7 0 ) ,  

en  comparant  l a  séquence  d e s  104 p r e m i e r s  a c i d e s  

aminés d e s  c h a î n e s  l o u r d e s  d e  p l u s i e u r s  imrnunoglo- 

b u l i n e s ,  o n t  montré  que 2 c h a î n e s p  d e  l a  même s o u s -  

c l a s s e  p o s s è d a i e n t  seu lemen t  3 3 %  d ' i d e n t i t é  dans  l a  

zone VH , a l o r s  que  2 c h a î n e s  d e  s p é c i f i c i t é  d i f f é r e n t e ,  

l-i e t Y i  , e n  p o s s è d a i e n t  73%. C e t t e  o b s e r v a t i o n  i m p l i q u e  

que c e r t a i n s  sous -g roupes  d e  c h a î n e s  s o n t  s e m b l a b l e s  dans  l e  

p a r t i e  v a r i a b l e  à d e s  sous -g roupes  de  c h a î n e s  y .  D e  

même, i ls o n t  montré  ( ~ i g . 3  ; p . 1 9 )  que l e s  immunoglo- 

b u l i n e s  Ou (IgM) e t  Eu ( I ~ G ) ,  b i e n  que pourvues  d e  

nombreuses s é q u e n c e s  homologues dans  l a  p a r t i e  V 
L 

p o s s é d a i e n t  p a s  pour  a u t a n t  une i d e n t i t é  de  s t r u c t u r e  

dans  l a  zone  VH ( s e u l e m e n t  3 0 % ) .  A i n s i  é t a i t  démontré  l e  f a i t  

q u ' i l  n ' y  a v a i t  p a s  p l u s  d f h o m o l o g i e &  séquence  p r i m a i r e e n t r e  

l e s  zones  v a r i a b l e s  d e s  c h a î n e s  L e t  H d ' u n e  même molé- 

c u l e  q u ' e n t r e  l e s  zones  v a r i a b l e s  de  c h a î n e s  L e t  H 

de  m o l é c u l e s  d i f f é r e n t e s .  

D e s  s i m i l i t u d e s  s t r u c t u r a l e s  o b s e r v é e s  

e n t r e  I g M  d ' e s p è c e s  d i f f é r e n t e s  (~omme e t  c h i e n )  o n t  

permis  à Wasserman e t C a p r a ( 1 9 7 7 )  d ' e n  d é d u i r e  un d e g r é  

de  c o n s e r v a t i o n  t r è s  é l e v é  d e  l a  séquence  V III à t r a -  
H 

v e r s  l e s  e s p è c e s  e t  un f o r t  p o u r c e n t a g e  d 'homolog ie  d e  

séquence  d e s  p a r t i e s  v a r i a b l e s  ( 8 5  à g o % ) ,  l f h é t é r o -  

g é n é i t é  due  aux r é g i o n s  h y p e r v a r i a b l e s  é t a n t  e x c l u e .  

b - Z o n e  c o n s t a n t e  C - t e r m i n a l e  . La p a r -  

z i e  C d e s  immunoglobulines  semble  a v o i r  c o n s e r v e  une H 



homologie  d e  s é q u e n c e  au c o u r s  de  l ' é v o l u t i o n ,  e t  p r i n c i -  

pa l emen t  l a  c h a î n e p  ( M a r c h a l o n i s e t  aL . ,1972) .La  démons t r a -  

t i o n  a  é t é  a p p o r t é e  pour  l ' e s p è c e  humaine p a r  F l o r e n t  

e t  a d . ,  ( 1 9 7 4 )  q u i  o n t  comparé l e s  s é q u e n c e s  C t e r -  

m i n a l e s  d e  4 IgM monoc lona le s  e t  d ' u n  mélange d ' IgM 

n o r m a l e s .  Ils o n t  o b s e r v é  une  s i m i l i t u d e  e n t r e  l e s  

d i f f é r e n t s  f r a g m e n t s  é t u d i é s  a i n s i  q u ' u n e  i d e n t i t é  

immunologique,  c e  q u i  t e n d  à p r o u v e r  q u ' i l  n ' e x i s t e  

p a s  de  s o u s - c l a s s e  d e  l a  c h a î n e p  d a n s  c e t t e  r é g i o n .  

C e s  r é s u l t a t s  orit é t é  r e n f o r c é s  p a r  c e u x  de  Wassermanet  

Capra ( 1 9 7 8 )  e t  de  Kehry e t  aL. (1979)  q u i  o n t  

comparé d e s  f r a g m e n t s  F c - o b t e n u s  p a r  d i g e s t i o n  t r y p -  

s i q u e  à 60°C ( v o i r  l e  p a r a g r a p h e  c o n s a c r é  aux  d i g e s -  

t i o n s  e n z y m a t i q u e s ,  p.28 ) - e n t r e  d i f f é r e n t e s  e s p è c e s  

d e  Mammifères. Ils o n t  c o n s t a t é  q u ' i l  e x i s t a i t  un 

g r a d i e n t  c r o i s s a n t  d ' h o m o l o g i e  s t r u c t u r a l e  de  l a  ré -  

g i o n  C ,  d e  l a  p a r t i e  N - t e r m i n a l e  v e r s  l a  p a r t i e  C -  

t e r m i n a l e .  L ' é q u i p e  d e  Wasserman a  t r o u v é  p l u s  d e  82% 

d ' h o m o l o g i e  pour  l e s  f r a g m e n t s  Fc a p p a r t e n a n t  à d e s  

c h a î n e s p  humaine e t  c a n i n e  ( F i g .  4 ; p.22 ) avec  res- 

p e c t i v e m e n t  : 68% d ' h o m o l o g i e  e n t r e  l e s  r é s i d u s  305 

e t  350; 86% e n t r e  l e s  r é s i d u s  351 e t  450 ;  85% e n t r e  

l e s  r é s i d u s  431 e t  576,  ec 92% e n t r e  l e s  r é s i d u s  j O O  

e t  576. Kehry e t  c o l l .  o n t  comparé l e s  f r a g m e n t s  Fc ( p )  

d e s  e s p è c e s  humaine,  mur ine  e t  c a n i n e ,  e t  o n t  ob- 

s e r v é  que  l a  p a r t i e  C - t e r m i n a l e  é t a i t  mieux c o n s e r v é e  

( t a b l e a u I ;  p.23 ) . I l s  o n t  e n  o u t r e  n o t é  que l a  cons -  

t a n c e  de  c e r t a i n s  a c i d e s  aminés  d a n s  l a  p o r t i o n  Fc,  

, t e l s  que l e  t r y p t o p h a n e  ( a u  nombre d e  7  chez  l a  S o u r i s ;  

8  c h e z  l'Homme, e t  5 chez  l e  c h i e n )  e t  l a  c y s t é i n e  

( a u  nombre d e  2 c h e z  l'Homme e t  l a  S o u r i s  e t  8  chez  

l e  Ch ien )  d e v a i t  a v o i r  une s i g n i f i c a t i o n  dans  l e  

m a i n t i e n  d ' u n e  c e r t a i n e  c o n f o r m a t i o n .  

C - LA PIECE DE JONCTION 
Une t r o i s i è m e  c h a î n e  p e p t i d i q u e  mise en  
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évidence par Halpern et Koshland en 1970 et dont 

la-structure primaire a été déterminée en 1977 

(Mole et aL.), s'est révélée indispensable à la 

formation des immunoglobulines polymériques telles 

que les IgM et les IgA sériques et de sécrétion 

(Della Corte et Parkhouse, 1973). Elle renferme 129 

acides aminés et son poids moléculaire moyen est de 

15 600. Bien que synthétisée par les plasmocytes, elle 

ne révèle aucune homologie structurale avec les chaînes 

H et L précédemment décrites. Elle possède 2 ponts disul- 

cures intracaténaires et contracte 2 liaisons inter- 

caténaires avec les résidus cystéinyls 575 (avant 

dernier acide aminé) des chaînes H des IgM (Mestecky 

et aL., 1974). Une représentatiori en est donnée dans la 

figure 5; p.22. Du fait de son implication dans lléta- 
pe de polymérisation des IgM, la chaîne J1'joining chain" 

semble avoir conservé sa structure à travers l'évolu- 

tion; la comparaison structurale d'une chaîneJ humaine 

et d'une chaîne J murine par Cann et aL. (1982)) a 

révélé 74% d'homologie. 

D - L'UNITE STRUCTURALE DES IMMUNOGLOBULINES 

Dans toutes les espèces, même les plus primi- 

tives, les immunoglobulines possèdent une unité struc- 

turale de base symétrique, d'un poids moléculaire 

d'environ 180 000, constituée de 2 chaînes lourdes et 

de 2 chaînes légères reliées entre elles par des ponts 

disulfures (~ig.6 ; p.25) et des liaisons non cova- 

lentes. La chaîne ~renferme lin grand nombre de résidus de 

cystéine (14) qui permet la formation de porits disulfures 
intracaténaires et intercaténaires. Ces derniers sont,avec 

les régions homologues décrites précédemment, les élé- 

ments les mieux conservés des immunoglobulines au cours 

de l'Evolution, car ils sont essentiels à la conforma- 

tion des chaînes peptidiques (voir le paragraphe cons,l- 

cré à la conformation,p.45). La séquence complète de 
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l t I g M  Ou (Putnam e t  a L . ,  1973)  a  p e r m i s  d e  l o -  

c a l i s e r  l e s  r é s i d u s  c y s t é i n e  ( F i g . 2  ; p .  1 7 ) .  Dix 

d ' e n t r e  eux  s o n t  i m p l i q u é s  d a n s  l a  f o r m a t i o n  d e s  

p o n t s  i n t r a c a t é n a i r e s  d é l i m i t a n t  l e s  5 r é g i o n s  

homologues e t  4  a u t r e s  c o n t r a c t e n t  d e s  p o n t s  i n t e r c a t é -  

n a i r e s  : 1 e n t r e  l e s  c h a î n e s  H e t  L ( c y s t é i n e  

140 : c h a î n e p  e t  c y s t é i n e  214 : c h a î n e  K ) ;  2 e n t r e  l e s  

c h a î n e s  H ( c y s t é i n e  337 e t  c y s t é i n e  414 d e p a r t  e t  

d ' a u t r e )  e t , l e  d e r n i e r ,  e n  p o s i t i o n  575, r e s p o n -  

s a b l e  d e  l a  p o l y m é r i s a t i o n  d e s  I g M .  C e l u i - c i  r e l i e  

l ' a v a n t  d e r n i è r e  c y s t é i n e  d e  l a  cha.îne p  , . s o i t  à 

c e l l e  d e  l a  c h a î n e  p d l u n e  a u t r e  s o u s - u n i t é  d l IgM,  

s o i t  à c e l l e  d e  l a  c h a î n e  J i m p l i q u é e  d a n s  c e  phé- 

nomène. 

E - POLYMERISATION DES IGM 

Sauf  q u e l q u e s  e x c e p t i o n s  c o n c e r -  

n a n t  l e  P o i s s o n  c h a t  (Ac ton  e t  a l . ,  1971)  e t  l e  

Xenopus ( P a r k h o u s e  e t  a L . ,  1 9 7 0 ) ,  p o u r  l e s q u e l l e s  

l e s  I g M  a p p a r a i s s e n t  r e s p e c t i v e m e n t  s o u s  forme d e  

t é t r a m è r e  e t  d ' h e x a m è r e ,  l a  m o l é c u l e  d r I g M  c i r c u -  

l a n t e  se  p r é s e n t e  s o u s  fo rme  de  pen tamère  : 5 s o u s -  

u n i t é s  7 s  s o n t  a s s o c i é e s  p a r  d e s  p o n t s  d i s u l f u r e o  

e t  m a i n t e n u e s  g r â c e  à l a  p i è c e  de j o n c t i o n .  La f i -  

g u r e  7 ;  p.27 r e p r é s e n t e  l e  modèle  d e  Chapu i s  e t  

Koshland (1974)  ou " c l a s p  model" .  E l l e  i l l u s t r e  l e s  

deux v o i e s  p o s s i b l e s  d e  p o l y m é r i s a t i o n  d e s  s o u s - u n i -  

t é s  monomériques .  La p r e m i è r e  ( 1 )  c o n c e r n e  un a s -  

semblage  de  4  s o u s - u n i t é s  v i a  d e s  p o n t s  i n V e r c a t é n a i r e s  

au n i v e a u  C - t e r m i n a l ,  s u i v i  d e  l ' a d d i t i o n  de  l a  c i n -  

quième s o u s - u n i t é  p o r t e u s e  de  l a  c h a î n e  J ,  c e l l e - c i  

c o n t r a c t a n t ,  d a n s  une é t a p e  f i n a l e ,  une l i a i s o n  co-  

v a l e n t e  avec  l a  p r e m i è r e  s o u s - u n i t é .  La deuxième v o i e  

( 2 )  d i f f è r e  a u  n i v e a u  d e  l ' a d d i t i o n  de  l a  c inqu ième  

s o u s - u n i t é  q u i  se  f e r a i t  comme c e l l e  d e s  4 p r é c é d e n t e s .  
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Dans une d e r n i è r e  é t a p e ,  l a  c h a î n e  J à l ' é t a t  l i b r e ,  

s e  f i x e r a i t  e n t r e  l a  p r e m i è r e  e t  l a  c inqu ième  s o u s -  

u n i t é  en  é t a b l i s s a n t  d e s  p o n t s  d i s u l f u r e s  avec  l e s  

c h a î n e s  p .  C e t t e  deuxième v o i e  s e r a i t  p r é d o m i n a n t e .  

F - L E S  ZONES C H A R N I E R E S  E T  LA S U S C E P T I B I L I T E  

AUX ENZYMES PROTEOLYTIQUES 

L e s  z o n e s  c h a r n i è r e s ,  a i n s i  a p p e l é e s  c a r  e l l e s  

s o n t  s i t u é e s  e n t r e  d e s  zones  homologues compac te s ,  s o n t  

p l u s  f l e x i b l e s  e t  donc  p l u s  a c c e s s i b l e s  aux  enzymes p r o -  

t é o l y t i q u e s .  La z o n e  c h a r n i è r e  l a  p l u s  i m p o r t a n t e ,  a p p e l é e  

I1hinge r e g i o n ' ' ,  e s t  s i t u é e  e n t r e  l e s  zones  homologues C 1  H 
e t  C H 2  E l l e  e s t  s u r t o u t  d é v e l o p p é e  d a n s  l e s  I g A  , a v e c  4 

r é s i d u s  d e  c y s t e i n e  e t  14 r é s i d u s  d e  p r o l i n e  s u r  38 r é s i d u s ,  

e t  dans l e s  I g G ,  a v e c  3  r é s i d u s  de  c y s t é i n e  e t  5 r é s i d u s  

d e  p r o l i n e  s u r  16 r é s i d u s .  E l l e  e s t  p l u s  r é d u i t e  d a n s  l e s  

IgM avec u n  s e u l  r é s i d u  de  c y s t é i n e  e t  q u e l q u e s  r é s i d u s  

d e  p r o l i n e  (Putnam e t  aL., 1 9 7 3 ) .  L ' a c t i o n  s é l e c t i v e  d e  

d i f f é r e n t e s  e n d o p e p t i d a s e s  s u r  l a  c h a î n e  r a p p o r t é e  

d a n s  l a  f i g u r e  2 ;  p .17  . L ' h y d r o l y s e  p a p a l n i q u e  d ' u n e  

s o u s - u n i t é  monornérique e f f e c t u é e  s e l o n  P o r t e r  ( 1 9 5 9 ) )  

l i b è r e  2 f r a g m e n t s  de t a i l l e s  d i f f é r e n t e s  : 2 f r a g m e n t s  

Fab de PM 50.000 e t  1  f r a g m e n t  Fc d e  PM 80.000.  S e l o n  

F l o r e n t e t a L . ( 1 9 7 4 ) ,  l a  t r y p s i ~ e  a g i t  s p é c i f i q u e m e n t  à 

60°C en c o u p a n t  l a  c h a î n e  p e p t i d i q u e  e n t r e  l e s  r é s i d u s  

d ' a r g i n i n e  325 e t  d e  g l y c i n e  326, l i b é r a n t  un s e u l  f r a g -  

ment  ab' l Z  e t  un  a u t r e  f r a g m e n t  ( F C )  
5p  

L ' a t t a q u e  pep-  

s i q u e  ( N i s o n o f f ,  1960)  au n i v e a u  d e  l a  c h a î n e  p  p r o d u i t  

deux nouveaux f r a g m e n t s  ( F a b ' )  e t  F c ' .  Bien que  l ' a c t i o n  
2 

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

c i  s e m b l e n t  p r é s e n t e r  d e s  s u s c e p t i b i l i t é s  d i f f é r e n t e s  v i s -  

à - v i s  de  chaque  enzyme ( J o u a n n e a u ,  1 9 7 8 ) .  Ce comportement  

semble i m p u t a b l e  a u x  c a r a c t é r i s t i q u e s  mêmes d e s  c h a î n e s  

!J t r a i t é e s ,  l e s  f r a g m e n t s  d é c r i t s  précédemment s u b i s s a n t ,  

d a n s  c e r t a i n s  c a s ,  une d é g r a d a t i o n  p o u s s é e  en  p e t i t s  

f r a g m e n t s  p e p t i d i q u e s .  



La c h a î n e  p e p t i d i q u e p  p o s s é d a n t  en  o u t r e  p l u -  

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

bromure de  cyanogène  ( G r o s s ,  1 9 6 7 )  . p o u r  donne r  de  

nouveaux f r a g m e n t s  a n a l y s a b l e s  p o u r  l e u r  s t r u c t u r e  

p r i m a i r e .  C ' e s t  p a r  l ' é t u d e  s é q u e n t i e l l e ,  g r â c e  à 

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

c o l l e c t i o n  de  f r a g m e n t s , e t  p a r  d i v e r s  recoupements  que  

d e s  s é q u e n c e s  p r i m a i r e s  d e  c h a î n e s  p e p t i d i q u e s  e n t i è r e s  

comprenant  j u s q u ' à  576 r é s i d u s  o n t  pu ê t r e  é t a b l i e s .  

E n s u i t e ,  d e s  c o m p a r a i s o n s  e n t r e  s é q u e n c e s  o n t  é t é  e f -  

f e c t u é e s  e t ,  aux  e r r e u r s  d ' e x p é r i m e n t a t i o n  p r è s ,  d e s  

s t r u c t u r e s  homologues o n t  é t é  m i s e s  en  é v i d e n c e  e n t r e  

e s p è c e s  d i f f é r e n t e s .  

II - LES CHAINES OLIGOSACCHARIDIQUES 

A - CLASSIFICATION DES GLYCANNES EN 2 GROUPES 
suivant le type de liaison (O- ou N-glycosi- 

dique avec la protéine). 

L e s  immunoglobul ines  c o n t i e n n e n t  l e s  m ê m e s  

c o n s t i t u a n t s  m o n o s a c c h a r i d i q u e s  q u e  l a  p l u p a r t  d e s  a u t r e s  

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

l e  mannose,  l e  g a l a c t o s e ,  l e  f u c o s e ,  l ' a c i d e  N-acé ty l -  

neu ramin ique  e t ,  beaucoup p l u s  r a r e m e n t ,  l a  N-acé ty l -  

g a l a c t o s a m i n e .  C e l a  l a i s s e  s u p p o s e r  que l e s  c h a î n e s  

o l i g o s a c c h a r i d i q u e s  s o n t  l i é e s  a u x & a î n e s  p o l y p e p t i d i -  

q u e s  p a r  l e s  deux  t y p e s  d e  l i a i s o n s  c o v a l e n t e s  g l y c a n n e -  

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

- l e s  l i a i s o n s  de  t y p e  O - g l y c o s i d i q u e ,  a l c a l i -  .................................... 
l a b i l e s ,  

- l e s  l i a i s o n s  de  t y p e  N - g l y c o s i d i q u e ,  a l c a l i -  .................................... 
s t a b l e s .  

L e s  u n i t é s  o l i g o s a c c h a r i d i q u e s  d e s  immunoglo- 

b u l i n e s  a p p a r t i e n n e n t  au  g roupe  d e s  i s o g l y c a n n e s  ou g l y -  

c a n n e s  r a m i f i é s  p a r  o p p o s i t i o n  aux  n -g lycannes  ou g l y c a n n e s  



l i n é a i r e s ,  t e l s  q u ' o n  l e s  t r o u v e  dans  l e s  p r o t é o -  

g l y c a n n e s  ( M o n t r e u i l ,  1 9 7 4 ) .  Pour une c l a s s i f i c a t i o n  

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

M o n t r e u i l  (1975;  1980a ;1982) ,  de K o r n f e l d  e t  Kornfe ld  

(1976;  1 9 8 0 ) )  d ' H o r o w i t z  e t  Pigman (1977 ;  1978) e t  

d e  S t r e c k e r  e t  M o n t r e u i l  ( 1 9 7 9 ) .  

1 - GLycannes L i é s  O - g L y c o s i d i q u e m e n t  : Ce 

t y p e  de  g lycanne  peu  r e p r é s e n t é  parmi l e s  immunoglo- 

b u l i n e s  e t  jamais  o b s e r v é  d a n s  l a  c l a s s e  d l I g M ,  s e r a  

b r i èvemen t  d é c r i t .  Il c o n c e r n e  deux t y p e s  d e  g l y c o -  

p r o t é i n e s  s e l o n  l a  n a t u r e  du r é s i d u  d ' a c i d e  aminé l i é  

à l a  f r a c t i o n  g l u c i d i q u e  : 

a  - L i a i s o n  g l y c a n n e - h y d r o x y l y s i n e  ( o u  

h y d r o x y p r o l i n e ) .  Ce t y p e  d e  l i a i s o n  

conce rne  les  g l y c o p r o t é i n e s  c o n s t i t u t i v e s  du c o l l a g è n e ,  

dans  l e s q u e l l e s  l ' a c i d e  aminé e s t  s u b s t i t u é  p a r  un 

r é s i d u  d e  g a l a c t o s e  ou p a r  l e  d i s a c c h a r i d e  ~ l c ( a 1 - 2 ) -  

Ga1 ( ~ u t l e r ,  1 9 7 8 ) .  

b - L i a i s o n  g l y c a n n e - s e r i n e  ( o u  t h r é o n i n e ) .  

E l l e  e s t  l e  p l u s  fréquemment r e n c o n t r é e  d a n s  l e s  rnucines 

( G o t t s c h a l k ,  1972) mais  a u s s i  dans  d e  nombreuses a u t r e s  

g l y c o p r o t é i n e s .  C ' e s t  l a  N - a c é t y l g a l a c t o s a m i n e  q u i  e s t  

t r è s  s o u v e n t  engagée  dans  l a  l i a i s o n  avec  l ' a c i d e  aminé.  . 
Les c h a î n e s  g l y c a n n i q u e s  o b s e r v é e s  p r é s e n t e n t  une g rande  

h é t é r o g é n é i t é . :  e l l e s  peuven t  ê t r e  t r è s  s i m p l e s  comme 

l e  g l y c a n n e  [ Gal(B 1 -3 !Ga lN~c(a  1-3) - ~ e r ]  r e n c o n t r é  dans  

une I g A  s é r i q u e  humaine ( ~ a e n z i g e r  e t  K o r n f e l d ,  1974 a , b ) ,  

ou t r è s  complexes,  avec  a d d i t i o n  d e  r é s i d u s  d e  g a l a c t o s e  

e t  d ' a c i d e  N-acé ty lneuraminique  commel 'ont  montré  P i e r c e -  

C r é t e l  e t  a L .  ( 1 9 8 1 )  d a n s  d e s  I g A  de  s é c r é t i o n  du l a i t  d e  

femme . 

2 - GLycannes L i é s  N - g L y c o s i d i q u e m e n t  : Les 

g l y c a n n e s  de  c e  t y p e  p o s s è d e n t  un noyau p e n t a s a c c h a r i d i q u e  



commun l i é  p a r  un r é s i d u  d e  N-acé ty lg lucosamine  v i a  

une l i a i s o n  0 - g l y c o s y l a m i n i q u e  à 1  r é s i d u  d ' a s p a r a g i n e  

de  l a  c h a î n e  p o l y p e p t i d i q u e .  C ' e s t  l e  s e u l  t y p e  de  

branchement  a c t u e l l e m e n t  c a r a c t é r i s é  pour  l e s  p r o -  

t é i n e s  N - g l y c o s y l é e s .  S u r . c e  noyau c o n s t a n t  s e  g r e f -  

f e  une f r a c t i o n  g l y c a n n i q u e  v a r i a b l e  s o u s  forme d e  

b r a n c h e s  e x t e r n e s  a p p e l é e s  " a n t e n n e s T T  ( M o n t r e u i l ,  

1 9 7 4 ) .  

a  - L e  n o y a u  p e n t a s a c c h a r i d i q u e  i n t e r n e .  

I l  e s t  i n v a r i a b l e  e t  r é s u l t e  de  l ' a s s o c i a t i o n  d ' u n  

m a n n o t r i o s e  e t  du  d i - N - a c é t y l c h i t o b i o s e  s e l o n  l a  

s t r u c t u r e  p r é s e n t é e  d a n s  l a  f i g u r e  8 a ; , p .  3 2  . 
b  - L a  p a r t i e  v a r i a b l e  o u  s u b s t i t u t i o n  

d u  noyau. S e l o n  l a  n a t u r e  d e s  m o t i f s  

o l i g o s a c c h a r i d i q u e s  f i x é s  aux  r é s i d u s  mannose 4 e t  3 ' ,  
= - - 

on d i s t i n g u e  : 

a - l e s  g l y c a n n e s  de  t y p e  o l igoman-  

n o s i d i q u e  ou s i m p l e s  : l o r s q u e  

l e  s u b s t i t u a n t  e s t  uniquement  du mannose; l e  nombre 

de  r é s i d u s  p e u t  v a r i e r  de  3 à 9 e t  l e u r  mode de  b r a n -  

chement p e u t  se  f a i r e  e n  p o s i t i o n  C - 2 ,  C-3 ou C - 6  

s u r  l e  mannose t e r m i n a l  ( v o i r  l a  r e v u e  g é n é r a l e  d e  

Cohen e t  B a l l o u  (1980)  e t  l a  f i g u r e  8b;  p .  3 2  ) .  

6 - l e s  g l y c a n n e s  d e  t y p e  N-acécyl -  

l a c t o s a m i n i q u e  ou complexes ,  

b i ,  t r i ,  t é t r a  e t  p e n t a a n t e n n é s ,  s o n t  fo rmés  p a r  l a  

s u b s t i t u t i o n  en  p o s i t i o n  C - 2 ,  C - 4  e t / o u  C - 6  d e s  man- 

n o s e s  4 e t  4 '  du noyau p e n t a s a c c h a r i d i q u e  p a r  r e s p e c -  
= 

t i v e m e n t  2 ,3 ,Y e t  5 u n i t é s  N - a c é t y l l a c t o s a m i n i q u e s  

 al 1-4 B G ~ C N A C ]  ( F i g .  8 c ;  p .  3 2 ) .  Su r  c e s  s t r u c t u r e s  

de  b a s e ,  p e u t  s ' a j o u t e r  un nombre v a r i a b l e  d ' u n i t é s  

N - a c é t y l l a c t o s a m i n i q u e s  l i é e s  en  B - 1 , 3 ,  de  r é s i d u s  de  



A = b i a n t e n n é  

B , C  = t r i a n t e n n é  

D = t é t r a a n t e n n é  

E = pen taan tenné  

Figune 8 : Ler d i f f é n e h t r  t y p e n  d e  n t r u c t u r e r  p L y c m i p u e n  



g a l a c t o s e ,  d ' a c i d e  s i a l i q u e  e t / o u  de  f u c o s e ,  s e l o n  

l e s  r è g l e s  de  s u b s t i t u t i o n  b i e n  p r é c i s e s  ( v o i r  l e  pa-  

r a g r a p h e  c o n s a c r é  à l ' a d d i t i o n  s é q u e n t i e l l e  d e s  mono- 

s a c c h a r i d e s  e t  aux  e x c l u s i o n s  m u t u e l l e s  e n t r e  r é s i d u s  

p .  6 9  ) .  

Y - l e s  g l y c a n n e s  de  t y p e  m i x t e  

ou h y b r i d e  : i l s  c o n s t i t u e n t  

un compromis e n t r e  l e s  deux  t y p e s  précédemment d é c r i t s .  

Un exemple e s t  donné ( F i g . 8  d;  p .32 ) pour  l e  g l y c o -  

p e p t i d e  GP-1 de  l ' o v a l b u m i n e  d o n t  l a  s t r u c t u r e  a  é t é  

d é t e r m i n é e  p a r  Yamashi ta  e t  a L . ( 1 9 7 8 ) .  

B - CARACTERISTIQUES DES CHAINES GLYCANNIQUES 
DES Iil'DIUNOGLOBULINES 

L e s  immunoglobul ines  c o n s t i t u e n t  une  f a m i l l e  

d e  g l y c o p r o t é i n e s  t r è s  v a r i é e  d o n t  l a  r é p a r t i t i o n  

s é r i q u e  e s t  t r è s  d i f f é r e n t e  d ' u n e  c l a s s e  à l ' a u t r e .  

E l l e s  se d i s t i n g u e n t  p a r  l e u r  t e n e u r  en  g l u c i d e s  : 

2 à 3% p o u r  l e s  IgG, 5 à 10% p o u r  l e s  I ~ A ,  8  à 12% 

pour  l e s  IgM, 11% pour  l e s  I g D  e t  10% pour  l e s  I g E  

(Clamp e t  J o h n s o n ,  1 9 7 2 ) .  L ' h é t é r o g é n é i t é  s ' é t e n d  

à l a  n a t u r e  e t  à l a  d i s t r i b u t i o n  d e  l e u r s  c h a î n e s  g l y -  

c a n n i q u e s .  S e u l e s  l e s  I g A  ( B a e n z i g e r  e t  K o r n f e l d ,  1974 

a , b )  e t  l e s  IgD (Clamp e t  J o h n s o n ,  1972)  c o n t i e n n e n t  

l e s  deux t y p e s  de  l i a i s o n s  O- e t  N - g l y c o s i d i q u e s .  Les  

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

e x c l u s i v e m e n t  l i é s  N-g lycos id iquemen t .  Parmi c e s  d e r -  

n i e r s ,  l e  t y p e  complexe e s t  p rédominan t ,  l e s  s t r u c t u r e s  

o l i g o m a n n o s i d i q u e s  n ' é t a n t  o b s e r v é e s  que d a n s  l e s  I g M  

(Chapman e t  K o r n f e l d ,  1979 a , b ) ,  l e s  IgE ( ~ e a r i c k  ef ai., 

1983)  e t  l e s  IgD ( I s h i h a r a  e t  aL., 1 9 8 3 ) .  

1 - Séquence  p e p t i d i q u e  " s i g n a L H  d e  g L y c 3 -  

s y L a t L o n  : Le  " s é q u c n "  : 

a - S o n  u n i c i t é .  En d é p i t  de  c e t t e  d i s -  

p a r i ~ é  d a n s  l a  r é p a r t i t i o n  d e s  g l y c a n n e s ,  un p o i n t  l e u r  



est commun : leur site de fixation sur la chaîne 

polypeptidique; il s'agit d'un tripeptide contenant 

le résidu d'acide aminé avec lequel l'oligosaccharide 

contracte une liaison covalente. Dans le cas des gly- 

cannes liés N-glycosidiquement, la séquence triplet 

contenant l'asparagine sur laquelle se fixe la N -  

acétylglucosamine est la suivante : Asn-X-Ser/Thr 

(Marshall, 1972). Dans cette séquence X représente 

n'importe quel acide amin6,exceptée la proline et 

Ser/~hr signifie que l'un peut remplacer l'autre. 

b - F a c t e u r s  i n f l u e n ç a n t  s a  g l y c o s y l a t i o n .  

La conjugaison d'un glycanne se fait spécifiquement 

sur ce site, mais la présence de ce dernier n'est 

pas toujours suffisante pour déclencher la glycosy- 

lation. Hunt et Dayhoff (1970)ont constaté que 65% 
des séquons présents dans une glycoprotéine étaient 

glycosylés. Un exemple en est donné par l'étude de 

la séquence primaire de chaînesX appartenant à 2 im- 

munoglobulines : Ha (Shinoda et aL.,1970) et Bo (~ikler 

et Putnam, 1970), possédant respectivement le triplet 

(~sn-Cly-Thr) et (Asn-~sp-Thr); aucune n'a révélé de 

trace de glycosylation. Des travaux récents tendent à 

prouver la nécessité d'une coexistence d'un site éven- 

tuel de glycosylation (triplet) et d'un microenviron- 

nement (séquence primaire et conformation) conféré par 

la chaîne polypeptidique pour qu'il y ait glycosylation. 

Glabe et aL . (1980 )  ont évalué à 30, pour l'ovalbumine, 

le nombre minimal d'acides aminés du côté C-terminal 

permettant la glycosylation d'un site situé sur la chaî- 

ne en cours d'élongation. Cette séquence minimale corres- 

pondrait à la longueur de la chaîne peptique nécessaire 

pour traverser la bicouche phospholipidique membranaire 

du reticulum endoplasmique rugueux. L'influence directe 

de la conformation de la chaîne peptidique sur la glyco- 

sylation de l'asparagine 312 a été démontrée, en outre : 



à l ' é t a t  n a t i f ,  l e  s i t e  e s t  i n a c c e s s i b l e  aux  g l y -  

c o s y l t r a n s f é r a s e s  a l o r s  que  l a  d é n a t u r a t i o n  de  l a  

c h a î n e  p o l y p e p t i d i q u e  l è v e  l ' i n h i b i t i o n .  C e l a  sem- 

b l e  s ' e x p l i q u e r  p a r  l e  f a i t  que beaucoup d e  s i t e s  

de  g l y c o s y l a t i o n  s o n t  l o c a l i s é s  d a n s  d e s  coudes  

d e  s t r u c t u r e $  , d e  l a  c h a î n e  p r o t é i q u e  ( ~ e e l e ~ ,  1 9 7 7 ) .  

Anderson e tGr imes (  1982) ont démon t ré ,  pour  1  IgM mono- 

c l o n a l e  de  S o u r i s ,  q u ' i l  e x i s t a i t  un g r a d i e n t  de  ma- 

t u r a t i o n  d e s  c h a î n e s  g l y c a n n i q u e s  d é c r o i s s a n t  de  l a  

p a r t i e  N-  v e r s  l a  p a r t i e  C - t e r m i n a l e  de  l a  c h a î n e  

p o l y p e p t i d i q u e .  

c - L e s  l i m i t e s  d e  s a  v a r i a b i l i t é .  

L ' i n t é g r a l i t é  de  l a  s é q u e n c e  " s i g n a l f f  n e  s e r a i t  p a s  

t o u j o u r s  r e q u i s e  pour  q u ' i l  y  a i t  f i x a t i o n  d e s  g l y c a n -  

n e s .  En 1979,  Kehry e t  a L . ,  en  é t u d i a n t  l a  s équence  

p r i m a i r e  d ' l  IgFl c a n i n e ,  o n t  o b s e r v é  l a  p r é s e n c e  d ' u n  

g l y c a n n e  de  t y p e  o l i g o m a n n o s i d i q u e ,  p r è s  de  l a  zone  

h y p e r v a r i a b l e  hV2 d e  l a  c h a î n e p  , au  n i v e a u  de  l ' a s -  

p a r a g i n e  57 .  La s é q u e n c e  du s i t e  de  f i x a t i o n  e s t  l a  

s u i v a n t e  : (Asn-Gly-Gly-Thr) .  La n a t u r e  d e  l ' a c i d e  

aminé s u b s t i t u a n t  c e u x  du t r i p l e t  de  b a s e  ( ~ e r / ~ h r )  

s e m b l e r a i t  c e p e n d a n t  i n f l u e n c e r  l a  p o s i t i v i t é  de l a  

r é a c t i o n  c a r  l e s  m ê m e s  a u t e u r s  o n t  mon t r é  que  l a  s u b s -  

t i t u t i o n  du r é s i d u  s é r i n e  p a r  1  m é t h i o n i n e  n ' e n t r a î n a i t  

p a s  de  g l y c o s y l a t i o n .  

2 - Les s i t e s  de  f i x a t i o n  d e s  gLycannes 

s u r  Les c h a l n e s  p e p t i d i q u e s  : La p l u -  

p a r t  d e s  immunoglobul ines  s o n t  g l y c o s y l é e s  s u r  l a  

p a r t i e  c o n s t a n t e  d e  l e u r s  c h a î n e s  l o u r d e s .  Cependant ,  

l a  p r é s e n c e  de  g l y c a n n e s  s u r  c e r t a i n e s  c h a î n e s  l é g è r e s  

a  é t é  r a p p o r t é e  p a r  S p i e g e l b e r g  e t  a L . ( 1 9 7 0 ) ,  Sox e t  

Hood ( 1 9 7 0 )  e t  p l u s  récemment p a r  Jouanneau  ( 1 9 7 8 ) .  Sox 

a  a f f i r m é  que 15% d e s  c h a î n e s  l é g è r e s  é t u d i é e s  a p p a r t e -  

n a n t  à d e s  m o l 6 c u l e s  monoc lona le s  é t a i e n t  g l y c o s y l é e s  



s a n s  r e l a t i o n  a p p a r e n t e  a v e c  l e  t y p e  d e  l a  c h a î n e  L 

n i  c e l u i  d e  l a  c h a î n e  H q u i  l u i  e s t  s o l i d a i r e .  Dans 

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

l a t i o n  se s i t u e  d a n s  l a  p a r t i e  V L e  nombre de  s i t e s  L ' 
d e  g l y c o s y l a t i o n  v a r i e  s e , l o n  l a  c l a s s e  d ' I g  : il e s t  

p a r  exemple de  1  p o u r  l e s  I g G  e t  l e  p l u s  s o u v e n t  de  

5 pour  l e s  IgM ( S h i m i z u  e t  a L . ,  1 9 7 1 ) .  Un exemple d e  

l e u r  l o c a l i s a t i o n  e s t  donné,  F i g .  2 ; p .  17 pour  1  IgM. 

La p i è c e  d e  j o n c t i o n  J q u i  i n t e r v i e n t  d a n s  l a  polymé- 

r i s a t i o n  d e s  IgA e t  d e s  I g M  e s t ,  e l l e  a u s s i ,  g l y c o s y l é e  

( N i e d e r m e i e r  e t  aL., 1972)  : e l l e  c o n t i e n t  7 , 5 %  de  mo- 

n o s a c c h a r i d e s  a s s e m b l é s  en  une  c h a î n e  g l y c a n n i q u e  l o -  

c a l i s é e  s u r  l ' a s p a r a g i n e  43 (Mole e t  a C . , 1 9 7 7 ) .  Sa 

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

, - CONNAISSANCES ACTUELLES SUR L E S  GLYCANNES 

C O N S T I T U T I F S  DES IGM 

C ' e s t  g r â c e  a u  déve loppement  r e l a t i v e m e n t  

r a p i d e ,  d e p u i s  c e s  d i x  d e r n i è r e s  a n n é e s ,  d e s  méthodes 

d ' é t u d e s  s t r u c t u r a l e s  d e s  c h a î n e s  o l i g o s a c c h a r i d i q u e s ,  

q u ' a c t u e l l e m e n t  l a  s t r u c t u r e  p r i m a i r e  d e  p l u s  d ' u n e  

c e n t a i n e  d e  g l y c a n n e s  e s t  é t a b l i e , e t  l e s  immunoglobu- 

l i n e s  n ' é c h a p p e n t  p a s  à c e t  e s s o r .  T r o i s  p r i n c i p a l e s  

p é r i o d e s  s e  d é g a g e n t  dans  l ' o b t e n t i o n  d e  c e s  r é s u l t a t s  : 

- P é r i o d e  de  L o c a l i s a t i o n  d e s  s i t e s  de g L y -  

c o s y l a t i o n  : C e t t e  p r e m i è r e  p é r i o d e  c o l n -  

c i d e  avec  l a  d é t e r m i n a t i o n  d e s  s t r u c t u r e s  p r i m a i r e s  

d e s  c h a î n e s  p e p t i d i q u e s  d e s  immunoglobul ines .  En p l u s  

d e  l a  c a r a c t é r i s a t i o n  ch imique  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s ,  

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

( v o i r  r e v u e s  g é n é r a l e s  : M o n t r e u i l  e t  S p i k ,  1 9 6 3 ; 1 9 6 7 i ,  

u n e  l o c a l i s a t i o n  e x a c t e  d e s  s i t e s  de  g l y c o s y l a t i o n  é t a i t  

r e n d u e  p o s s i b l e  g r â c e  aux d i f f é r e n t s  p r o c é d é s  d e  d é t e r m i -  

n a t i o n  d e s  s é q u e n c e s  p e p t i d i q u e s .  



- En 1968,  Davie  e t  O s t e r l a n d  o n t  d i s t i n g u é  deux 

g r o u p e s ,  parmi  l e s  8 IgM monoc lona le s  é t u d i é e s ,  f o n d é s  

s u r  l e u r  c o m p o s i t i o n  e n  monosaccha r ides  : l e  g r o u p e  1 

avec  une  t e n e u r  moyenne d e  10 ,69% e t  l e  g roupe  II avec  

une t e n e u r  de  7 , 7 % .  

- En 1971,  l e s  m ê m e s  a u t e u r s  é t u d i e n t  l e s  s i t e s  

de  f i x a t i o n  d e s  g l y c a n n e s d l u r e  I g M  a p p a r t e n a n t  au  g roupe  

1 : i ls  e n  l o c a l i s e n t  deux s u r  l a  c h a î n e  H e t  uri aut;re 

s u r  l a  c h a î n e  L .  

- T o u j o u r s  e n  1971,  Sh imizu  e t  a L .  i d e n t i f i e n t  5 
s i t e s  d e  f i x a t i o n  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  s u r  l a  p a r t i e  

c o n s t a n t e  de  l a  c h a î n e  iJ d ' u n e  IgM humaine monoc lona le  

OU ( ~ i g .  2  ; p .  17 ; l e s  g l y c o p e p t i d e s  C l ,  C 2 ,  C 3  c o r -  

r e s p o n d e n t  à d e s  s t r u c t u r e s  complexes  compor t an t  t o u s  

l e s  m o n o s a c c h a r i d e s ,  a l o r s  que l e s  deux a u t r e s ,  C e t  4 
C- ,ne  c o n t i e n n e n t  que du mannose e t  de  l a  N - a c é t y l g l u -  

3 
cosamine .  

- En 1973,  Putnam e t  a l - é l u c i d e n t  pour  l a  p r e m i è r e  

f o i s  l a  s é q u e n c e  p r i m a i r e  c o m p l è t e  de  1 ' I g M  Ou e t  con- 

f i r m e n t  l a  l o c a l i s a t i o n  d e s  j g l y c a n n e s  avancée  e n  1971 .  

- En 1973,  H u r s t e t  aL .  o b t i e n n e n t  l e s  m ê m e s  r é s u l -  

t a t s  p o u r  l l e u g l o b u l i n e  Dau : 5 s i t e s  de  f i x a t i o n  avec  

2 g l y c o p e p t i d e s  s i m p l e s  du c ô t é  C - t e r m i n a l  e t  3  g l y c o -  

p e p t i d e s  complexes  s u r  l a  p a r t i e  Fc r e s t a n t e .  

- P l u s  t a r d ,  F l o r e n t  e t  3 L .  ( 1 9 7 4 )  e t  Kehry 

( 1 9 7 9 )  o n t  démont ré  q u ' i l  e x i s t a i t  une a n a l o g i e  d a n s  

l e s  s i t e s  de  f i x a t i o n  d e s  g l y c a n n e s  s u r  l e s  c h a î n e s  

p e p t i d i q u e s p  e n t r e  l e s  e s p è c e s  humaine,  c a n i n e  e t  m u r i n e .  

2 - Apogée d e s  méthodes c l a s s i q u e s  de  d é t e r m i -  

n a t i o n  de s t r u c t u r e  

- La p r e m i è r e  s t r u c t u r e  f u t  p r o p o s é e  e n  1972 p a r  Hickman 

e t  a L .  E l l e  c o n c e r n e  un g l y c a n n e  complexe b i a n t e n n é ,  

f u c o s y l é ,  e t  p l u s  ou moins  s i a l y l é  ( ë i g . 9 a  ; p .38  ) .  Ce 

r é s u l t a t  a  é t é  o b t e n u  g r â c e  à l a  combina ison  de  l a  c h r o -  

m a t o g r a p h i e  en  phase  g a z e u s e ,  de  l a  p e r m é t h y l a t i o n  s u i v i e  
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d'une analyse en spectrométrie de masse, de l'oxy- 

dation periodique,et des dégradations récurrentes 

par les exoglycosidases spécifiques. 

- En 1979, Chapman et Kornfeld donnent la structure 
primaire des glycopeptides de type oligomannosidique 

isolés d'une IgM monoclonale Wa. Ils observent une 

hétérogénéité due au nombre de résidus de mannose 

qui varie de 4 à 9;et identifient une structure in- 

termédiaire comprenant 5 résidus de mannose et 1 de 
N-acétylglucosamine fixé sur un mannose externe (Fig.9b 

p.38 1 .  

- 1979 est aussi l'année où Baenziger - 
a établi la structure de l'oligosaccharide consti- 

tutif de la chaîne J (Fig.10; p.40 ) .  Il s'agit d'une 

structure biantennée, non fucosylée, dont l'hétérogénéité 

est liée à la quantité d'acide N-acétylneuraminique. 

- En 1980, Brenckle et Kornfeld ont étudié les oligo- 
saccharides d'une IgM murine provenant d'un plasmocy- 

tome; en plus des oligomannosides et du glycanne bi- 

antenné qu'ils avaient déjà observés dans une IgM 

humaine, ils ont isolé un glycanne triantenné, mono- 

fucosylé et disialylé. 

- En 1981, Jouanneau e t  al.ont décrit dans 1'IgM mono- 

clonale Du, un glycopeptide de type oligonannosidique 

contenant 10 résidus de mannose dont 5 sont liés en 
a-1,~. 

3 - DéveLoppemen t  d e  L a  r é s o n a n c e  m a g n é t i q u e  

n u c l é a i r e  : L'adaptation des méthodes 

classiques d'étude à des microquantités de produit, 

en particulier la mise au point de la méthode de micro- 

méthylation par Paz Parente et ~ ~ . ( 1 9 8 4  a) a permis 

l'étude structurale de matériaux purifiés en quantité 

très faible. Nais, c'est surtout la technique de réso- 

nance magnétique nucléaire du proton à 360 ou à 500 MHz 
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q u i  a  f o u r n i  d ' i m p o r t a n t s  r é s u l t a t s  d e p u i s  q u e l q u e s  

a n n é e s .  En o u t r e ,  e l l e  e s t  a p p l i c a b l e  à de  f a i b l e s  

q u a n t i t é s  d e  p r o d u i t ,  à c o n d i t i o n  que c e  d e r n i e r  s o i t  

abso lumen t  p u r ,  e t  permet  de  l e  r é c u p é r e r  a p r è s  ana-  

l y s e  pour  l e  r e c y c l e r  dans  d ' a u t r e s  v o i e s .  En c e  q u i  

c o n c e r n e  l e s  IgM, c e t t e  méthode a  p r i n c i p a l e m e n t  é t é  

a p p l i q u é e  aux  g l y c a n n e s  de  t y p e  o l i g o m a n n o s i d i q u e  

(Cohen e t  B a l l o u ,  1980;  Van Halbeek  ei a C h , 1 9 8 l b ) . S o n  

a p p l i c a t i o n  à c e r t a i n e s  s t r u c t u r e s  complexes  f a i t  

p a r t i e  de  n o t r e  t r a v a i l  e t  s e r a  exposée  dans  l a  p a r t i e  

"Travaux  P e r s o n n e l s 1 '  ( P  .217 ) . 

En c o n c l u s i o n  de  c e t t e  r e v u e  b i b l i o g r a p h i q u e  

d e s  t r a v a u x  c o n c e r n a n t  l e s  c h a î n e s  g l y c a n n i q u e s  d e s  

IgY h u r n a i n e s , r é a l i s é s  d e p u i s  une  q u i n z a i n e  d : a n n é e s ,  

nous  c o n s t a t o n s  que peu de  s t r u c t u r e s  d i f f é r e n t e s  

o n t  é t é  d é c r i t e s  j u s q u ' à  p r & s e n t  ma lg ré  l r h é t é r o g é -  

n é i t é  s t r u c t u r a l e  p roc l amée  p a r  l a  p l u p a r t  d e s  a u t e u r s .  

Les  f i g u r e s  9 ; p .  3 8 , e t  10; p.40 , r a s s e m b l e n t  l e s  s t r u c -  

t u r e s  g l y c a n n i q u e s  o b s e r v é e s  c h e z  l e s  IgM de  l ' e s p è c e  

humaine.  S e u l  l e  t y p e  o l i g o m a n n o s i d i q u e  semble  r e l a -  

t i v e m e n t  b i e n  e x p l o r é  c a r  t o u s  l e s  s t a d e s  de  ma tu ra -  

t i o n  o n t  é t é  d é t e c t é s .  En c e  q u i  c o n c e r n e  l e s  s t r u c -  

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

p l u s  r é d u i t e s  p u i s q u e  s e u l  un g l y c a n n e  complexe de  t y p e  

b i a n t e n n é ,  a v e c  une  h é t é r o g é n é i t é  due au  f u c o s e  e t  à 

l ' a c i d e  N-acé ty lneu ramin ique ,  a  é t é  d é c r i t  (Hickman 

1 9 7 2 ) .  



III - CONFORMATION DES IGM ET LOCALISATION DES 
GLY CANNES 

Sa structure tétracatenaire confère une certaine 

conformation à la sous-unité dlIgM. En réalité, cette 

conformation définitive est la résultante d'interac- 

tions précises entre la partie protéique et la partie 

glucidique car nous avons vu qu'au cours de l'Evolution, 

la molécule avait conservé des séquences homologues 

d'acides aminés et des sites de fixation droligosac- 

charides. 

A - N O T I O N  DE DOMAINE 

1 - Hypo thèse  é m i s e  p a r  EdeLman ( 1 9 6 9 )  : 

Après avoir rapporté la séquence primaire intégrale 

des chaînes légères et lourdes d'une IgG humaine (EU), 

Edelman a observé : 

- que la portion constante de la chaîne H contenait 
3 régions homologues de taille similaire et chacune 

homologue à la région constante de la chaîne L, 

- que les chaînes H et L supportaient un arrangement 
linéaire parfait, entraînant une correspondance sur 

l'une et l'autre des ponts intracaténaires disposés 

périodiquement, et des résidus de cystéine contractant 

les ponts intercaténaires. 

D'après ces observations, il a émis l'hy- 

pothèse que la structure tridimensionnelle des régions 

homologues devait constituer un domaine compact et por- 

teur au minimum d'un site actif. 

2 - D é f i n i t i o n  d ' u n  domaine : C'hypothèse 

drEdelman repose, à l'origine, sur l'homologie des sé- 

quences d'acides aminés et sur la symétrie de la 



m o l é c u l e ;  mais  d ' a u t r e s  o b s e r v a t i o n s  v o n t  v e n i r  

l a  r e n f o r c e r  d ' u n  po i r i t  de  vue  c o n f o r m a t i o n n e l .  

En 1970,  B o u r g e o i s  e t  Fougereau  o n t  mont ré  que l e s  

deux p o n t s  d i s u l f u r e s  i n t r a c a t é n a i r e s  d e s  c h a î n e s  

l é g è r e s  d é l i m i t a i e n t  d e s  b o u c l e s  p e p t i d i q u e s  r e n -  

f e r m a n t  une  s o i x a n t a i n e  d ' a c i d e s  aminés .  C e r t a i n e s  

c o n t r a i n t e s  s t r u c t u r a l e s  o n t  é t é  m i s e s  en  é v i d e n c e  

p a r  p l u s i e u r s  a u t e u r s  : e l l e s  c o n c e r n e n t  e n  p a r t i -  

c u l i e r ,  l a  c o n s t a n c e  d e s  s i t e s  de  f i x a t i o n  d e s  c h a î n e s  

g l y c a n n i q u e s  s u r  l a  c h a î n e  p o l y p e p t i d i q u e  (Torano  

e t  aL.  , 1977 e t  Debciire e t  Putnam, 1982)  e t  l a  l i m i -  

t a t i o n  d e s  p o i n t s  d ' a t t a q u e  p a r  l e s  enzymes p r o t é o -  

l y t i q u e s .  Une d é f i n i t i o n  un peu p l u s  l a r g e  p e u t  donc 

ê t r e  donnée  d ' u n  domaine : il s ' a g i t  d ' u n e  s t r u c t u r e  

g l o b u l a i r e  compacte  c o n s t i t u é e  d ' u n e  s e u l e  r é g i o n  

homologue ( segmen t  d ' e n v i r o n  110 a c i d e s  a m i n é s ) ,  s t a -  

b i l i s é e  p a r  un p o n t  d i s u l f u r e  e t  p o s s é d a n t  s a  p r o p r e  

c o n f o r m a t i o n .  

Le nombre de domaines  e s t  de  2 ( v L  e t  CL) pour  

l e s  c h a î n e s  l é g è r e s  de  typeX O U K  ; il e s t  de  4 p o u r  

l e s  c h a î n e s  l o u r d e s y , a  e t  6 ( v H ,  CHI ,  C 2 ,  CH3) e t  de  5 
H 

pour  l e s  c h a î n e s  1-i ( +  C 4 )  (Putnam e t  aL., 1973)  e t  l e s  
1-i 

c h a î n e s c ( +  C 4 )   e en ni ch e t  a 1 . , 1 9 7 4 ) .  
E 

3 - S t r u c t u r e  d ' u n  domaine : La s t r u c t u r e  d ' u n  

domaine a  é t é  é t a b l i e  p a r  P o l j a k  e t  aL.  ( 1 9 7 3 )  p o u r  

une IgG1. I l  occupe  l e  volume d ' u n  p a r a l l é l é p i p è d e  d ' e n -  
O 

v i r o n  40 x 25 x 2 5  A ;  il comprend deux f e u i l l e t s  p a r a l -  

l è l e s  c o n s t i t u é s  chacun  d e  segmen t s  p e p t i d i q u e s  a n t i -  

p a r a l l è l e s  de  s t r u c t u r e  p l i s s é e ,  r e l i é s  e n t r e  e u x  p a r  

d e s  s e g m e n t s  v a r i a b l e s  de  s t r u c t u r e  p l u s  ou moins o r g a -  

n i s é e  ! ~ i g ; . l l  , p .  4 4  ) .  L e s  deux  p l a n s  a i n s i  f o r m é s  s o n t  

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

une zone  i n t é r i e u r e  hydrophobe .  La c o n t i n u i t é  e n t r e  deux 

domaines  s u r  l a  même c h a î n e  e s t  a s s u r é e  p a r  d e s  f r a g m e n t s  

p e p t i d i q u e s  i n o r g a n i s é s .  L o r s q u ' i l s  s o n t  f i x é s  a u  n i v e a u  





d'un domaine, les glycannes, du fait de leur hydro- 

philie, sont situés à l'extérieur de la zone délimi- 

tée par le domaine. 

Plusieurs domaines équivalents, comparés dans 

des Ig différentes, ont révélé des similitudes struc- 

turales (Padlan et Davies, 1975; Colmanec aL. , 1976). 
Prenant en considération ces observations et les 

résultats des analyses séquentielles d'acides aminés 

exposés précédemment, une conservation importante 

des structures tridimensionnelles des domaines est 

observée au cours de llEvolution, même dans les par- 

ties variables de la molécule. Par contre, une certaine 

diversité apparaît dans l'arrangement des différents 

domaines dans l'espace moléculaire. 

B - CONFORbMTION DES I G M  

Les premières études conformationnelles des 

Ig sont dues à la complémentarité des méthodes chimi- 

ques (détermination de séquences, marquage par af- 

finité) et des méthodes physiques (microscopie élec- 

tronique, dispersion optique rotatoire et dichroïsme 

circulaire). Ce n'est cependant que depuis quelques 

années que la technique d'analyse cristallographique 

par diffraction des rayons X,et encore plus récemment 

la résonance magnétique nucléaire ( R M N )  à deux dimen- 

sions, ont permis d'obtenir des modèles de structure 

atomique tridimensionnelle,représentatifs des immuno- 

globulines. 

1 - Structure quaternaire d'une sous-unité 
d'imrnunoglobul~ne : Les premiers travaux 

ont été effectués sur les fragments résultant de pro- 

téolyses enzymatiques et principallement le fragment 

Fab (Poljak et aL., 19761. Une même structure globale 



a  é t é  r e t e n u e  a p r è s  l ' examen  d e  f r a g m e n t s  p rovenan t  

d e  p l u s i e u r s  c l a s s e s  d l I g ,  c ' e s t  à d i r e  un a r r a n g e -  

ment t é t r a é d r i q u e  d e  s o u s - u n i t é s  homologues l i é e s  

cova len temen t  en p a i r e s  ( V  à C L  e t  VH à CHI)  p a r  
L 

une  zone l i n é a i r e  é t i r é e  a p p e l é e  " s w i t c h  r e g i o n " .  

Mais c ' e s t  s u r t o u t  g r â c e  à l a  p o s s i b i l i t é  d ' é t u -  

d i e r  l a  molécu le  i n t a c t e  que d e s  p r o g r è s  o n t  é t é  

r é a l i s é s ,  e n  p a r t i c u l i e r  pour  l a  molécu le  d l I g G  

p a r c e  q u ' e l l e  e s t  l a  p l u s  s i m p l e  e t  p e u t  ê t r e  c o n s i -  

d é r é e  comme l a  s o u s - u n i t é  de  b a s e .  E l l e  a p p a r a î t  comme 

une  s t r u c t u r e  compacte  avec peu de  l i b e r t é  i n t r a m o l é -  

c u l a i r e  d e  r o t a t i o n  : l a  f l e x i b i l i t é  e s t  l i m i t é e  à 

l a  zone c h a r n i è r e  e n t r e  l e s  f r a g m e n t s  Fab e t  l e  f r a g -  

ment Fc, a v e c  une a m p l i t u d e  de  113 à 170°  ( S i l v e r t o n  

e t  a l .  , 1977) pour  l ' a n g l e  formé e n t r e  l e s  deux 

f r agment s  Fab ( c o r r e s p o n d a n t  aux fo rmes  r e s p e c t i v e s  

e n  "Y" e t  e n  "T") e t  aux zones  i n t e r d o m a i n e s  r e spon-  

s a b l e s  d e s  i n t e r a c t i o n s  e n t r e  l e s  domaines .  D 'une  

c h a î n e  à l ' a u t r e ,  l e s  domaines s o n t  a p p a r i é s  ( s a u f  l e s  

domaines C H 2 )  ( F i g .  12a ; p . 4 7  ) g r â c e  à d e s  l i a i s o n s  

non c o v a l e n t e s .  Ce s o n t  l e s  i n t e r a c t i o n s  l a t é r a l e s  q u i  

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

n a l e s  r é d u i t e s  a s s u r e n t  à l a  molécule  un  "minimum de 

d é s o r d r e "  (Huber et aL., 1 9 7 6 ) .  

Les s u c r e s  j o u e n t  un r ô l e  c e n t r a l  dans  l a  c o n f o r -  

mat ion  d e s  I g  ( F i g .  12 b  ; p .  47 ) : i l s  é t , a b l i s s e n t  

un c o n t a c t  p r i n c i p a l  avec e t  e n t r e  l e s  domaines C 2 e t  
H 

i n t e r v i e n n e n t  dans l ' i n t e r a c t i o n  e n t r e  f r a g m e n t s  Fc e t  

Fab en empêchant à l e u r  i n t e r f a c e  un c o n t a c t  d i r e c t  

e n t r e  l e s  domaines CHI e t  C H 2 .  Des é t u d e s  r é c e n t e s  com- 

b i n a n t  l a  d i f f r a c t i o n  aux r a y o n s  X (Warin e t  aL., 1 9 7 9 ) ,  

l a  RMN à d o u b l e  d imens ion   r riss on e t  C a r v e r ,  1 9 8 3 a )  

e t  l e s  c a l c u l s  exo-anomériques s e l o n  l e  modèle d e  l a  

s p h è r e  compacte ( B O &  e t  a L .  , 19821, o n t  montré  q u e - l e s  

g l y c a n n e s  a d o p t a i e n t  d e s  c o n f o r m a t i o n s  p r é f é r e n t i e l -  
-.-- .. .. - l e s  en s o l u t i o n .  C e s  c o n f o r m a t i o n s  dépendent  d e  l ' o r i e n -  

. - - . - - . 

t a t i o n  d e s  a n t e n n e s  (Montreuil,l980a,b;l982; 1983 a , 6 ,  ) 
-- .- 



F c g u a e  720: AodèLe pnopo4é pan fianquant e t  De ioenhotea  

( 79821 poux l a  oou4- u n i t é  de  ba4e d ' u n e  395 

t i g u ~ e  726  : modèle p n o p o ~ é  pan S i l v e n t o n  e t  ad.  179771 

poux 4'5'95 Dob 

- c h a î n e  l u u a d e ~ :  e n  b l a n c  e t  p z c d  f o n c é ;  



par rapport'au trisaccharide terminal Man(~1-4) 

~lcN~c(~1-4)~lcNAc qui est plan et rigide. La 

rigidité des antennes liées en a-1,3, postulée 

depuis 1975 (Montreuil), a été démontrée expérimen- 

talement ( ~ a r i n  et aL.  , '1979; Homans et a L .  , 1982; 
Rademacher et a L .  , 1983); Warin et a L .  ont montré 

par diffraction aux rayons X que le résidu Man a-1,3 

est disposé perpendiculairement au plan formé par le 

trisaccharide (Warin et a L .  , 1979). La flexibilité 
du glycanne revient donc entièrement à la possibilité 

de rotation dans l'espace de l'antenne liée en a-1,6 

(~avoust et a L .  , 1981). Fondées sur ces observations, 

trois conformations principales ont été obtenues (in- 

terconvertibles en solution selon Douy et a L .  , 1980) 
en créant toutes les liaisons hydrogène possibles ther- 

modynamiquement à partir d'un modèle moléculaire de 

base : celui du glycanne biantenné de la séro-transfer- 

rine humaine. Il s'agit des conformations en Y (Montreuil, 

1975) , en T  o on treuil et aL . ,  1978) et en "oiseau" 

(Montreiil, 1980 b). Sur la base de cette dernière 

structure tridimensionnelle, la construction d'un modèle 

moléculaire pour un glycanne tetraantenné a été proposée 

et qualifiée de conformation en "ombrelle!' par Montreuil 

(1980 b). Selon ce modèle, les quatre antennes sont dis- 

posées perpendiculairement à un même plan, mais paral- 

lèlement à la surface protéique. Cette hypothèse a été 

confirmée, depuis, par les travaux de Bock et a L .  (1982) 

et ceux de Li et a L .  (1983) sur l'a l-glycoprotéinr 

acide. 

Récemment, Carver (communication personnelle) a 

proposé la conformation en "oiseau blessé" pour rendre 

compte de la structure biantennée contenant 1 N-acétyl- 

glucosamine f'intercalaire" liée en 6 -1,4 sur le mannose 

3 du noyau pentasaccharidique. La présence de ce résidu - - 
supplémentaire de N-acétylglucosamine entraînerait une 



re tombée  d.e 1 ' a n t e n n e  l i é e  en  a - 1 , 6  l e  l o n g  du 

t r i s a c c h a r i d e  t e r m i n a l .  

Les modèles  d é c r i t s  p e r m e t t e n t  d e  p r é c i s e r ,  

p a r  compara i son  d e  l a  t a i l l e  e t  de  l a  s u r f a c e  d e s  

g l y c a n n e s  à c e l l e s  de  l a  p r o t é i n e ,  que  l e s  u n i t é s  

l a c t o s a m i n i q u e s  s o n t  t r è s  é t a l é e s  e t  l a r g e m e n t  ré- 

pandues  d a n s  l ' e s p a c e  de  f a ç o n  à r e c o u v r i r  l a  p r o -  

t é i n e   o on treuil, 1983 a ) ;  e l l e s  ne  p r é s e n t e n t  aucune  

i n t e r a c t i o n .  

2 - S t r u c t u r e  q u a t e r n a c r e  d ' u n e  lgM : Les 

IgM p o s s è d e n t  un domaine s u p p l é m e n t a i r e  C 4 ;  l e  do- L' 
maine C 3 c o r r e s p o n d r a i t  au domaine 52 d e s  IgG e t  

Fi 
l e  domaine C 2 n ' a y a n t  p a s  d ' é q u i v a l e n t  chez  l e s  IgG 

1-i 
s e r a i t  r emplacé  p a r  l a  zone c h a r n i è r e  q u i  e s t  en  e f -  

f e t  t r è s  d é v e l o p p é e  c h e z  l e s  IgG e t  l e s  I g 4  q u i  ne  

p o s s è d e n t  que t r o i s  domaines  d a n s  l a  r é g i o n  c o n s t a n c e .  

Dans l e  c a s  d e s  I g M ,  c e  s o n t  donc l e s  domaines  C 3 
II 

q u i  n ' o n t  aucun c o n t a c t  e n t r e  e u x .  Grâce  à l ' é t u d e  

c r i s t a l l o g r a p h i q u e  p a r  d i f f r a c t i o n  aux  RX,  e t  en  

s ' i n s p i r a n t  du modèle  é t a b l i  p a s  D e i s e n h o f e r  e t  al,. 

( 1 9 7 6 ) ,  F e i n s t e i n  e t  aL. ( 1 9 7 6 )  o n t  p r o p o s é  un modèle 

pour  l e s  IgM : l e s  domaines  C 4 f o r m e n t  un anneau  cen-  
Fi 

t r a l  compact e t  symétrique ( ~ i g . 1 3 a ;  p .  5 0  ) .  En 1 9 8 0 ,  

Wilhelm e t  a L .  o n t  o b t e n u  p.sr l a  m ê m e  t e c h n i q u e ,  pour  

1 ' I g M  monoclona le  Ga1 e n  s o l u t i o n ,  un niodèle é t o i l é  

( ~ i g . 1 3 b ;  p .  5 0  ) ;  il s ' a g i t  d ' u n c o r p s  géomét r ique  : 

l e s  b r a s  Fab d e s  c i n q  mcnomères s o n t  a r r a n g é s  r é g u l i è -  

remenL aux  c o i n s  ci'uri dodécagone r e g u l i e r .  Ces deux 

modèles  se  r e s semble r i t  e t  c o n f i r m e n t  l e s  images o b t e n u e s  

en  m i c r o s c o p i e  é l e c t r o i l i q u e  ( ~ h e l t o n  e t  Smi th ,  1970;  

F e i n s t e i n  e t  a L .  , 1 9 7 1 ) .  

La f l e x i b i l i t é  de  l a  mo lécu le  d l I g M  e s t  t r è s  d i f -  

f i c i l e  à é v a l u e r ,  ma i s  l e  f a i t  que de  f a i b l e s  changements  

d a n s  l a  c o n f o r m a t i o n  d e s  f r a g m e n t s  Fab s o i e n t  s e n s i b l e s  

s u r  l e s  c o u r b e s  de  d i s p e r s i o n  de  d e n s i t é  é l e c t r o n i q u e ,  
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prouve  q u ' i l  y a  d e s  o r i e n t a t i o n s  p r é f é r e n t i e l l e s  

d e s  f r a g m e n t s  Fab .  Zagyansky (1975)  a  o b s e r v é  une  

a u g m e n t a t i o n  d e  l a  f l e x i b i l i t é  d e s  Ig  a u  c o u r s  d e  

l f E v o l u t i o n  d e s  e s p è c e s .  11 a  émis  l ' h y p o t h è s e  q u e ,  

e n  vue  d e  l a  s u r v i e  d e s  e s p è c e s ,  une  s é l e c t i o n  pou- 

v a i t  s e  f a i r e  a u  c o u r s  d e  1 ' E v o l u t i o n  m o l é c u l a i r e ;  

l ' a u g m e n t a t i o n  de  l a  f l e x i b i l i t é  d e s  I g ,  f a c i l i t a n t  

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

f é r e n t s  a n t i g è n e s ,  e n  s e r a i t  un exemple .  

C - LOCALISATION DES GLYCANNES DANS LES IMMGNO- 
GLOBULINES 

La f i g u r e 1 4  ; p .  5 2  , s e l o n  Torano  e t  ai.. 

( 1 9 7 7 )  e t  D e b u i r e  e t  Putnam ( 1 9 8 2 ) ,  r a p p o r t e  q u ' a u  

c o u r s  d e  l ' é v o l u t i o n  d e s  e s p è c e s ,  il y  a  e u  à l a  f o i s  

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

g l y c a n n e s , e t  c o n s e r v a t i o n  d e s  s i t e s  de  f i x a t i o n  d e  

c e s  u n i t é s  o l i g o s a c c h a r i d i q u e s  ( 7  p o s i t i o n s  dénombrées  

p a r  To rano )  s u r  l e s  c h a î n e s  p e p t i d i q u e s  l o u r d e s :  

- c o n s e r v a t i o n  e n t r e  c l a s s e s  d l I g  : b i e n  que  l e s  I g  

humaines  d i f f è r e n t  p a r  l e  nombre e t  l a  n a t u r e  d e  l e u r s  

g l y c a n n e s ,  l e s  s i t e s  de  f i x a t i o n  s o n t  s o u v e n t  homolo- 

g u e s  ; 

- c o n s e r v a t i o n  e n t r e  e s p è c e s  a n i m a l e s  ( c f .  p a r a g r a p h e  

p r é c é d e n t ) :  Ba rke r  e t  Dayhoff ( 1 9 8 0 )  e x p l i q u e n t  c e s  

homolog ie s  p a r  une o r i g i n e  a n c e s t r a l e  commune d e s  c h a î -  

nes  K .  Un gène  commun a u r a i t  s u b i t  a u  c o u r s  de  l l E v o -  

l u t i o n  t r o i s  phénomènes d e  d u p l i c a t i o n  i n d é p e n d a n t s ,  

donnan t  n a i s s a n c e  aux  q u a t r e  doma ines .  Les c h a î n e s  

l e s  p l u s  c o u r t e s  y e t a  a u r a i e n t  p e r d u  l e  segment  gé -  

nomique c o r r e s p o n d a n t  au  s e c o n d  domaine.  

I V  - CONCLUSIONS 

Les immunog lobu l ines ,  d e  p a r  l e u r  t a i l l e  impor-  

t a n t e ,  ( P M  a p p r o c h a n t  l e  m i l l i o n  pour  l e s  1gM) p r é s e n t e n t  
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une grande hétérogénéité structurale. Paradoxalement, 

cette complexité n'est qu'apparente car au cours de 

llEvolution, un certain nombre d'homologies ont été ' 

conservées entre espèces à l'intérieur d'une même 

classe dlIg, mais aussi entre classes dtIg, concer- 

nant : 

- la partie protéique : c'est la notion de domaines 

et la quasi constance du "séquon" correspondant au 

site de fixation des glycannes; 

- la partie glycannique : c'est la limitation du 

nombre de structures différentes et surtout l'inva- 

riabilité de la séquence glycannique du point d'at- 

tache sur la chaîne polypeptidique. 

Une dualité remarquable est attribuable aux deux 

composantes de la molécule dfIg : 

- pour la partie protéique, une partie variable N- 
terminale et une partie constante C-terminale; 

- pour la fraction glycosylée, une partie constante 
près du point d'attache et une partie variable à la 

périphérie des chaînes oligosaccharidiques. 

Toutes ces observations structurales contribuent 

à une meilleure compréhension des étapes de la synthèse, 

elle aussi très complexe, de ces molécules. La présence 

de nombreuses ho!noiogies permet d'envisager la mise 

en oeuvre de mécanismes bi~syn~hétiques communs ainsi 

que l'exercice de fonctions biologiques semblables. 



CHAPITRE III : BIOSYNTHESE DES IMMUNOGLOBULINES M 

Du fait de leur dualité de nature, protéique 

et glucidique, les immunoglobulines sont synthétisées 

en 2 étapes principales : 

- la première concerne l'élaboration des chaînes 
polypeptidiques, 

- la deuxième constitue la phase de glycosylation 
des chaînes; les oligosaccharides fixés en des sites 

définis ne peuvent, en effet, être synthétisés qu'ul- 

térieurement. 

1 - BIOSYNTHESE DES CHAINES POLYPEPTIDIQUES 

Elle consiste en un déchiffrage du code génétique 

contenu dans une séquence génômique et comprend les 

3 étapes interdépendantes de réplication, transcrip-. 
tion et traduction. 

A - DUALITE V ET C : ORGANISATION MOLECULAIRE DES 

GENES 

Qu'aucune homologie de structure n'ait été ob- 

servée entre les régions V et C implique qu'elles sont 

codées par 2 gènes différents. Il' y a une dizaine d'an2 

nées, quand les études structurales commençaient à se 

développer, les immunologistes pensaient que la diversité 

structurale observée pour les anticorps se traduisait 

au niveau génsmique par la présence d'une multitude de 

gènes adjacents codant pour les parties V et C. Cela 

rendait d=fficilement cpmpte de la constance de la partie 



C p a r  r a p p o r t  à l a  v a r i a b i l i t é  d e  l a  p a r t i e  V .  En 1965 ,  

Dreye r  e t  B e n n e t t  o n t  é m i s  l ' h y p o t h è s e  que  l e s  r é g i o n s  

V e t  C é t a i e n t  c o d é e s  s é p a r é m e n t ,  q u ' i l  y a v a i t  p l u -  

s i e u r s  g è n e s  p o u r  l a  r é g i o n  v a r i a b l e  e t  un s e u l  pour  

l a  r é g i o n  C ,  c e l u i - c i  pouvan t  s ' a s s o c i e r  à n ' i m p o r t e  

l e q u e l  d e s  g è n e s  c o d a n t  pour  l a  r é g i o n  V .  En 1976 ,  

g r â c e  à l ' e s s o r  d e s  t e c h n i q u e s  d ' é t u d e s  s é q u e n t i e l l e s  

d e  l'ADN ( h y b r i d a t i o n  e t  u t i l i s a t i o n  d e s  e n d o n u c l é a s e s  

d e  r e s t r i c t i o n ) , H o 7 u m i  e t  Tonegawa o n t  c o n f i r m é  l ' h y p o -  

t h è s e  d e  Dreye r -Benne t t  e t  o n t  p rouvé  que  l e s  2 zones  

V e t  C é t a i e n t  c o d é e s  p a r  2 g è n e s  d i f f é r e n t s  c o r r e s -  

pondan t  à d e s  f r a g m e n t s  d'ADN d i s t a n t s  d a n s  l e s  c e l -  

l u l e s  e m b r y o n n a i r e s .  Ces f r a g m e n t s  s o n t  a s s o c i é s  a u  

c o u r s  d e  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  c e l l u l a i r e  d e s  l ymphocy te s  

B p a r  une s é r i e  de  r e c o m b i n a i s o n s  s p é c i f i q u e s  p r o d u i -  

s a n t  une  u n i t é  de  t r a n s c r i p t i o n .  

B - RECOMBINAISON SOMATIQLYE : FORMATION DL! SENE 

ACTIF V-C ( v o i r  l a  r e v u e  g é n é r a l e  de  R a b b i t t s ,  

1983)  

Le p r e m i e r  modèle  d ' o r g a n i s a t i o n  a v a n t  e t  a p r è s  

l ' e x p r e s s i o n  d ' u n  l o c u s  c o d a n t  pour  l a  c h a î n e  A d e  S o u r i s ,  

a  é t é  donné e n  1978 p a r B r a c h e t  aL. ( F i g . 1 5  ; p . S b  1 .  
C ' e s t  l e  modèle  l e  p l u s  s i m p l e ,  mais  a d a p t a b l e  aux  l o c i  

p l u s  complexes  q u i  n ' e n  d i f f è r e n t  que d a n s  l e  d é t a i l .  

Des s é q u e n c e s - s i g n a l  i n h é r e n t e s  à c e  modèle  s o n t  l e s  

s u b s t r a t s  d e s  enzymes m é d i a t e u r s  d e  l ' e x p r e s s i o n  du gén$me 

e t  s o n t  d é c h i f f r é e s  d a n s  un o r d r e  b i e n  d é f i n i .  

1 - AssembLage V - J  

a - Pour les chaînes légères. La r é g i o n  

v a r i a b l e  d ' u n e  c h a i n e  L comprend 108 a c i d e s  a m i n é s ,  o r  

l e s  s é q u e n c e s  d'ADN é t u d i é e s ,  c o d a n t  c e t t e  r é g i o n ,  c o r -  

r e s p o n d e n t  à l a  t r a d u c t i o n  d e s  95 p r e m i e r s  r é s i d u s .  En 
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1979,  Sakano e t  a L .  o n t  d é c o u v e r t  l e  segment  d'ADN 

c o d a n t  p o u r  l e  r e s t e  d e  l a  p a r t i e  V (96-108)  e n  é t u -  

d i a n t  l ' o r g a n i s a t i o n  du génôme d ' u n e  c h a î n e  K de  

S o u r i s .  Ils l ' o n t  d é s i g n é  segment  J e t  o n t  démont ré  

que l a  j o n c t i o n  e n t r e  l e s  s egmen t s  V e t  J ( r é s u l t a t  

d ' u n e  r e c o m b i n a i s o n  e t  de  l ' e x c i s i o n  d ' u n  f r a g m e n t  

d'ADN) c o n s t i t u a i t  l e  s i g n a l  n é c e s s a i r e  à l ' a s s o -  

c i a t i o n  V - C .  

b - P o u r  l e s  c h a î n e s  l o u r d e s .  Le même 

phénomène e s t  o b s e r v é  pour  l e s  c h a î n e s  l o u r d e s  avec  

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

l e  gène  D ( E a r l y  et Q L .  , 1980)  q u i  code  l a  zone 

c o r r e s p o n d a n t  à l a  t r o i s i è m e  r é g i o n  h y p e r v a r i a b l e  

( r é s i d u s  102 à 1 0 6 ) .  La s é q u e n c e  1-101 c o r r e s p o n d  

à l a  t r a d u c t i o n  du gène  V e t  l a  zone  107-123 à c e l -  

l e  du g è n e  J .  

2 - AssembLage V - C  = g è n e  a c t i f  : L f a s s e m -  

b l a g e  t e r m i n a l  V-C c o n s t i t u a n t  l ' u n i t é  a c t i v e  d e  

t r a n s c r i p t i o n  i m p l i q u e  d e  nombreux phénomènes de  r e -  

c o m b i n a i s o n s .  Dans l e  c a s  d e s  c h a î n e s  l o u r d e s ,  l e  p ro -  

c e s s u s  se  compl ique  au  n i v e a u  du c h o i x  de l a  c l a s s e  

s y n t h é t i s é e  ( ~ i g . 1 6  ; p . 5 6  ) .  Une s é q u e n c e  s i g n a l  S  

s e r a i t  i m p l i q u é e ,  p r o v o q u a n t ,  dans  une  é t a p e  f i n a l e  

d e  m a t u r a t i o n  du lymphocy te ,  une o r i e n t a t i o n  d e  l a  

s y n t h è s e  v e r s  l e s  c h a î n e s y  , a  ou E aux  dépens  d e  l a  

c h a î n e  )1 q u i  e s t  exp r imée  i n i t i a l e m e n t .  Ces s i g n a u x  

S s e r a i e n t  c o n s t i t u é s  p a r  d e s  s é q u e n c e s  de  b a s e s  r é -  

p é t i t i v e s  ( ~ a t a o k a  e t  aL., 1 9 8 0 ) .  

C - DIVERSITE DZS STRUCTCRES ET R E G U L A T I G N  DE LA 

BIOSYNTHESE 

1 - D i v e r s i t é  d e s  s t r u c t u r e s  : E l l e  s ' e x p l i q u e  

p a r  l e s  nombreuses  p o s s i b i l i t é s  de  r e c o m b i n a i s o n s  e n t r e  

l e s  g è n e s  d e  s t r u c t u r e  pou r  c o n s t i t u e r  l ' u n i t é  d e  t r a n s -  

c r i p t i o n .  ün exemple e s t  donné ( ~ i g .  17 ; p .  58 ) d e  
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l ' u n i t é  c o d a n t  pour  u n e  c h a î n e  L ( ~ ) ; i l  y  a  p o s s i b i l i t é  

d e  c h o i x  d ' u n  segment  V parmi  300 à 1000 a u t r e s  d a n s  

l e  génôme e m b r y o n n a i r e ,  e t  d ' u n  segment  J pa rmi  4 

!1 é t a n t  i n a c t i f ) ,  c e  q u i  donne l i e u  à d e  nombreuses  

c o m b i n a i s o n s  V - J  p o s s i b l e s  pour  s ' a s s o c i e r  e n s u i t e  

à l ' u n i q u e  segment  C .  Dans l e  c a s  d ' u n e  c h a î n e  H ,  

l a  d i v e r s i t é  e s t  augmentée ( ~ i ~ .  16 ; p .  56 1 : 

- p o u r  l e  segment  V - J  : p a r  l ' i n s e r t i o n  n é c e s s a i r e  d ' u n  H ' H  ..................... 
segmentD c h o i s i  pa rmi  deux  s é -  

q u e n c e s  p o s s i b l e s .  

- p o u r  l e  segment  C : p a r  l e  c h o i x  d ' u n  gène  s t r u c t u r a l  H ------------------ 
parmi  h u i t  a u t r e s  c o r r e s p o n d a n t  

aux c l a s s e s  e t  s o u s - c l a s s e s  d l I g  

( ~ a w t o n  e t  aL . ,  1 9 7 5 ) .  

2 - RéguLat ion d e  La b i o s y n t h è s e  : Un exemple  

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

e n  é v i d e n c e  p a r  S i n g e r  e t  aL.  (1980)  ; il s ' a g i t  du 

c o n t r ô l e  de  l a  s y n t h è s e  d e s  cha îx ies  p é v o l u a n t  v e r s  

une  IgM de membrane ( p  ) ou v e r s  une I g M  s é c r é t é e  m 
( p  s )  a u  c o u r s  de  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  d e s  l ymphocy te s  

B ,  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d e  2 ARN m e s s a g e r s  s p é c i f i q u e s  

d e  chaque  f o r m e ,  C p  é t a n t  commun. Rogers  et Q L .  ( 1 9 8 0 )  

o n t  mon t r é  e n  e f f e t  que  l e s  2 f o r m e s p  e t p  s ,  b i e n  que 
m 

s e m b l a b l e s  d a n s  l e u r  p a r t i e  N - t e r m i n a l e ,  d i f f é r a i e n t  

p a r  l a  n a t u r e  d ' u n  f r a g m e n t  p e p t i d i q u e  d e  queue  du  c ô t é  

C - t e r m i n a l ,  t r a d u i t  a p r è s  l e  gène  s t r u c t u r a l  c o r r e s p o n -  

d a n t  au  domaine C 4 ( r i g . 1 8 a  ; p .  6 0  ) ,  
1-i 

- p s  
c o n t i e n t  un f r a g m e n t  t e r m i n a l  de  20 r é s i d u s  d ' a c i d e s  

aminés  ( ~ e h r y  e t  aL .  , 19791,  h y d r o p h i l e  e t  donnan t  à 

1 ' I g M  s é c r é t é e  s o n  c a r a c t è r e  d e  p r o t é i n e  g l o b u l a i r e  

h y d r o p h i l e .  P c o n t i e n t  e n  o u t r e  une c h a î n e  g l y c a n n i q u e  
S 

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

mine 5 6 3 .  

- 
Fi m cont ien- t ;  un p e p t i d e  31 de  41 r é s i d u s  ( K e h r y e t  a L . ,  

1 9 8 0 ) ,  d i v i s é  e n  3 r é g i o n s  : 1 f r a g m e n t  e x t e r n e  de  l a r é s i d u s  



Cp4 F r a g m e n t  t e r m i n a l  C ( p s )  

Cp4 S e g m e n t  M ( p m )  
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t i d u a c  78 : Stauctune p e p t i d i q u e  du degrnent l m /  membaanaine 

C - t e m i n a l  d'une ?prilm/ r e l o n  Xelrry e t  a l . ,  1980) 

I A l  - C o m p a a a i ~ o n  de4 4éguence4 p e p t i d i g u e ~  de4 

regment4  C- leaminaux  de4 c h a î n e 4  3 / 2 0  n é r i d u 4  l 

e t  Pm( 4 1 a é 4 i d u o  I ; 

( C H O )  : 4 i t e  d ' a t t a c h e m e n t  d e  La c h a î n e  g l y c a n -  

n i q u e ;  

Le.4 a é 4 i d u 4 .  d ' a c i d e 4  aminé4 o o n t  d é 4 i g n é 4  paa 

Le4 l e t t a e 4  cosae4pondant  à la nomenc la tuae  

~ n t e / r n a t i o n a l e ,  4 e l o n  Dagho[ {  1 7 9 7 6  1 .  

- -- - i B I - C o n / ~ ~ ~ u n a t i u n  p o 4 4 ~ U f e  du  4egment A QU n i -  

- - - - - - - - - - .  veau d e  La- membaane p4a4mcquelLeo / r éh iduo  hg- 

.- - . - . - daophoDe4 4 o n t  nuppo4é4 t a a v e a 4 e a  l a  membnane 

4 e l o n  une  c o n [ i p u / r a t . i u n  en h é l i c e  4). 



c h a r g é s  n é g a t i v e m e n t ,  1 f r a g m e n t  i n t e r n e  de  2 6  

r é s i d u s ,  n e u t r e ,  avec  un qoyau c e n t r a l  hydrophobe  

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

c h a r g é s  p o s i t i v e m e n t  (Gly-Lys-Lys)  e t  a n c r é  à l ' i n -  

t é r i e u r  du c y t o p l a s m e  ( ~ i g . 1 8 b  ; p.60 ) .  C e  segment  

M n e  c o n t i e n t  p a s  l e  t r i p l e t  a c c e p t e u r  de  g l y c a n n e ;  

il p o s s è d e  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d ' u n  p e p t i d e  t r a n s -  

membrana i re  d o n t  un exemple e s t  donné p a r  l a  g l y c o -  

p h o r i n e ,  g l y c o p r o t é i n e  membrana i re  du g l o b u l e  r o u g e  

( ~ o m i t a  e t  M a r c h e s i ,  1 9 7 5 ) .  

Le même mécanisme d e  c o n t r ô l e  s e m b l e r a i t  i n v o q u é  

pou r  l e s  Ig  membrana i r e s  ( I ~ M  e t  I ~ D )  e t  s é c r é t é e s  

d e s  d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  ( ~ u s h l e y  e t  a L .  , 1 9 8 2 ) ;  

il p o u r r a i t  a u s s i  r e n d r e  compte d e  l ' o r i e n t a t i o n  

d ' u n e  c e l l u l e  v e r s  l a  s y n t h è s e  d ' u n e  c l a s s e  p l u t ô t  

q u ' u n e  a u t r e .  

En c o n c l u s i o n ,  l e  s y s t è m e  immun, a f i n  de  p r o d u i r e  

l a  d i v e r s i t é  d e  r é p o n s e  à une s t i m u l a t i o n  a n t i g é n i q u e ,  

a g i t  à deux n i v e a u x  : 

- a u  n i v e a u  d e  l ' A D N ,  p a r  une m u l t i t u d e  d e  recombi-  

n a i s o n s  e n t r e  g è n e s  s @ r u c t u r a u x ;  

- a u  n i v e a u  d e  l ' A R N m ,  p a r  une s é l e c t i o n  e n t r e  d i f -  

f é r e n t e s  p o s s i b i l i t é s  d ' e x p r e s s i o n .  

D - LOCALISATION DE LA SYNTHESE DES CHAINES POLY- 
PEPTIDIQUES 

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

p a r  l e s  po lysomes  l i é s  aux  membranes du r e t i c u l u m  endo-  

p l a s m i q u e  r u g u e u x  ( R E R ) .  La c h a î n e  p e p t i d i q u e  en  c r o i s -  

s a n c e  t r a v e r s e  l a  b i c o u c h e  l i p i d i q u e  membrana i re  pou r  a t -  

t e i n d r e  l a  l u m i è r e  du r e t i c u l u m  endop la smique  où un d é b u t  

de  g l y c o s y l a t i o n  e s t  o b s e r v é .  



II - BIOSYNTHESE DES CHAINES OLIGOSACCHARIDIQLrES 

C o n t r a i r e m e n t  à . l a  s y n t h è s e  p r o t é i q u e ,  l ' a s s e m -  

b l a g e  d e s  s t r u c t u r e s  o l i g o s a c c h a r i d i q u e s  n e  dépend  pas  

de  l a  t r a d u c t i o n  d i r e c t e  d ' u n e  i n f o r m a t i o n  c o n t e n u e  

d a n s  l e  génôme de  l a  c e l l u l e ;  il p r o c è d e  p a r  a d d i t i o n  

s é q u e n t i e l l e  d e s  m o n o s a c c h a r i d e s  s o u s  l a  dépendance  

d ' u n  sys t ème  enzyma t ique  t r è s  complexe .  

REACTION ENZYMATIQUE DE BASE 

Q u e l l e  que s o i t  l ' é t a p e  d e  g l y c o s y l a t i o n  conce r -  

n é e ,  e l l e  é v o l u e  s e l o n  l e  schéma s u i \ . a n t  : 

Glycosyltransférase 

1 Accepteur + glycosyl-nucléot ide--+ accepteur glycosy l é  + nucléotide 

Les  p a r t e n a i r e s  de  l a  r é a c t i o n  s o n t  l e s  s u i v a n t s  : 

1 - Les ~ ~ L y c o s y L t r a n s f é r a s e s  : Ce s o n t  d e s  en-  

zymes i n t r a c e l l u l a i r e s ,  e n  g é n é r a l  i n t é g r é s  aux  mernbra- 

n e s  d a n s  un o r d r e  d é f i n i ,  comparab l e  aux  enzymes de  l a  

c h a î n e  r e s p i r a t o i r e  d e s  m i t o c h o n d r i e s ,  a f i n  d ' a g i r  s équen -  

t i e l l e m e n t .  C ' e s t  c e  q u i  e x p l i q u e  l e  t e r m e  d e  " m u l t i -  

t r a n s f é r a s e "  (YGT-system) donné  p a r  Roseman ( 1 9 7 0 )  à c e  

s y s t è m e  enzyma t ique .  L e s  g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s  s o n t  spé -  

c i f i q u e s  v i s  à v i s  d u  s u c r e  p r é c u r s e u r  e t  du r é s i d u  g l y -  

c o s y l ,  s i t u é  à l a  p a r t i e  t e r m i n a l e  non r é d u c t r i c e  de 

l ' a c c e p t e u r ,  avec l e q u e l  une l i a i s o n  c o v a l e n t e  d o i t  ê t r e  

fo rmée  ( v o i r  l a  r e v u e  d e  S c h a c h t e r  e t  Roseman, 1 9 8 0 ) .  

2 - donneu r  : L e s  m o n o s a c c h a r i d e s  s o n t  a c t i -  

vSs  p a r  une l i a i s o n  à un n u c l é o t i d e  mono- ou d i p h o s p h a t e  

s o u s  forme d e  g l y c o s y l n u c l é o t i d e  ( e x  : G D P -  a -mannose, 

UDP-  B - g a l a c t o s e ,  CMP-CI - a c i d e  N - a ~ é t y l n e u r a m i n i ~ u e )  ou 

à un l i p i d e  p o l y - i s o p r é n o ï d e  d e  t y p e  r é t i n o l  ou d o l i c h o l  
-- -- s o u s  forme d e  g l y c o l i p i d e .  

- 



3 - L'accepteur : C e  p e u t  ê t r e  u n e  p r o t é i n e ,  

une g l y c o p r o t é i n e  ou un g l y c o l i p i d e  comme il e s t  

d é c r i t  p l u s  l o i n .  

B - BIOSYNTHESE DES GLYCANNES LIES N-GLYCOSIDI- 
QUEMENT 

Malgré l a  g r a n d e  d i v e r s i t é  de  s t r u c t u r e  d e s  

g l y c a n n e s  a i n s i  l i é s  aux  g l y c o p r o t é i n e s ,  il a  é t é  dé-  

mon t r é  que l e u r  b i o s y n t h è s e  s ' e f f e c t u a i t  s e l o n  l e  

m ê m e  schéma g é n é r a l  ( v o i r  l a  r e v u e  de  S t a n e l o n i  e t  

L e l o i r ,  1 9 8 2 ) .  L e s  immunoglobul ines  c o n t e n a n t  l a  p l u -  

p a r t  d e  c e s  s t r u c t u r e s  de  b a s e  s o n t  donc c o n s i d é r é e s  

comme s o u m i s e s  au  m ê m e  mécanisme. 3 é t a p e s  p r i n c i p a -  

l e s  s e  d i s t i n g u e n t  : 

1 - Le cycLe des doLLchoLs : ( v o i r  l a  r e v u e  

de  P a r o d i  e t  L e l o i r ,  1 9 7 9 ) .  Cet te  é t a p e  c o n c e r n e  l a  

s y n t h è s e  d ' u n  o l i g o s a c c h a r i d e  s u r  un t r a n s p o r t e u r  

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

c h a î n e  c a r b o n é e )  p a r  l a  f o r m a t i o n  d ' u n e  l i a i s o n  pyro-  

p h o s p h a t e .  L t o l i g o s a c c h a r i d e  i n t e r m é d i a i r e ,  commun aux 

d i f f é r e n t e s  s t r u c t u r e s  g l y c a n n i q u e s  ( G l c  Man GlcNAc2 - 
3 9 

P-P-Dol) a  é t é  m i s  e n  é v i d e n c e  p a r  Hubbard e t  Robbins  

( 1 9 7 9 ) .  Les s u c r e s  c o n s t i t u t i f s  s o n t  a d d i t i o n n é s  séquen-  

t i e l l e m e n t  s e l o n  l a  r é a c t i o n  enzymat ique  modèle d é c r i t e  

précédemment ( ~ i g . 1 9  ; p.64  ) .  Les 2 p r e m i è r e s  N-acé ty l -  

g lucosamine  s o n t  a p p o r t é e s  s u c c e s s i v e m e n t  s o u s  forme 

de  p r é c u r s e u r  GDP-GlcNAc s u i v i e s  de  1  à 9  r é s i d u s  de  

mannose.  Chapman et aL. (1980)  o n t  mon t r é  que d a n s  un 

p r e m i e r  temps ,  l e s  5 p r e m i e r s  r é s i d u s  s o n t  f o u r n i s  s o u s  

forme de  GDP-Man a l o r s  que  l e s  a u t r e s  r é s i d u s  c o m p l é t a n t  

l a  c h a î n e  à 9 r é s i d u s  s o n t  f o u r n i s  p a r  l e  Dol-P-Man. 

De m ê m e ,  l e s  3 r é s i d u s  de  g l u c o s e  t e r m i n a u x  s o n t  appor -  

t é s  s o u s  forme de  Dol-P-Glc ( ~ t a i l e l o n i  a2 ai. , 1 9 8 0 ) .  

La f o r m a t i o n  d e  c e t  i n t e r m é d i a i r e  l i p i d i q u e  de l a  



Figune 79 : Cycle den OoLichoLn 



g l y c o s y l a t i o n  a  é t é  l o c a l i s é e  au  n i v e a u  du RER s u r  

l a  f a c e  c y t o p l a s m i q u e  de  l a  membrane ( S n i d e r  e t  a L . ,  

1 9 8 0 ) .  

2 - T r a n s f e r t  en b L o c  de L ' o L i g o s a c c h a r L d e  

s u r  L a  p r o t e i n s  : C e t t e  é t a p e  p r o c è d e  

t o u j o u r s  s e l o n  l e  même mécanisme enzymat ique .  L ' e n -  

zyme membrana i re  e s t  une  t r a n s f é r a s e  : l a  d o l i c h o l  

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

d y l t r a n s f é r a s e ,  s p é c i f i q u e  du donneur  ( l ' o i i g o s a c -  

charide-P-P-Do1 q ü i  d o i t  ê t r e  g l y c o s y l é ;  ( ~ o r n f e l d  

e t  a L .  , 1 9 7 9 ) , e t  de l ' a c c e p t e u r  ( l a  c h a î n e  p o l y -  

p e p t i d i q u e  en  c o u r s  d ' é l a b o r a t i o n ,  n ' a y a n t  p a s  a c q u i s  

s a  c o n f o r m a t i o n  d é f i n i t i v e ,  a f i n  d e  r e n d r e  l e  t l - i p l e t  

a c c e p t e u r  [ ~ s n - X - ~ e r / ~ n r ]  a c c e s s i b l e )  ( ~ l e s s  e t  Lenna rz ,  

1 9 7 7 ) .  

L a  l o c a l i s a t i o n  d e  c e  t r a n s f e r t ,  en  é t r o i t e  r e l a t i o n  

avec  l a  s y n t h è s e  d e  l a  c h a î n e  p e p t i d i q u e ,  s e l o n  d e  

nombreux a rguinents ,  a u r a i t  l i e u  d a n s  l a  p a r t i e  lumina-  

l e  du RER.  

3 - M a t u r a t i o n  de  L a  c h a t n e  g L y c a n n i q u e  : 

L ' o b t e n t i o n  de  l a  c h a î n e  g l y c a n n i q u e  d é f i n i t i v e  n é c e s -  

s i t e  un d o u b l e  remanierrient d e  l ' i n t e r m é d i a i r e  l i p i d i -  

que commun à t o u s  l e s  o l i g o s a c c h a r i d e s ,  compte- tenu  

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

n i q u e s .  C e t t e  t r a n s f o r m a t i o n  compor*te une p h a s e  d ' é l a -  

gage  de c e r t a i n s  monosaccha r ides  e t  une phase  d ' a l l o n -  

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

d e  m o d i f i c a t i o n s  s ' e f f e c t u e  a u  c o u r s  du t r a n s p o r t  i n -  

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

l e s  d i f f é r e n t s  compar . t iments  c e l l u l a i r e s .  

a - E l a g a g e  d e s  m o n o s a c c h a r i d e s  t e r m i r i a u x .  

Le g l y c a n n e  t r a n s f é r é  s u r  l a  p r o t é i n e  en  c o u r s  de  syn-  

t h è s e  p o s s è d e  3 r é s i d u s  de g l u c o s e  e x c é d e n t a i r e s  pour  



d e v e n i r  du t y p e  o l igomannos id ique .  Ces r é s i d u s  s o n t  

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

au  n i v e a u  du RER : l a  g l u c o s i d a s e  1 ( E l t i n g  et a L . ,  

1980) l i b è r e  l e  r é s i d u  e x t e r n e  e t  l a  g l u c o s i d a s e  II 

(Rei tman et aL .  , 1982) ' l e s  deux  r é s i d u s  r e s t a n t s .  

Les s t r u c t u r e s  du t y p e  o l igoinannos id ique  p o s s é d a ~ l t  

de  5 à 9  r é s i d u s  mannose, l e s  4 r é s i d u s  l e s  p l u s  

e x t e r n e s  s o n t  r e l a t i v e m e n t  l a b i l e s ;  i l s  s o n t  l i é s  

en  a - 1 , 2  e t  s o n t  l i b é r é s  p a r  une a-mannos idase  g o l -  

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

1982) .  

E v o l u t i o n  v e r s  un g l y c a n n e  m i x t e  o u  

c o m p l e x e .  Pour l a  p l u p a r t  d e s  g l y c o -  

p r o t é i n e s  N-g lycosy lées ,  l e s  o l igomannos ides  é v o l u e n t  

v e r s  l e s  s t r u c t u r e s  co~r ip lexes  p a r  l ' e x c i s i o n  de  2 

r é s i d u s  mannose s u p p l é m e n t a i r e s  e t  p a r  l ' i n t e r v e n t i o n  

de  g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s  g o l g i e n n e s  s p é c i f i q u e s  ( v o i r  

F i g . 2 0  ; p . 6 7  ) d ' a p r è s  Goldberg  e t  Kornfe ld  ( 1 9 8 3 ) .  

Les g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s  p rovoquen t  un a l longement  

du g l y c a n n e  p a r  a d d i t i o n  s é q u e n t i e l l e  de monosacchar i -  

d e s  e t  l u i  c o n f è r e n t  s o n  o r i g i n a l i t é  ( A t k i n s o n  et a i . ,  

1981) .  La p r é s e n c e  de s t r u c t u r e s  h y b r i d e s  t e l l e s  que  

c e l l e s  d e  l ' o v a l b u m i n e    amash hi ta et oL.  , 1 9 7 8 ) ,  s ' e x -  

p l i q u e r a i t  p a r  une f a i b l e  a c t i v i t é  de  l a  N-acé ty lg luco-  

s a m i n y l t r a n s f é r a s e  1 (Harpaz  e t  S c h a c h t e r , l 9 8 O a , b ) o u  d e s  

a  -mannosidases  " t a r d i v e s " .  

- REGULATION DE LA BIOSYNTHESE DES GLYCANNES 

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

l i é e s  à une même p r o t é i n e  n é c e s s i t e  un c o n t r ô l e  e x e r c é  

p a r  l a  c e l l u l e  à d i f f é r e n t s  n i v e a u x  : 

1 - Au n i v e a u  g é n é t i q u e  : C e  c o n t r ô l e  e s t  i n -  

d i r e c t ,  compara t ivement  à l a  s y n t h è s e  p r o t é i q u e ,  c a r  i 



Figuae 20 : Séquence de4 évènemenxn q u i  p x é ~ i d e t t t  à l u  biodyn- 

f h è n e  d 'un N-glycanne du& une chuûre po lypept id igue  

en c o u a ~  d ' é l o n g a t i o n  ( Ç o l d b u g  ex Komife ld ,  7983 



ne peut s'effectuer qu'au niveau de la synthèse 

des glycosyltransférases, elles-mêmes ensuite 

responsables de la formation des liaisons csidi- 

ques. Il s'agit de la théorie émise par Roseman 
II (1970) : un gène-une liaison glycosidique". 

2 - Au n i v e a u  de La  c o n c e n t r a t i o n  L n t r a -  

c e L L u L a i r e  d e s  s u b s t r a t s  : La concen- 

tration en donneurs résulte d'un équilibre entre 

leur synthèse et leur dégradation par les pyrophos- 

phatases. Le Dol-P apparaît comme un accepteur dont 

la concentx~ation inera-cellulaire peut devenir un 

facteur limitant; il existe en faible quantité dans 

les tissus et est sensible à l'hydrolyse d'une phos- 

phatase qui dans ce cas inhibe son recyclage après 

transfert de l'oligosaccharide. 

3 - Au  ivea au d e  La  s t r u c t u r e  d e  L ' a c c e p t e u r  : 

Au cours du transfert en bloc de l'intermédiaire gly- 

cannique, c'est la chaîne polypeptidique qui sert 

d'accepteur par son séquon pour ensuite laisser ce 

rôle à la chaîne oligosaccharidique en voie de matu- 

ration. Cela laisse entrevoir lrextr&me interdépendance 

qui existe entre les 2 composantes d'une glycoprotéine. 

a - Influence de la structure de l'accepteur 
protéique. Cet aspect de la régulation 

a déjà été traité à la page 34 . 
b - Influence de la structure du glycanne 

lui-meme. Elle se manifeste essentiei- 

lement dans la sélectivité d'intervention des glycosyl- 

transférases : 

a - au cours de l'étape de transfert 
en bloc de l'oligosaccharide intermédiaire sur le pep- 

tide : la transférase responsable n'est stimulée que si - 
le substrat est glycosylé (nécessité des 3 résidus glu- 

cose terminaux); - 



13 - durant la maturation du glycanne : 

son élongation résulte de l'interdépendance des gly- 

cosyltransférases et des deux a-mannosidases rési- 

duelles; la N-acétylglucosaminyltransférase 1, fixant 

la N-acétylglucosâmine 5 en 6-1,Z sur le Man 4, est - - .  - - 
nécessaire à l'action de ces 2 a-mannosidases, condi- 

tionnant l'addition des aubres mono sac char id es(^^^^^^ et Schachter 
1980a,b),Narasimhan. et aL. (1981) ont décrit 2 N-acctyl- 

glucosaminyltransférases III et III' qui, en fixant 

1 N-acétylglucosamine en 8-1,4 sur le Man - 3 (N-acétyi- - 
glucosamine intercalaire), bloquent la maturation de 

la chaîne. L' a -1,6 fucosyltransférase n'est active que 

lorsque la première N-acétylglucosamine ( 5 )  - est fixée - 
sur le noyau pentasaccharidique, ce qui explique pour- 

quoi les glycannes de type oligomannosidique ne sont 

jamais fucosylés. De même, les résidus de galactose 

( ~ a o  et Medicino, 1978) et d'acide N-acétylneuramini- 

que (Van Den E$J.;nden et aL., 1980) ne sont transférés 

que dans un ordre défini; 

y - en fin de synthèse oligosacchari- 
dique : certains monosaccharides s'excluent mutuelle- 

ment. Ce phénomène localisé du côté de la séquence ter- 

minale non réductrice des glycannes a été démontré par 

Beyer et aL. (1979) pour les résidus de fucose (lié en 

a -1,3 sur le résidu galactose d'une unité lactosa- 

minique) et d'acide N-acétylneuraminique pouvant aussi 

se fixer sur ce même résidu de galactose par une liaison 

a -2,6, à condition qu'il ne soit pas déjà substitué 

par un fucose. 

4 - Au niveau de L'activité des gLgcosyLtrans- 
férases : Les glycosyltransférases requièrent 

2 + 2 + )  la présence de cations divalents ( ~ n  , Mg mais leur 

dépendance la plus étroite est tournée vers l'activité 

des nucléotides pyrophosphatases présentes dans le milieu 

(Spik et aL., 1979). Ces deux activités sont difficilement 



d i s s o c i a b l e s  e t  peuven t  e n t r a î n e r  d e s  e r r e u r s  d 1 i n -  

t e r p r é t a t i o n .  L e s  deux exemples  s u i v a n t s  mon t ren t  

comment une  a c t i v a t i o n  d e s  g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s  p e u t  

ê t r e  o b t e n u e  i n d i r e c t e m e n t  p a r  une p r o t e c t i o n  du s u b s -  

t r a t  ; c e l u i - c i  e s t  e n  e f f e t  p r é s e r v é  c a r  l e s  n u c l é o -  

t i d e s  p y r o p h o s p h a t a s e s  o n t  é t é  i n h i b é e s  : s o i t  p a r  

un excès  d e  n u c l é o t i d e s  c y c l i q u e s  d a n s  l e  m i l i e u  

(Debe i re  e t  aL .  , 1 9 7 7 ) ,  s o i t  p a r  l a  p r é s e n c e  d ' a c i d e  

f o l i q u e  o u  de 5 ' AMP (Geren e t  Ebner ,  1974) .  

5 - Au n i v e a u  de La  c o m p a r t i m e n t a t i o n  des  

~ ~ L y c o s y L t r a n s f é r a s e s  : Goldberg  e t  K o r n f e l d  

(1983) o n t  démon6ré une c o r r é l a t i o n  p a r f a i t e  e n t r e  

l a  séquence  des  évènements  d e  l a  g l y c o s y l a t i o n  e t  l a  

l o c a l i s a t i o n  d e s  enzymes r e s p o n s a b l e s  d e  chaque  é t a p e .  

I ls  o n t ,  e n  o u t r e ,  o b s e r v é  un h a u t  d e g r é  d ' o r g a n i s a t i o n  

du complexe g o l g i e n  en  s o u s - f r a c t i o n n a n t ,  d a n s  un 

g r a d i e n t  d e  s u c r o s e ,  4  r é g i o n s  membranai res  p o r t e u s e s  

de  s p é c i f i c i t é s  enzymat iques .  Une t e l l e  s é g r é g a t i o n  

phys ique  d e s  enzymes p o u r r a i t  s e r v i r  de  c o n t r ô l e  de l a  

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

g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s ,  s ' a j o u t e r a i t  une c o m p é t i t i v i t é  

e n t r e  e l l e s  p e r m e t t a n t  d ' o r i e n t e r  l a  b i o s y n t h è s e  c e l -  

l u l a i r e  v e r s  t r o i s  p o s s i b i l i t é s  : l a  s y n t h è s e  de  g l y -  

c o p r o t é i n e s  p h o s p h o r y l é e s  l y s o s o m i a l e s  ( ~ a r k i  e t  K o r n f e l d ,  

19801, d e  g l y c o p r o t é i n e s  membranai res  ou d e  g l y c o p r o t é i n e s  

d e  s é c r é t i o n .  

LOCALISATION DE LA GLYCOSYLATION 

Il e s t  a c t u e l l e m e n t  admis,  du f a i t  de  l ' i n t e r a c -  

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

c h a î n e  g l y c a n n i q u e  d ' u n e  même g l y c o p r o t é i n e ,  que l e u r s  

p r o c e s s u s  de  s y n t h è s e  - r e s p e c t i v e m e n t  de  t r a d u c t i o n  

e t  de g l y c o s y l a t i o n  - b i e n  que  t rès  d i f f é r e n t s  dans  

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

t r e  dans  l ' e s p a c e  e t  dans  l e  temps. Ils é v o l u e n t  au c o u r s  



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

compar t imen t s  c e l l u l a i r e s .  Cet a s p e c t ,  c o n c e r n a n t  

l e s  I g M ,  e s t  d é v e l o p p é  d a n s  l e  p a r a g r a p h e  s u i v a n t .  

III - BIOSYNTHESE DES IgM 

Les  d i f f é r e n t e s  é t a p e s  d e  l a  m a t u r a t i o n  de  l a  

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

a i n s i  que l e u r  a s semblage  s o n t  e x p l o r é s  à l ' i n t é r i e u r  

d e  l a  c e l l u l e  s é c r é t r i c e  d T I g M  ( l a  c e l l u l e  B )  p a r  com- 

b i n a i s o n  d e s  t e c h n i q u e s  de  c h a s s e  a p r è s  marquage r a d i o -  

a c t i f ,  de  f r a c t i o n n e m e n t  i n t r a c e l l u l a i r e ,  d ' a u t o r a -  

d i o g r a p h i e  e n  m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e ,  e t  g r â c e  à 

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

a  - les  i n h i b i t e u r s  de  l a  g l y c o s y l a t i o n  : 

- l e  c h o l e s t é r o l  e t  l e  coenzyme Q ,  s o n t  d e s  i n h i b i t e u r s  

d e  l a  s y n t h è s e  du Dol-P; 

- l a  t u n i c a m y c i n e  : a n t i b i o t i q u e  a n a l o g u e  de  1'UDP- 

GlcNAc, i n h i b e  l e  t r a n s f e r t  de  l a  N-acé ty lg lucosamine  

s u r  l e  Dol-P ( ~ a k a t s u k i  e t  aL. ,  1 9 7 1 ) ;  

- l e  déoxyg lucose  : a n a l o g u e  du g l u c o s e  e t  du mannose; 

i n  v L v o ,  il forme un g l y c o s y l n u c l é o t i d e  q u i  e n t r e  e n  

c o m p é t i t i o n  a v e c  l e  GDP-Man e t  l lUDP-Glc,  i n h i b a n t  l e  

t r a n s f e r t  du mannose e t  du g l u c o s e  s u r  l e  Dol-P; 

- l ' amphomycine  : a n t i b i o t i q u e  q u i  forme un complexe avec  

l e  Dol-P e t  i n h i b e  sa  d é p h o s p h o r y l a t i o n ,  n é c e s s a i r e  à 

s o n  r e c y c l a g e .  

l e s  i n h i b i t e u r s  du t r a n s p o r t  i n t r a c e l l u l a i r e  : 

- l e  ca rboxy-cyanure  m-chlorophényl  hydrazone  i n h i b e  l a  

s o r t i e  d e  l a  g l y c o p r o t é i n e  du RER; 

- l a  n o n e n s i n e  i o n o p h o r e  i n h i b e  l a  s o r t i e  d e  l a  g l y c o -  

p r o t e i n e  d e s  c i t e r n e s  de  l ' A p p a r e i l  de  G o l g i .  



A - ASSEMBLAGE DES CHAINES POLYPEPTIDIQUES ET 
POLYMERISATION ( s e l o n  T a r t a k o f f  e t  a L .  , 1 9 7 9 )  

1 - Formation d ' u n  monomère : E l l e  p e u t  ê t r e  

résumée p a r  l e s  é t a p e s  s u i v a n t e s  : 

Les c h a î n e s  L ,  p r é s e n t e s  à l ' é t a t  l i b r e  

e t  e n  q u a n t i t é  é l e v é e  dans  l e s  c i t e r n e s  du RER, s ' a s -  

s o c i e n t  d e  f a ç o n  non c o v a l e n t e ,  p u i s  c o v a l e n t e  p a r  f o r -  

ma t ion  de p o n t s  d i s u l f u r e s  i n t e r c a t é n a i r e s ,  avec  l e s  

c h a î n e s  p  e n  c o u r s  d ' é l o n g a t i o n  ( c e l l e s - c i ,  e n c o r e  

f i x é e s  s u r  l e  r ibosome ,  s o n t  a n c r é e s  d a n s  l a  b i couche  

l i p i d i q u e  membranaire  du RER). Les c h a î n e s p  s o n t  r a r e -  

ment d é t e c t é e s  à l ' é t a t  l i b r e  e t  j a m a i s  s o u s  forme 

d e  dimère 2 .  L ' a s s o c i a t i o n  avec  une deuxième c h a î n e  

p  commence a v a n t  l a  t e r m i n a i s o n  de l a  l i a i s o n  c o v a l e ~ i t e  

e n t r e  l e s  2 p r e m i è r e s  c h a î n e s p  e t  L .  

2 - PoLymérLsatLon : L ' a s s e m b l a g e  d e s  c h a î n e s  

e n  monomère e s t  r e l a t i v e m e n t  r a p i d e  e t  s u i v i  e n  q u e l -  

q u e s  m i n u t e s  p a r  l a  p o l y m é r i s a t i o n  d e s  s o u s - u n i t é s .  

C e t t e  v i t e s s e  de p o l y m é r i s a t i o n  s u g g è r e  q u ' e l l e  a  l i e u  

a u  n iveau  du RER e t  est  i l l u s t r é e  p a r  l e  f a i t  que  moins 

d e  1% d e s  I g M  i n t r a c e l l u l a i r e s  c o r r e s p o n d e n t  à l a  forme 

monomérique. La c h a î n e  J ,  n é c e s s a i r e  à l a  p o l y m é r i s a t i o n  

n ' e s t  r e t r o u v é e  s o u s  forme l i b r e - q u ' à  l ' i n t é r i e u r  du 

RER; dans l e  c y t o p l a s m e ,  e l l e  e s t  t o u j o u r s  a s s o c i é e  à 

l a  forme pen tamér ique  de 1 ' IgM. 

B - GLYCOSYLATION DES IgM 

La d u r é e  d e  l a  g l y c o s y l a t i o n  complè te  d ' u n e  IgM 
- -- 

-- - -- - es t  s u p é r i e u r e  à c e l l e  de l ' o b t e n t i o n  d ' u n e  c h a î n e  pep- 

- - - - 
t i d i q u e  complè te ,  c a r  c e  phénomène e s t  en  p a r t i e  p o s t -  



traductionnel. 

1 - G L y c o s y L a t i o n  i n i t i a L e  : Elle est co- 

traductionnelle (Kiely e t  a L . ,  1 9 7 6 ) .  Elle concerne 

la synthèse de l'oligosaccharide intermédiaire, son 

transfert sur la chaîne peptidique, et les premières 

étapes de dégradation récurrente des résidus termi- 

naux glucose et mannose. Elle est localisée exclusive- 

ment au niveau du RER, du côté luminal de.la membrane. 

2 - M a t u r a t i o n  d e s  c h a c n e s  g L y c a n n L q u e s  : 

Elle se poursuit au niveau du reticulum lisse et 

s'achève dans le complexe golgien grâce à la ségré- 

gation très précise d'un système multienzymatique 

(Goldberg et Kornfeld, 1 9 8 3 ) ;  cette étape est post- 

traductionnelle. 

C - RELATION ENTRE POLYMERISATION, ADDITION DE LA 
CHAINE J ET GLYCOSYLATION 

La polymérisation apparaît avant la fin de 

la glycosylation sans gêner les dernières additions 

de monosaccharides car les glycannes en cours de ma- 

turation sont situés à l'extérieur de la molécule, donc 

accessibles aux différents éléments participant à la 

réaction. La chaîne J nécessaire à cette polymérisation 

est synthétisée de la même façon que la chaînep , ce qui 
implique que sa glycosylation se termine juste avant 

l'excrétion de lfIgM, et ne semble donc pas nécessaire 

à la polymérisation; cela a été confirmé par l'emploi 

de la tunicamycine (Tartakoff et a L .  , 1 9 7 9 )  : il n'y a 

inhibition ni de la polymérisation ni de la sécrétion 

des IgM en l'absence des glycannes; il y a simplement 

un ralentissement de leur cinétique. 

D - EXPRESSION DES IgM : NOTION DE TRANSPORT INTRA- 

CELLULAIRE 

Leur glycosylation terminée, les IgM vont être 



transportées de l'appareil de Golgi vers leur des- 

tination finale (le milieu extracellulaire ou la 

surface de la cellule) par un système de transport 

intramembranaire dans différents compartiments cel- 

lulaires : c'est le "membrane flow", annoncé en 1975 

par Palade, et revu par Gogstad et Helgeland en 1982. 

Ce transport est unidirectionnel (Gueuze et aL .  , 1977) : 
RER- membrane cytoplasmique via l'appareil de Golgi, 

et dépend de l'information portée par la structure 

de la glycoprotéine (1'J.g~). Le transfert de matériel 

par diffusion latérale membranaire est facilité par 

la possibilité dlinterconversion des membranes cel- 

lulaires (voir la revue de Morre et aL., 1979). Sa 

migration s'effectue d'une façon discontinue, par 

l'intermédiaire de vésicules transportrices qui met- 

tent en oeuvre un système sophistiqué de reconnaissance 

entre site membranaire récepteur vésiculaire et la 

partie glycosylée de la molécule à transporter (voir 

les revues de Waksman et aL. , 1980 et Olden et aL., 
1982). Les molécules de destinée commune sont regrou- 

pées dans des régions,particulières de la membrane 

(phénomène de "capping"), entraînant une série de bour- 

geonnements et fusions membranaires entre les différents 

compartiments cellulaires, puis un recyclage des vési- 

cules transportrices après avoir déversé leur contenu. 

C'est par ce mécanisme général que les IgM seraient 

véhiculées vers la membrane cytoplasmique où elles sont 

exprimées, soit par intégration à la surface de cette 

membrane [~g~im)] ,soit excrétées de la cellule [ IgM(s) ] 
(voir Fig. 21 ; p. 75 ) . 

REGULATION DE L'EXPRESSION DES I 8 M  

Selon Strous et Lodish (1980), la vitesse d'ob- 

tention d'une glycoprotéine membranaire active est deux 



P o l y r i b o ~ o m e ( ~  1 P o l y r i b o s o m e  ( L ) 
rn 

Ret i cu lum 

endoplasmi 

Espace 
l u m i n a l  

o u p u r e  e n  

1 v é s i c u l e  d e  Golg i  m o n o s a c c h a r  i d e s  
P o l y r i b o s o m e ( ~  ) Polyr ibosome 

s ( c h a î n e  J 1 t e r m i n a u x  
( a n t e n n e s )  1 

I 
-J 
'Jl 

1 

F i g u e  27 : Iilécnnldmede @hae den 3glklmlet p p 4 é  p Y o t t  et Williamnonl19821, 

i n c l u a n t  l a  rynzhène de4 chaîne4 p o l y p e p t i d i q u e r  ek g l y c a n n i q u e r ,  l e  

t n a n r p o n t  i n t n a c e l l u l a i n e . e k  l a  I c b é a a t i o n  d ' u n e  Ygh 

- i n t é p n é e  à l a  membnane : 7 g h l m l ;  

- r é c n é t é e  à l ' e x t é n i e u n  :3gM(4, ;  

( - U I  t e n m i n a i r o n o  hydaophobeo de l u  cha îne  p o l t ~ p e p t i d i y u e  en couno 

d ' é l o n g a t c o n .  



fois plus rapde: que celle de la même glycoprotéine 

sécrétée, impliquant une divergence dans leur bio- 

synthèse à un moment donné. De même, pour les 2 caté- 

gories d'IgM, le fait que l'Ig~(m) échappe à l'étape 

de polymérisation pour s'intégrer à la membrane et celui 

que lrIgM(s), au contraire, soit polymérisée bien avant 

sa sécrétion, suffisent à écarter l'hypothèse selon 

laquelle lllgM(m) serait précurseur de l1IgM(s) (Vassali 

et aL.  , 1980). Dulis et a L .  (1982) ont montré que 

lrexpression des IgM dépendait de modifications post- 

traductionnelles, les plus importantes étant l'assem- 

blage entre les chaînes peptidiques H et L, leur poly- 

mérisation, la glycosylation terminale et l'étape 

finale d'insertion membranaire ou de sécrétion. Ils 

ont affirmé que l'expression des 2 formes d'IgM était 

donc sous contrôle post-traductionnel. Dulis, en 1983, 

a prouvé par lremploi d'inhibiteurs de la vitesse et 

de l'extension de ces modifications, que c'est l'as- 

semblage des chaînes en monomères p L pour les IgM(m) 
2 2 

et en pentamères (y,L ) pour les IgM(s) qui est dé- 
2 5 

cisif pour l'évolution vers une forme ou une autre. 

Elle réalise ainsi une protection de la molécule nou- 

vellement formée contre la protéolyse intracellulaire 

et permet sa maturation complète (fin de la glycosy- 

lation et insertion membranaire ou sécrétion), afin 

de la rendre fonctionnelle. 

F - CORRELATICN ENTRE LA DIFFERENCIATION CELLULAIRE 
DES CELLULES B ET LA REGULATION DE L'EXPRESSION 

DES IgM 

Toute cellule B synthétise les 2 formes de 

chaîne ( p ;set p dont le destin dépend du stade de 

différenciation de la cellule. Dans les cellules pré-B, 

aucune chaîne L n'étant synthétisée, aucun assemblage 

ne peut se faire et les 2 chaînes p sont rapidement 

catabolisées. Dans les cellules B porteuses de la 



mémoire, p l u s i e u r s  c h a î n e s  P m  s ' a s s e m b l e n t  avec  

d e s  c h a î n e s  L e n  monomères p L e t  s o n t  expr imées  2 2 
comme 1 g ~ ( m )  t a n d i s  que l e s  c h a î n e s  ps  s o n t  r a -  

pidement  d é g r a d é e s .  Dans l e s  c e l l u l e s  £3 s é c r é t r i c e s ,  

g r â c e  a u  développement d e  f a c t e u r s  de m a t u r a t i o n  

( s y n t h è s e  de c h a î n e  J e t  a c t i v a t i o n  d e s  oxydases  

d e s  groupements  s u l f h y d r y l e s ) ,  l a  p e n t a m é r i s a t i o n  

d e s  1gM(s) e s t  rendue  p o s s i b l e  a i n s i  que l e u r  sé- 

c r é t i o n .  

En f a i t ,  il e x i s t e  une  c o n t i n u i t é  d a n s  l ' e x p r e s -  

s i o n  d e s  IgM c a r  l e s  1gM(m) s o n t  f o n c t i o n n e l l e s  

a v a n t  l e s  I g M ( s ) .  Cet o r d r e  c h r o n o l o g i q u e  e s t  r e n d u  

n é c e s s a i r e  p a r  l a  r éponse  même à une s t i m u l a t i o n  

a n t i g é n i q n e  : c ' e s t  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d e  l f I g M ( m ) ,  

r é c e p t e u r  c e l l u l a i r e  p r i m a i r e  de  l ' a n t i g è n e ,  que l e  

s i g n a l  e s t  t r a n s m i s  à l a  c e l l u l e  immune pour  d é c l e n -  

c h e r  l a  s é c r é t i o n  d f l g ~ ( s )  ( V i t e t t a  e t  Uhr, 1 9 7 5 ) .  

I V  - CONCLUSIONS 

Les Immunoglobulines ,  de  p a r  l e u r  s t r u c t u r e  t r è s  

complexe, l a i s s e n t  e n t r e v o i r  l a  d i f f i c u l t é  d ' é l u c i d e r  

l e s  mécanismes i m p l i q u é s  dans  l e u r  b i o s y n t h è s e  e t  

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

au n i v e a u  de  l a  s y n t h è s e .  S i  l ' é l a b o r a t i o n  de  l a  c h a î n e  

p o l y p e p t i d i q u e  e s t  m a i n t e n a n t  b i e n  connue,  l a  com- 

p r é h e n s i o n  d e s  d i f f é r e n t e s  é t a p e s  de  l a  g l y c o s y l a t i o n  

( e n  a c c o r d  avec  c e l l e  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  e n  g é n é r a l )  

a  p r o g r e s s é  c e s  d e r n i è r e s  années  g r â c e  à d e s  c i n é t i q u e s  

de marquage c o u p l é e s  à une e x p l o r a t i o n  a u t o r a d i o g r a -  

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

De nombreuses q u e s t i o n s  c o n c e r n e n t  néanmoins l a  

r é g u l a t i o n  de c e t t e  b i o s y n t h è s e ,  compte- tenu de l ' e x -  

trê.me i n t e r d é p e n d a n c e  p a r t i e  p r o t é i q u e - p a r t i e  g l y c a n -  

n i q u e .  D e  p l u s ,  s i  l e s  n o t i o n s  d e  " c o m p l e x i t é "  e t  d e  



"variabi1ité"de structure peuvent être associées, 

il est étonnant d'observer que pour la partie pro- 

téique, c'est la zone N-terminale, synthétisée en 

premier, qui porte la variabilité, contrairement 

à la partie glycannique qui affiche une diversité 

de structure en fin de chaîne; le noyau pentasac- 

charidique qui assure l'ancrage du glycanne sur la 

chaine polypeptidique est relativement invariable . 
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CHAPITRE IV : ROLE BIOLOGIQUE DES GLYCANNES 

Les g l y c o p r o t é i n e s ,  t r è s  r é p a n d u e s  dans  l a  na- 

t u r e ,  a p p a r a i s s e n t  s o u s  forme s o l u b l e  (enzymes,  h o r -  

mones, immunoglobulines  e t  a u t r e s  p r o d u i t s  de  s é c r é -  

t i o n ) ,  ou i n t é g r é e s  aux membranes c e l l u l a i r e s  e t  s e  

m u n i f e s t e n t  p a r  d e s  f o n c t i o n s  b i o l o g i q u e s  k r è s  d i -  

v e r s e s .  L e  r ô l e  e x a c t  d e  l a  f r a c t i o n  g l ü c i d i q u e  e s t  

e n c o r e  t r è s  mal d é f i n i  e t  s a  s i g n i f i c a t i o n  b i o l o g i -  

que r e s t e  inconnue .  Cependant ,  l e s  p r o p r i é t e s  s t r u c -  

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

cannes  c o n s t i t u t i f s  d e s  g l y c o p r o t 6 i n e s ,  t r a i t é e s  dans  

l e s  ~ h e p ~ t r e s  p r é c é d e n t s ,  o n t  pe rmis  d ' e n  dégager  

l a  c o n s e r v a t i o n  d e  c e r t a i n e s  c a r a c t é r i s t - , i q u e s  au  ours 

de  1 ' E v o l u t i o n  d e s  e s p è c e s :  

- du p o i n t  de vue  s t r u c t u r a l  : c ' e s t  l a  c o n s t a n c e  du 

t r i p l e t  a c c e p t e u r  de  l a  g l y c o s y l a t i o n  e t  l a  l i m i t a t i o n  

d e s  s t r u c t u r e s  d e  b a s e  d e s  c h a î n e s  g l y c a n n i q u e s ;  

- du p o i n t  de  vue  c o n f o r m a t i o n n e l  : c ' e s t  l ' e x t r ê m e  

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

g l u c i d i q u e  ; 

- du p o i n t  de  vue m é t a b o l i q u e  : c ' e s t  l ' u n i f o r m i t é  

ma lg ré  l a  c o m p l e x i t é  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s ,  du p r o c e s -  

s u s  de  b i o s y n t h è s e ,  i m p l i q u a n t  l a  p a r t i e  p r o t é i q u e  e t  

un sys t ème  "mul t i enzymat ique l '  t r è s  complexe ( s y s t è m e  

m u l t i g l y c o s y l t r a n s f é r a s i q u e  de  Roseman ou M G S )  e t  

q u i  r e p r é s e n t e  donc un a v a n t a g e  hautement  s é l e c t i f .  

Ces c a r a c t é r i s t i q u e s  s u g g è r e n t  une p a r t i c i p a t i o n  phy- 

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

à l ' h y p o t h è s e  d e  "gadge t1 '  émise e n  1 9 6 9  p a r  G o t t s c h a l k  

q u i  c o n s i d é r a i t  l a  p r é s e n c e  d ' o l i g o s a c c h a r i . d e s  dans  une 

p r o t é i n e  comme un a c c i d e n t  mé tabo l ique  q u i  s u r v e n a i t  

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

r é u n i e s .  Une t e l l e  hypo thèse  s u p p o s a i t  que l e s  s t r u c t u r e s  

g l y c a n n i q u e s  s ' a s s e m b l a i e n t  au h a s a r d  e t  ne  p o u v a i t  



j u s t i f i e r  l e s  r è g l e s  d e  s u b s t i t u t i o n  d e s  monosac- 

c h a r i d e s  q u i  o n t  é t é  d é f i n i e s  d e p u i s .  

La p l u p a r t  d e s  i n f o r m a t i o n s  o b t e n u e s  s u r  l a  

f o n c t i o n  d e s  s u c r e s  s o n t  d u e s  à l ' u t i l i s a t i o n  : 

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

p l u s  u t i l i s é  é t a n t  l a  tun icamyc ine  c a r  il n ' a t t e i n t  

p a s  l a  p a r t i e  p e p t i d i q u e ;  

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

(Trowbr idge  e t  aL .  , 1 9 7 8 ) ;  

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

l ' i m p l i c a t i o n  d e s  d i f f é r e n t s  monosaccha r ides  d a n s  l a  

f o n c t i o n  d ' u n e  s t r u c t u r e  g l y c a n n i q u e  donnée;  

- d e  l e c t i n e s  ( K o r n f e l d  e t  K o r n f e l d ,  1978 ; M o n t r e u i l  

e t  aL .  , 1983 ) q u i  p o s s è d e n t  d e s  p r o p r i é t é s  de  

f i x a t i o n  s p é c i f i q u e  v i s  à v i s  de  m o t i f s  o l i g o s a c c h a -  

r i d i q u e s  ; 

- d ' a n t i c o r p s  ( A C )  monoclonaux a g l y c o s y l é s  (Nose e t  

W i g z e i l ,  1 9 8 3 ) .  

Malgré l a  c o n f u s i o n  e n t r a î n é e  p a r  l a  m u l t i t u d e  

d e  r é s u l t a t s  ( s o u v e n t  c o n t r a d i c t o i r e s )  o b t e n u s  d e p u i s  

une  q u i n z a i n e  d ' a n n é e s ,  il e s t  de p l u s  e n  p l u s  admis 

que  l e s  g l y c a n n e s  e x e r c e n t  2 r ô l e s  p r i n c i p a u x  : c e l u i  

d e  marqueurs  de r e c o n n a i s s a n c e  b i o l o g i q u e  e t  c e l u i  de 

s t a b i l i s a t e u r s  de  l a  confo rmat ion  p r o t é i q u e .  Dans une 

p r e m i è r e  p a r t i e ,  nous  d é c r i v o n s  c e s  deux a s p e c t s  fonc -  

t i o n n e l s  communs à t o u t e s  l e s  g l y c o p r o t é i n e s ;  pour  de  

p l u s  amples d é t a i l s ,  s e  r e p o r t e r  aux r e v u e s  g é n é r a l e s  : 

Sharon ( 1975 ) ; ~ c h a u e r  dd. ( 1979) ;Sharon  e t  Lis (1980) ;~ t recker  
e t  M o n t r e u i l  ( 1 9 7 9 ) ;  Berge r  e t  aL .  (1982)  ; M o n t r e u i l  

( 1 9 8 2 ) .  En sec.onde p a r t i e ,  nous  r a p p o r t o n s  l e s  r ô l e s  

a t t r i b u é s  aux  g l y c a n n e s ,  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  dans  

l e s  IgM. 



1 - ROLE DES GLYCANNES DANS LES GLYCOPROTEINES 

A - ROLE PHYSICO-CHIMIQUE : SYNTHESE PROTEIQUE 

ET STABILISATION DE LA CONFORMATION : 

voir les revues de Gibson et aL.(1980) et 

Hemming (1982). 

Terminaison de La synthèse protéique 

Une protéine ne peut devenir fonctionnelle qu'après 

avoir acquis certains éléments structuraux autres 

que le simple enchaînement des liaisons peptidiques. 

Gibson et CIL. (1981) ont montré l'importance de la 

glycosylation dans l'évolution de la synthèse pro- 

téique en étudiant l'effet de la tunicamycine sur 

l'assemblage du virus de la stomatite vésiculaire : 

la protéine G de l'enveloppe, non glycosylée dans 

ce cas, se concentre dans la cellule hôte et s'aggrège 

sans atteindre la surface, cette étape étant néces- 

saire à l'assemblage des virus. 

2 - SécrétLon des gLycoprotéLnes : En 1965 ,  

puisqu'aucune fonction spécifique n'était attribuée 

aux glycannes dans les glycoprotéines biologiquement 

actives, Eylar a suggéré un rôle plus général pour 

les oligosaccharides : celui de passeport nécessaire 

à la sécrétion des protéines. L'emploi de la tunica- 

mycine a permis l'obtention de nombreux résultats, la 

plupart contrariant cette hypothèse. Certains auteurs 

ont montré que l'inhibition de la glycosylation par 

l'antibiotique n'excluait pas la libération de la 

protéine correspondante, non glycosylée, dans le milieu 



e x t é r i e u r  : a i n s i  pour  l a  t r a n s f e r r i n e  ( ~ t r u c k e 2  al., 

1 9 7 8 ) ~  pour  l ~ o v a l b u m i n e  ( K e l l e r  e t  s w n k ,  1 9 7 8 ) ,  

pour  l ' i n t e r f é r o n  humain ( M i z r a h i  e t  a L .  , 1 9 7 8 ) ,  

pour  l a  g l y c o p h o r i n e  (Gahmberg e t  a L .  , 1980) ... 
C e  problème n ' e s t  cependan t  p a s  e n c o r e  d é f i n i t i -  

vement r é s o l u  c a r  d ' a u t r e s  a u t e u r s  o n t  montré  que 

l ' e x p o r t a t i o n  de  c e r t a i n e s  p r o t é i n e s  é t a i t  e n r a y é e  

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

c o p r o t é i n e s  membranaires  du S e m l i k i  F o r e s t  V i r u s  

( ~ e a v i t t  e t  a L .  , 19771, l a  p r o c o l l a g è n e  ( ~ o u s l e y  

e t  aL .  , 1980)  e t  l a  t h y r o g l o b u l i n e  ( S e a g a r  e t  a L . ,  

1 9 8 0 ) .  Une e x p l i c a t i o n  p e u t  ê t r e  donnée à l a  v a r i a -  

b i l i t é  d e  c e s  r é s u l t a t s  (Olden  e t  aL. ,  1982) annon- 

ç a n t  l e s  deux p a r a g r a p h e s  s u i v a n t s  : l e s  p r o t é i n e s  

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

même c o n f o r m a t i o n  n i  l a  même r é s i s t a n c e  aux a g e n t s  

p r o t é o l y t i q u e s  que l a  g l y c o p r o t é i n e  n a t i v e ;  donc 

p l u t ô t  q u l u n " s i g n a l "  n é c e s s a i r e  à l a  l i b é r a t i o n  d e s  

p r o t é i n e s ,  l e s  g l y c a n n e s  a p p a r a i s s e n t  comme un complé- 

ment n é c e s s a i r e  à l e u r  i n t é g r a l i t é  m o l é c u l a i r e .  

3 - S t a b i L i s û t i o n  de La  c o n f o r m a t i o n  : E l l e  

e s t  t r è s  b i e n  i l l u s t r é e  p a r  l e s  glycoenzymes.  Dans l e  

c a s  de l a  c a r b o x y p e p t i d a s e  Y d e  l e v u r e  (Chu e t  Maley, 

19821, un g l y c a n n e  d e  t y p e  o l igomannos id ique  e s t  res- 

p o n s a b l e  d e  l a  s t a b i l i s a t i o n  d e  s a  s t r u c t u r e ,  donc de  

s o n  a c t i v i t é .  D ' a u t r e s  enzymes s o n t  au c o n t r a i r e  i n a c t i f s  

s o u s  l e u r  forme zymogène e t  d e v i e n n e n t  f o n c t i o n n e l s  

p a r  l a  p e r t e  d ' u n  g l y c o p e p t i d e  c o n s t i t u t i f ;  c ' e s t  l e  

c a s  du peps inogène  (Neumann e t  a L . ,  1969) t r a n s f o r m é  

en  enzyme a c t i f  : l a  p e p s i n e .  

4 - P r o t e c t i o n  des  p r o t é i n e s  c o n t r e  L ' a t t a q u e  

p r o t é o l y t i q u e  : La c o p u l e  g l u c i d i q u e ,  p a r  

s a  masse h y d r o p h i l e ,  o f f r e  une r é s i s t a n c e  à l a  p r o t é o -  

l y s e  en  i s o l a n t  l a  p a r t i e  p r o t é i q u e  du s o l v a n t  ( ~ l o r e n t  



e t  aL.  , 1 9 7 4 ) .  D e  nombreux exemples  démon t ren t  

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

l y s e  de  p r o t é i n e s  s y n t h é t i s é e s  e n  p r é s e n c e  d e  t u n i -  

camycine ,  donc non g l y c o s y l é e s ;  c ' e s t  l e  c a s  de  

l a  f i b r o n e c t i n e  (O lden  e t  a L . ,  1978)  e t  du r é c e p -  

t e u r  de  l ' a c é t y l c h o l i n e  ( P r i v e s  e t  Olden ,  1 9 8 0 ) .  

Dans un même b u t ,  Meyer e t  aL. ( 1 9 7 5 )  o n t  démont ré  

que l a  f i x a t i o n  ch imique  de  c h a î n e s  d e  d e x t r a n  s u r  

d e s  enzymes t e l s  que  l a  f i x a t i o n  ch imique  de  c h a î n e s  

d e  d e x t r a n  s u r  d e s  enzymes t e l s  que  l e  lysozyme,  

l a  t r y p s i n e  e t  l a  c h y m o t r y p s i n e ,  augmente  l e u r  r é -  

s i s t a n c e  à l a  p r o t é o l y s e .  

5 - S t a b i L i s a t i o n  d e s  membranes b i o l o g i q u e s  : 

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

grées d a n s  l a  b i c o u c h e  l i p i d i q u e  d e s  membranes c e l -  

l u l a i r e s  j o u e r a i e n t  un r ô l e  p r i m o r d i a l  d a n s  l e  main- 

t i e n  d e  l a  forme e t  d e  l a  r i g i d i t é  d e s  c e l l u l e s  

B r e t s c h e r ,  1973;  Mescher e t  S t r o m i n g e r ,  1976;  Mescher ,  

1 9 8 1 ) .  

6 - ContrÔLe de La p e r m é a b i l i t é  membranaire : 

Les g l y c o c o n j u g u é s  de  membranes c o n t r ô l e r a i e n t  l ' o r i e n - -  

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

minéraux  e t  s u b s t a n c e s  de  f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  au 

n i v e a u  membrana i re .  Ce c o n t r ô l e  e s t  d i r e c t e m e n t  l i é  

au r a p p o r t  e n t r e  r é s i d u s  h y d r o p h i l e s  d ' a c i d e  s i a l i q u e  

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

c a n n i q u e  elle-même semble  i m p l i q u é e  d a n s  c e t t e  r é g u l a -  

. t i o n .  Un exemple e s t  donné p a r  l a  g l y c o p r o t é i n e  a n t i g e l  

d ' u n  p o i s s o n  de l ' A n t a r c t i q u e  ( v o i r  l a  r e v u e  g é n é r a l e  

de  Feeney e t  Yeh, 1978)  c a p a b l e  d ' a b a i s s e r  l e  p o i n t  

de  c o n g é l a t i o n  du s a n g  de  c e  p o i s s o n  d e  1 , 8 O ~ .  C e t t e  

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

t i t i v e s  (Ala-Ala-Thr)  d o n t  l e s  r é s i d u s  Thr  s o n t  s u b s t i -  

t u é s  v i a  une l i a i s o n  a - 1 , 3  p a r  d e s  u n i t é s  d i s a c c h a r i d i -  

q u e s  Gal(B1-3)GalNAc (Vandenheede e t  a ï . ,  1 9 7 2 ) .  Tou te  



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

ou oxyda t ion  d e s  groupements  OH d e s  monosacchar ides  

e n t r a î n e  une p e r t e  d e  l ' a c t i v i t é  a n t i g e l  ( ~ h m e d  e t  aL . ,  

1 9 7 3 ) .  Sugget  a  p roposé  en 1975 une e x p l i c a t i o n  s e l o n  

l a q u e l l e  il y  a u r a i t  i n t e r a c t i o n  p r i n c i p a l e  s o l u t é -  

s o l v a n t  (donc  empêchement du développement de  c r i s -  

t a u x  de g l a c e )  p a r  l a  f o r m a t i o n  de  l i a i s o n s  hydrogène 

e n t r e  l e s  molécu les  d ' e a u  e t  l e s  groupements  OH d e s  

s u c r e s .  C e t t e  i n t e r a c t i o n  e s t  i n f l u e n c é e  p a r  l ' o r i e n -  

t a t i o n  d e s  molécu les  e t  l a  t a i l l e  du g l y c a n n e .  

7 - RÔLe de L ' a c i d e  s iaLique dans La p r o p r i é t é  

de v i s c o s i t é  de c e r t a i n e s  gLycoprotéines : D u  f a i t  de 

l a  f a i b l e  v a l e u r  d e  l e u r  pK ( 2 , 2 ) ,  l e s  g r o u p e s  carbo-  

x y l i q u e s  de  l ' a c i d e  s i a l i q u e  s o n t  d i s s o c i é s  aux pH 

p h y s i o l o g i q u e s .  Les c h a î n e s  p e p t i d i q u e s  p o r t e u s e s  de 

nombreux groupements  g l y c a n n i q u e s  s i a l y l é s  s o n t  main- 

t e n u e s  en  s t r u c t u r e s  "en  b a t o n n e t s "  p o s s é d a n t  un rap-  

p o r t  a x i a l  é l e v é .  En conséquence ,  l e u r s  s o l u t i o n s  s o n t  

v i s q u e u s e s  comme l e  s o n t , p a r  e x e m p l e , l e s  s o l u t i o n s  de 

mucines s o u s - m a x i l l a i r e s  (Aminoff e t  aL. , 1979; Van 

Halbëek e t  aL. , 19818)don t  l a  p r o t é i n e  comporte  800 

u n i t é s  d i s a c c h a r i d i q u e s  NeuAc ( a 2 - 6 ) ~ a l ~ ~ c .  

B - INTERVENTION DES GLYCANNES DANS LES PHENOMENES 

DE RECONNAISSANCE ( v o i r  l e s  revues  de Olden 

ad., 1982; Marshall  et Johnson, 1983; Rauvala,  1983) .  

C e t t e  r e c o n n a i s s a n c e  r é s u l t e  de l a  complémen- 

t a r i t é  e n t r e  une séquence  o l i g o s a c c h a r i d i q u e  (marqueur)  

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

c i a t i o n  ( l e c t i n e ) .  

1 - Transpor t  LntraceLtuLaire : Ce phénomène 

d é j à  d é c r i t  dans  l e  c h a p i t r e  c o n s a c r é  à l a  b i o s y n t h è s e  

( p .  73  ) ,  se t r a d u i t  p a r  un f l u x  e n t r e  membranes i n t r a -  

c e l l u l a i r e s  ( ~ a l a d e .  19751, m e t t a n t  en j e u  d e s  composants 



c o m p l é m e n t a i r e s  e t  a s s o c i é s  d e  f a ç o n  non c o v a l e n t e .  

La p l u p a r t  d e s  p r o d u i t s  i m p l i q u é s  é t a n t  de  n a t u r e  

g l y c o p r o t é i q u e  ( p r o t é i n e s  l y s o s o m a l e s ,  membrana i res  

e t  de  s é c r é t i o n ) ,  il y  a u r a i t  i n t e r a c t i o n  e n t r e  un 

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

p o r t é e  e t  un r é c e p t e u r  membrana i re  s p é c i f i q u e  d e  l a  

s équence  g l y c o s y l é e  ( 0 l d e n  e t  a L . ,  1 9 8 2 ) .  

2 - Les gLycannes  s o n t  p o r t e u r s  de s i g n a u x  

de r e c o n n a i s s a n c e  : Un exemple e s t  donné 

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

s u r f a c e  d e s  h é m a t i e s  ( ~ i n z l e r ,  1970;  Hughes, 1 9 7 6 ) .  

Les d é t e r m i n a n t s  a n t i g é n i q u e s  M e t  N s o n t  p o r t é s  

p a r  d e s  c h a î n e s  o l i g o s a c c h a r i d i q u e s  l i é e s  O-g lycos i -  

d iquement  à l a  g l y c o p r o t é i n e  c o n s t i t u t i v e  m a j e u r e  de  

l a  membrane é r y t h r o c y t a i r e  : l a  g l y c o p h o r i n e .  

3 - Les g l y c a n n e s  s o n t  des  messages d e s t i n é s  - 
à d e s  ceLLuLes c i b L e s  : Ils f i x e n t  l a  

d e s t i n é e  d e s  p r o t é i n e s  e x t r a c e l l u l a i r e s .  C e t t e  hypo- 

t h è s e  a  é t é  v é r i f i é e  p a r  l e  g r o u p e  d '  Ashwell ( ~ o r e l l  

e t  aL .  , 1968;  Ashwell  e t  M o r e l l ,  1971,  1974,  1977 e t  

1978)  q u i  a  démont ré  que l e s  g l y c o p r o t é i n e s  c i r c u l a n t e s  

p o u v a i e n t  ê t r e  s p é c i f i q u e m e n t  r e c o n n u e s  p a r  l a  membrane 

c y t o p l a s m i q u e  d e s  c e l l u l e s ,  p u i s  f i x é e s  s u r  c e l l e - c i ,  

e n d o c y t é e s  e t  d é g r a d é e s  d a n s  l e s  ly sosomes .  Ce mécan i s -  

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

d ' a u t r e  p a r t  d e s  r é c e p t e u r s  membrana i res  q u i  r e c o n n a i s -  

s e n t  s p é c i f i q u e m e n t  c e s  m o n o s a c c h a r i d e s  ou c e s  m o t i f s  

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

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

membrana i res  ( ~ a w a s a k i  e t  Ashwel l ,  1976; Monsigny e t  a L . ,  

1979)  c a r  i l s  en  p r é s e n t e n t  t o u t e s  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  

( ~ i s  e t  S h a r o n ,  1 9 7 7 ) .  Cinq exemples  de  p inocy tose -endo-  

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

d a n s  l e  t a b l e a u  II p .86  . 



TABLEAU II 

SYSTEMES DE RECONNAISSANCE FAISANT INTERVENIR DES RESIDUS GLYCOSYLS SPECIFIQUES DANS LE 

PHENOMENE DE PINOCYTOSE (INTERACTION CELLULE-MOLECULE) 

REFERENCES 

More11 et al., 
1968 

Prieels et al., 
1978 

Lunney et Ashwell, 
1976 

Neufeld et a1.,1975 

Stahl et a1.,1978 
Stahl et Schlesinger, 
1980 

TYPE CELLULAIRE 
IMPLIQUE 

I - 
~épatocytes de Mammifères 

Hépatocytes de ~ammifères 

~dpatocytes aviaires 

Fibroblastes humains 

Cellules du système réti- 
culoendothélial des Mam- 
mifères et macrophages 

t 

SPECIFICITE DU RECEPTEUR 
DE LA SURFACE CELLULAIRE 

Galactose (6-galactosyl-) 

a-Fucosyl (1 + 3 )  

M-acétylglucosamine 

Mannose-6-phosphate 

 ann no se/^-acétylgluco- 
samine 

LIGANDS RECONNUS PAR LE 
RECEPTEUR (EXEMPLES) 

~sialoglycoprot~ines plas- 
matiques (ex:asialocerulo- 
plasmine 

Asialotransferrine fuco- 
sylée 

Agalactoorosomucofde 

Enzymeslysosomiaux 
(ex:@-hexosaminidases, 
8-glucuronidase) 

Agalactoorosomucofde 
enzymes lysosomiaux 
(ex:@-glucuronidase, 
@-galactosidase,$ - 
hexosaminidase) 



4 - Les gLycannes sont responsables de L'adhé- 
sion ceLLuLaLre : Le concept dl 'Ashwell 

(interaction glycanne-récepteur) peut être étendu 

à la reconnaissance entre 2 types cellulaires dif- 

férents mettant en jeu le récepteur d'une cellule et 

le ligand lié sur l'autre cellule. Des modèles sim- 

ples illustrant ce phénomène de reconnaissance puis 

d'adhésion cellulaire ont été rapportés et concernent 

la fixation de cellules de microorganismes sur les 

cellules eucaryotes. En 1960, Gottschalk décrit la 

liaison du virus de l'Influenza au globule rouge par 

l'intermédiaire de l'acide N-acétylneuraminique. De 

même, l'adhésion des bactéries telles qulEscherichia 

coLl ou SaLmoneLLa typhimurlum aux cellules épithé- 

liales intestinales se fait par l'intermédiaire de 

motifs oligomannosidiques situés sur la surface de 

ces dernières (Barshavit et aL, 1977; Eshdat et al., 

1978; Firon et aL., 1983). Dans des systèmes cellulaires 

plus complexes, tels que chez les Mammifères, l'interac- 

tion entre les cellules, qui préside à la formation des 

tissus, a son importance dans la morphogénèse et la 

différenciation cellulaire (~arnefelt et al., 1978; 

Hakomori, 1981). Notons le sas de la fibronectine, gly- 

coprotéine majeure de la surface du fibroblaste, qui 

est directement impliquée dans le phénomène d'adhésion 

cellulaire (Vaheri et aL., 1978). Sa synthèse, défi- 

ciente dans une souche mutante de fibroblastes de hams- 

ters (les cellules BHK) entraîne de profondes modifi- 

cations morphologiques et adhésives des cellules (~ughes 

et Pena, 1978). De nombreux autres cas, en faveur du 

rôle primordial joué par la partie saccharidique des 

glycoprotéines dans le mécanisme de reconnaissance entre 

2 cellules, aboutissant à leur adhésion, sont revus par 

Hughes (1976) et Frazier et Glaser (1979). 



5 - L e s  g l y c a n n e s  j o u e n t  u n  rÔLe d é t e r m i n a n t  : 

a  - D a n s  l a  d u r é e  d e  v i e  d ' u n e  g l y c o p r o -  

t é i n e  c i r c u l a n t e ,  comme nous l'avons 

vu précédemment p. 85 au. sujet des récepteurs 

dl As hwell; 

b - D a n s  l a  d u r é e  d e  v i e  d ' u n e  c e l l u l e  

c i r c u l a n t e  . C'est la cas des érythrocytes dont l'ab- 
sence d'acide sialique sur la surface accélère leur 

élimination et leur phagocytose par les macrophages 

(Jancik et Schauer, 1974). 

c  - D a n s  l a  d i s t r i b u t i o n  d e  c e r t a i n e s  

c e l l u l e s  d a n s  l e s  o r g a n e s  s p é c i f i q u e s  . Un exemple 
est donné par la localisation splénique des lympho- 

cytes natifs de rat et leur rapide évacuation vers 

le foie après action des glycosidases (~oodruff et 

Woodruff, 1976). 

II - ROLE DES GLYCANNES DANS LES IGM 

Les Immunoglobulines ou anticorps (AC) présentent 

une double fonction; voir les revues générales de 

Winkelhake (1978) et Stott et Williamson (1982) : 

- une fonction adaptative de liaison avec la molécule 
étrangère ou antigène (Ag), avec un haut degré de 

spécificité; 

- de nombreuses autres interactions ayant pour but 
la protection de l1hôte(par inactivation de l'Ag et 

son élimination de llorganisme),et le contrôle de 

l'homéostase. 

C'est Porter, en 1959, qui fut le pionnier d'une 

telle distinction de fonction attribuable à des ré- 

gions topographiques differentes de la molécule. En 

1974, Spiegelberg simplifiait le problème en qualifiant 

la liaison avec l'Ag (revenant au fragment   ab) de fonc- 



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

p a r  l e  f r a g m e n t  Fc de s e c o n d a i r e s .  En f a i t ,  nous 

a l l o n s  v o i r ,  dans  l a  s u i t e  de  c e t  exposé ,  que 

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

t i o n s  a p p a r a î t  t o u t e  une s é r i e  d e  séquences  dyna- 

miques d o n t  l a  l i a i s o n  avec  l ' A g  n ' e s t  q u ' u n e  é t a p e  

parmi  c e s  évènements .  S i  l ' o n  s e  r é f è r e  à Edelman 

(1970)  q u i  p r o p o s a i t  que chaque  domaine a v a i t  é v o l u é  

en  vue d ' e x e r c e r  une f o n c t i o n  p a r t i c u l i è r e ,  l a  m u l t i -  

p l i c i t é  f o n c t i o n n e l l e  une I g  d o i t  ê t r e  r a t t a c h é e  à 

son  découpage s t r u c t u r a l  e n  domaines compacts .  

Après  a v o i r  b r i èvemen t  d é c r i t  l e s  f o n c t i o n s  

p o r t é e s  p a r  chacun d e s  domaines d ' u n e  IgM, nous e s -  

s a i e r o n s  d e  f i x e r  l e s  r ô l e s  r e v e n a n t  p l u s  p a r t i c u -  

l i è r e m e n t  à l a  p a r t i e  g l y c a n n i q u e .  Pendant  long temps ,  

l e s  b i o c h i m i s t e s  o n t  c o n s i d é r é  l ' h é t é r o g é n é i t é  d e s  g l y -  

c o p e p t i d e s  i s o l é s  d e s  c h a î n e s  l o u r d e s  d e s  Ig  t r o p  

é l e v é e  pour  q u ' u n  r ô l e  p u i s s e  ê t r e  a t t r i b u é  aux g l y -  

c a n n e s .  Ce n ' e s t  q u ' a p r è s  l e s  t r a v a u x  de  Torano e t  a L .  

(1977)  e t  Kehry e t  a L . ( i 9 7 9 ) ,  démont ran t  une c e r t a i n e  

homologie d e  s t r u c t u r e  d e s  c h a î n e s ,  e t  s a  c o n s e r v a t i o n  

au c o u r s  d e  l r E v o l u t i o n ,  que c e t t e  a t t i t u d e  a  é t é  r é -  

v i s é e  au  p r o f i t  d ' u n e  impor tance  f o n c t i o n n e l l e  s i g n i -  

f i c a t i v e  d e  l a  c o p u l e  g l u c i d i q u e .  

A - DIFFERENCIATION FONCTIONNELLE DES DOMAINES 

1 - Les domaines du f r a g m e n t  Fab ( " a n t i g e n -  

b i n d i n g " )  : Les 2 domaines v a r i a b l e s  ap-  

p a r t e n a n t  aux  c h a î n e s  H e t  L ( V H  e t  V ) s o n t  p r i n c i -  L 
palement  r e s p o n s a b l e s  de l a  f i x a t i o n  de  l ' A g .  C ' e s t  

l a  séquence  e n  a c i d e s  aminés d e s  3 r é g i o n s  hyperva-  

r i a b l e s  d e s  c h a î n e s  H e t  L ,  avec  t o u t e s  l e s  m o d i f i c a -  

t i o n s  q u ' e l l e  e s t  s u s c e p t i b l e  d e  s u b i r ,  q u i  c o n f è r e  

s a  t a i l l e  e t  s a  forme au s i t e  d e  combinaison ,  donc 

s a  s p é c i f i c i t é  ( ~ a i m o v i c h  e t  aL., 1970;  P o l j a k  e t  a L . ,  

1 9 7 3 ) .  L ' i d é a l ,  pour  un immunochimiste e s t  de  d é f i n i r  



une propriété ou une fonction portée par une mo- 

lécule d'Ac en termes de structure tri-dimension- 

nelle. C'est ce qui a été obtenu pour le site de 

liaison Ac-Ag grâce aux études cristallographiques 

aux rayons X. Il ressembl'e à un cône tronqué, de 
O 

dimensions : 35 10-15 x 6-10 A ( Poljak et aL., 

1973), dans lequel les résidus aromatiques tyrosine 

38 et phénylalanine 101 de la chaîne H et de la chaîne 

L occupent une position clef vis à vis du solvant 

et des molécules à lier (~dmunson et aL., 1975). 

Cette cavité est délimitée par les régions hyper- 

variables et diffère selon les caractéristiques de 

l'Ag à fixer : elle peut varier de l'aspect d'une 

crevasse pour les Ac dirigés contre un Ag hydro.phobe 

(~inkelhake et Voss, 1970) à celui d'une gouttière 

peu profonde si l'Ag est au contraire de nature hy- 

drophile (~avies et Padlan, 1975). L'intervention 

des 2 chaînes H et L est maintenant reconnue dans 

l'interaction avec l'Ag (~iberti, 1975) même si la 

réaction est promue par la chaîne H (~mzel et aL. , 
1974). 

Toujours dans le même but d'établir des relations 

structure-fonctions, les premiers domaines des régions 

constantes des chaînes H et L, respectivement C 1 et H 

CL, constitutifs du fragment Fab semblent jouer un rôle 

dans la formation des sites actifs par stabilisation 

des structures secondaire et tertiaire de ces sites 

 o or ring ton et Smith, 1972). En 1977, Dorrington et 

Tainter ont suggéré que ces deux domaines servaient 

d'espaceurs entre le site de liaison de l'Ag ek les 

domaines du fragment Fc. Ils doivent donc être consi- 

dérés comme des structures homologues majeures qui ont 

evolué afin de permettre l'expression de la molécule 

d ' immunoglobuline. 
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2 - Les d o m a i n e s  du f r a g m e n t  Fc ( " c r L s t a L L L s a b L e " )  

a - Domaine C 2 H 

Les fonctions effectrices des différents 

domaines des Ig ont principalement été étudiées chez 

les IgG. C'est pourquoi le rôle exact du domaine C 2 
Fi 

n'est pas connu car ce dernier n'a pas d'équivalent 

chez les IgG : il serait remplacé par la zone charnière. 

Il contrôlerait donc la stabilisation de la conformation 

moléculaire. 

b - Domaines C 3 et C 4 
H H 

a - Le domaine C 3 ne possède pas de 
U 

fonction propre : il semble impliqué avec le domaine 

C 4 dans les phénomènes de cytophilie et de cytotropis- 
Fi 

me vis à vis de certaines cellules réceptrices, et dans 

l'homéostase des IgM. 

Le catabolisme des Ig est soumis 

à un processus de régulation très complexe incluant 

à la fois des mécanismes communs à la dégradation de 

toutes les protéines plasmatiques et d'autres, plus 

sélectifs, participant à l'élimination de molécules 

endommagées. Du point de vue global, pour l'ensemble 

de l'organisme, la régulation est encore mal définie; 

deux mécanismes non spécifiques sont actuellement connus, 

le principal étant celui du métabolisme basal qui in- 

fluence la vitesse de dégradation des molécules si le 

niveau d'équilibre est déplacé, et l'autre, lfultra- 

filtration glomérulaire, au niveau rénal, qui tient 

compte de la charge et de la taille des molécules. 

Les processus empruntant une voie plus spécifique sont 

activés par des systèmes effecteurs incluant des récep- 

teurs qui assurent la liaison d'une Ig par reconnaissance 

de sites rendus accessibles par des modifications struc- 

turales de la molécule d'immunoglobuline. Ces mécanismes 



peuven t  e n t r a î n e r  une  r e l a t i o n  e n t r e  l a  c o n c e n t r a -  

t i o n  s é r i q u e  en  I g  e t  s a  v i t e s s e  de d é g r a d a t i o n .  Pour 

l e s  IgM, c o n t r a i r e m e n t  aux IgG, l a  demi-v ie  ( d e  6 

j o u r s )  e s t  i n d é p e n d a n t e  de  s a  c o n c e n t r a t i o n  s é r i q u e  : 

e l l e  e s t  donc i d e n t i q u e  chez  l e s  s u j e t s  a t t e i n t s  

d 'agammaglobulinémie ou de  p a r a p r o t é i n é m i e .  En f a i t ,  

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

chaque  c l a s s e  d t I g  p o s s è d e  s a  p r o p r e  v i t e s s e  d e  d i s -  

p a r i t i o n  d e  l a  c i r c u l a t i o n .  L e  c a t a b o l i s m e  d e s  IgM 

e s t  p r i n c i p a l e m e n t  l o c a l i s é  au  n i v e a u  du f o i e  ( ~ a l d m a n n  

e t  S t r o b e r ,  1969)  m a i s  il n e  p e u t  s e  l i m i t e r  à un 

s i t e  anatomique u n i q u e ;  il occupe une p l a c e  d i f f u s e  

d a n s  t o u t  l ' o r g a n i s m e  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  du sys t ème  

réticule-entothélial (SRE)  ou sys t ème  p h o g o c y t a i r e  

( ~ e n a c e r a f f  e t  aL.  , 19591, f a i s a n t  i n t e r v e n i r  d e s  

c e l l u l e s  p o r t e u s e s  d e  r é c e p t e u r s  s p é c i f i q u e s  d e s  mo- 

l é c u l e s  à é l i m i n e r .  Dans l e  c a s  l e  p l u s  s i m p l e  d e  c y t o -  

p h i l i e ,  il y  a  i n t e r a c t i o n  d i r e c t e  de  1 ' I g  avec  l e  

r é c e p t e u r  c e l l u l a i r e  s u i v i e  d e  l a  c a p t u r e  de  l a  mo- 

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

pendan t  l e q u e l  s ' e f f e c t u e  l a  p r o t é o l y s e ,  e t  de  l ' e x c r é -  

t i o n  d e s  c a t a b o l i t e s  d a n s  l e  m i l i e u  e x t é r i e u r .  Ce phé- 

nomène a p r i n c i p a l e m e n t  é t é  d é c r i t  pour  l e s  IgG ( U n k e l e s s  

e t  E i sen ,  1975;  D o r r i n g t o n ,  1 9 7 6 ) ;  de  nombreux r é s u l t a t s ,  

s o u v e n t  c o n t r a d i c t o i r e s  du f a i t  de l ' u t i l i s a t i o n  de 

s y s t è m e s  h é t é r o l o g u e s ,  o n t  é t é  o b t e n u s  pour  l e s  IgM, 

t e n d a n t  à prouver  l e u r  f a i b l e  a f f i n i t é  pour  l e s  r écep-  

t e u r s  p o r t é s  p a r  l e s  macrophages;  c e r t a i n s  a u t e u r s  : 

Rhodes (1973)  pour  l e s  IgM monomériques, e t  Lay e t  

N u s ~ e n z w e i g ~ ( l 9 6 9 ) ;  Askenase e t  Hayden (1974)  pour  l e s  

I g M  polymér iques ,  o n t  cependan t  démontré  l a  f i x a t i o n  

d e  complexes IgM-Ag-complément s u r  l e s  macrophages;  il 

s ' a g i t  dans  c e  c a s  du phénomène d e  c y t o t r o p i s m e ,  r e s -  

p o n s a b l e  d e  l ' é v o l u t i o n  de l a  r éponse  immune v e r s  une 

in f l ammat ion  l o c a l i s é e .  Le l i g a n d ,  s o u s  c e t t e  forme com- 

p l e x e ,  provoque une c o n c e n t r a t i o n  de  l ' A g  à l a  s u r f a c e  

du macrophage; il s ' e n s u i t  une a c t i v a t i o n  du macrophage 



q u i  d é c l e n c h e  l e  p r o c e s s u s  de p i n o c y t o s e - e x o c y t o s e  

( L e s l i e ,  1 9 8 0 ) .  Knutson e t  aL. (1977i  o n t  démontré  

que c ' e s t  l a  f i x a t i o n  du l i g a n d  s u r  l e  r é c e p t e u r  
I 

c e l l u l a i r e  q u i  e s t  l e  f a c t e u r  l i m i t a n t  du c a t a b o -  

l i s m e  c e l l u l a i r e  d e s  I g  c a r  l a  v i t e s s e  de dégrada-  

t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  e s t  c o n s t a n t e  q u e l l e  que s o i t  

l a  t a i l l e  du l i g a n d ;  d ' a u t r e  p a r t ,  l e s  r é c e p t e u r s  

s o n t  communs aux  I g  monomériques e t  aux complexes 

immuns, avec  cependan t  une a f f i n i t é  p l u s  é l e v é e  pour  

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

d e s  complexes immuns p a r  r a p p o r t  aux  I g  s e u l e s .  Les  

marqueurs  du c a t a b o l i s m e  d e s  IgG o n t  é t é  l o c a l i s é s  

t a n t ô t  s u r  l e  domaine C 2 ( ~ i n k e l h a k e  e t  N ico l son ,  
Y 

19761, t a n t ô t  s u r  l e  domaine C 3 (Yasmeen e t  aL. , 
Y 

1976) ,  a l o r s  que  Mc Nabb e t  a L . ( l 9 7 6 )  e t  Arend e t  

Webster (1977)  o n t  démontré  l a  n é c e s s i t é  d ' u n e  a s s o -  

c i a t i o n  d e s  2 domaines.  En c e  q u i  c o n c e r n e  l e s  IgM, 

l e  f r agmen t  Fc a  é t é  g loba lemen t  i m p l i q u é  dans  c e t t e  

f o n c t i o n  e f f e c t r i c e ,  s a n s  en  d é g a g e r  une r e s p o n s a b i -  

l i t é  p a r t i c u l i è r e  à un domaine ou à un a u t r e .  

B - Le domaine C 4 e s t  p o r t e u r  de  3 
Fi 

f o n c t i o n s  e s s e n t i e l l e s  : 

- a c t i v a t i o n  d e  l a  v o i e  c l a s s i q u e  du complément p a r  

f i x a t i o n  du composant C l  q  ; 

- c y t o p h i l i e  v i s  à v i s  d e s  c e l l u l e s  B d é c l e n c h a n t  l a  

r éponse  immune; 

- d e s  IgM; l e s  deux d e r n i è r e s  f o n c t i o n s  

s ' e x c l u a n t  mutue l lement  c a r  e l l e s  r e v i e n n e n t  r e s p e c t i -  

vement aux  IgM membranaire  e t  de s é c r é t i o n .  

( 1 ) A c t i v a t i o n  d e  l a  v o i e  c l a s s i q u e  du complément : Le 

complément e s t  un sys t ème  m u l t i p r o t é i q u e  composé de  11  

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

s e  t r a d u i t  p a r  l ' i n t e r a c t i o n  de l a  p r e m i è r e  s o u s - f r a c t i o n  

C l q  du composant C l  du complément avec  un complexe immun 



IgM-Ag s o l u b l e  ou f i x é  s u r  une s u r f a c e  c e l l u l a i r e  

(Augener e t  aL. , 1 9 7 1 ) .  E n s u i t e ,  v i e n n e n t  s e  f i x e r  

l e s  2 a u t r e s  s o u s - f r a c t i o n s  C l r  e t  C l s ,  avec  une  

c o n v e r s i o n  de c e t t e  d e r n i è r e  e n  C l  e s t é r a s e ,  en-  

t r a î n a n t  une s é r i e  d ' a c t i v a t i o n s ,  chacune  é t a n t  

r e s p o n s a b l e  de l a  c o n v e r s i o n  d ' u n  composant p r é -  

c u r s e u r  e n  enzyme a c t i f .  L 'évènement  f i n a l  e s t  une 

l y s e  c e l l u l a i r e  s i  l e  complexe a  é t é  formé s u r  l a  

membrane c e l l u l a i r e ,  d ' u n e  b a c t é r i e  p a r  exemple ,  ou 

l a  f o r m a t i o n  de c a t a b o l i t e s  r e s p o n s a b l e s  de  l ' i n f l a m -  

mat ion .  L e s  s t r u c t u r e s  d e s  I g M  r e s p o n s a b l e s  d e  c e t t e  

f i x a t i o n  o n t  é t é  é t u d i é e s  p a r  l e s  g r o u p e s  d e  H u r s t  

e t  aL .  (1974,  1975) e t  d e  Bubb e t  Conrad ie  (1976)  : 

l e  p r e m i e r  a  d é f i n i  une séquence  d e  24 r é s i d u s  d ' a c i -  

d e s  aminés  communs aux f r a g m e n t s  C 4 e t  C N B r S ,  l o c a -  
P 

l i s é e  du  c ô t é  N- terminal  d u  domaine C - t e r m i n a l .  Le 

deuxième groupe a  démontre  que l e  f r agmen t  Fc p f i x a i t  
5 

p l u s  f a c i l e m e n t  l e  composant Clq que l a  p r o t é i n e  n a t i v e ,  

p rouvan t  que  l a  c o n f o r m a t i o n  n a t i v e  n ' é t a i t  p a s  abso-  

lument r e q u i s e ,  q u ' e l l e  d e v a i t  p l u t ô t  masquer e n  p a r t i e  

l e  s i t e  a c t i f ;  d e  même, l e  f r agment  Cp4, r é d u i t  e t  

a l k y l é ,  e t  m ê m e  d é g l y c o s y l é ,  c o n s e r v e  son  a c t i v i t é .  

Johnson e t  Thames (1976)  e t  Isenman e t  aL. ( 1 9 7 7 )  o n t  

obse rvé  une  c o r r é l a t i o n  e n t r e  l ' e x p o s i t i o n  d e s  r é s i d u s  

a r o m a t i q u e s  t y r o s i n e  e t  t r y p t o p h a n e  e t  l a  f i x a t i o n  

du Clq,  démontrant  l e  r ô l e  p r i m o r d i a l  de  l a  p a r t i e  

p e p t i d i q u e  dans  c e t t e  f o n c t i o n  e f f e c t r i c e .  Récemment, 

E i r s h t e i n  e t  a L . ( i 9 8 2 )  l ' o n t  conf i rmé  e n  démont ran t  

que l e s  domaines r e s p o n s a b l e s  de  c e t t e  f o n c t i o n  é t a i e n t  

i n a c t i v é s  dans une m o l é c u l e  h y b r i d e  ob tenue  à p a r t i r  

d ' l  IgGa e t  d ' l  IgGb. 

( 2 )  A c t i o n  c y t o p h i l i q u e  v i s  à v i s  d e s  c e l l u l e s  B : La 

n a t u r e  d e  l a  c e l l u l e  du s y s t è m e  r é t i c u l o - e n d o t h é l i a l  

s u r  l a q u e l l e  s e  l i e  1 ' I g  d é t e r m i n e  l ' e f f e t  p h y s i o l o g i -  

que .  Nous avons vu précédemment que l e s  macrophages 



p h a g o c y t a i e n t  les complexes immuns g r â c e  à l e u r s  

r é c e p t e u r s  s p é c i f i q u e s  du f r agmen t  Fc d e s  I g .  La 

p r é s e n c e  d e  c e s  r é c e p t e u r s  e s t  d é t e c t é e  p a r  l a  

f o r m a t i o n  d e  " r o s e t t e s "  : d e s  complexes é r y t h r o -  

cyte-Ac a n t i - é r y t h r o c y t e  s o n t  i n c u b é s  en  p r é s e n c e  

de l a  p o p u l a t i o n  c e l l u l a i r e  à é t u d i e r ;  s i  l e s  c e l -  

l u l e s  p o s s è d e n t  d e s  r é c e p t e u r s  Fc; il y a  a d h é r e n c e  

d e s  é r y t h r o c y t e s  à l a  c e l l u l e  p a r  l ! i n t e r r n é d i a i r e  

de  l ' A c  fo rman t  une r o s e t t e .  Dans l e  c a s  d e s  macro- 

phages ,  l a  r é g i o n  F c  d e  1 ' I g  p a r t i c i p e  à l ' é v o l u t i o n  

de l a  r é p o n s e  immune; nous  a l l o n s  v o i r  que d a n s  l e  

c a s  d e s  I g M  monomériques, e l l e  e s t  a u s s i  i m p l i q u é e  

dans  s a  p romot ion .  D i f f é r e n t s  a u t e u r s   o or et ta e t  QL., 

1975; Mc Conne11 e t  Hurd, 1976;  Conrad ie  e t  Bubb, 

1977 e t  Bubb e t  Conrad ie ,  1978)  o n t  d é c o u y e r t  à l a  

s u r f a c e  d e s  lymphocytes  T l a  p r é s e n c e  d ' u n  r é c e p t e u r  

s p é c i f i q u e  du f r agmen t  C,,4. L ' i n t é g r a l i t é  s t r u c t u r a l e  

d e  c e  domaine e s t  r e q u i s e  pour  son  a c t i v i t é ,  m a i s  l a  

c h a î n e  o l i g o s a c c h a r i d i q u e  ne  semble p a s  i n t e r v e n i r  

( ~ u b b  e t  Conrad ie ,  1 9 7 8 ) .  Ces r é s u l t a t s  r e c o u p e n t  l e s  

données a c t u e l l e s  c o n c e r n a n t  l e s  IgM monomériques de 

s u r f a c e  ( v o i r  p . 6 1  1 .  C e l l e s - c i  p r é s e n t e n t  s e l o n  

K e h r y e t  aL .  (19801,  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d ' u n  r é c e p t e u r  

membranaire .  On p e u t  donc s u p p o s e r  q u ' a p r è s  i n t e r a c t i o n  

avec  s o n  r é c e p t e u r  Fc, 1 ' 1 g ~ ( m )  s e  f i x e  s u r  l a  membrane 

l y m p h o c y t a i r e  e t  d e v i e n t  à s o n  t o u r  r é c e p t e u r  d e  l ' A g .  

Après i n t e r a c t i o n  avec l ' A g ,  e l l e  provoque une s t i m u -  

l a t i o n  du lymphocyte i n d u i s a n t  s a  d i v i s i o n  e t  s a  d i f -  

f é r e n c i a t i o n  d o n t  l a  phase  f i n a l e  e s t  l a  s y n t h è s e  e t  

l a  s é c r é t i o n  d l IgM po lymér iques  de  même s p é c i f i c i t é  : 

c ' e s t  l ' e x p a n s i o n  c l o n a l e .  C e l l e - c i  i n f l u e n c e  l a  quan- 

t i t é  d 'Ac s y n t h é t i s é e  ( ~ t o t t  e t  Wi l l iamson,  1 9 8 2 ) .  L e s  

lymphocytes  B p o s s è d e n t  104 à 10' molécu les  d l IgM(m) 

à l e u r  s u r f a c e  ( d ' u n e  demi-v ie  d ' e n v i r o n  1  j o u r ) .  Les 

lymphocytes  d i f f é r e n c i é s  s é c r è t e n t  e n v i r o n  2000 molécu- 

l e s  d f l g ~ ( s )  p a r  seconde .  



( 3 )  P o l y m é r i s a t i o n  d e s  IgM : C e t t e  f o n c t i o n  e s t  s p é -  

c i f i q u e  d e s  I ~ M ( S )  q u i  p o s s è d e n t  une c y s t é i n e  e n  a v a n t  

d e r n i è r e  p o s i t i o n  C- te rmina le  ( 5 7 5 )  de  l a  c h a î n e  p 
s y 

r e s p o n s a b l e  de  l a  f o r m a t i o n  d e s  l i a i s o n s  d i s u l f u r e s  

e n t r e  l e s  u n i t é s  monomériques d e s  IgM. La c h a î n e  

1-im c o n s t i t u t i v e  d e s  IgM(m), p l u s  longue  de 21 

r é s i d u s  d ' a c i d e s  aminés ( v .  F i g .  18b; p .  60 ) e s t  dé-  

pourvue d e  c e  r é s i d u  c y s t é i n e  : l a  p o s i t i o n  5 7 5  e s t  

occupée p a r  une s é r i r i e .  

c - Rôle des ponts disulfures et de la 
zone charnière dans les fonctions 

des IgM. L ' i m p o r t a n c e  d e s  l i a i s o n s  

d i s u l f u r e s  i n t r a -  ou i n t e r c a t é n a i r e s  dépend de l a  

n é c e s s i t é  de  c o n s e r v a t i o n  de  l a  s t r u c t u r e  du s i t e  

a c t i f  r e s p o n s a b l e  d ' u n e  f o n c t i o n  donnée.  Hong e t  

Nisonoff  o n t  montré  en  1966 que l a  r é d u c t i o n  d e s  p o n t s  

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

s t é r é o c h i m i q u e s  e n t r e  Ag e t  s i t e  r é c e p t e u r  du f r agmen t  

Fab. De même, l e s  f o n c t i o n s  c o n t r ô l a n t  l e  c a t a b o l i s m e  

d e s  IgM semblen t  i n d é p e n d a n t e s  d e  l ' i n t é g r a l i t é  d e s  

l i a i s o n s  d i s u l f u r e s   orri ring ton, 1978) .  Par  c o n t r e ,  

l e s  r é s u l t a t s  c o n c e r n a n t  l a  f i x a t i o n  du composant C l q  

s u r  l e  f r agmen t  Fc o n t  é t é  longtemps  c o n t r a d i c t o i r e s  : 

c e r t a i n s  a u t e u r s  (Schur  e t  C h r i s t i a n ,  1964) o n t  montré  

que c e t t e  a c t i v i t é  é t a i t  c o n s e r v é e  en a b s e n c e  de  p o n t s  

d i s u l f u r e s ,  d ' a u t r e s  o n t  démontré  l e  c o n t r a i r e  ( I senman 

e t  aL. , 1 9 7 5 ) .  En f a i t ,  E l l e r s o n  e t  a L .  (1976)  o n t  

obse rvé  que  c ' e s t  l a  l i a i s o n  e n t r e  l e s  2 c h a î n e s  l o u r d e s  

(donc  c o n c e r n a n t  l e  f r agmen t  F c )  q u i  i m p o r t a i t  d a n s  

l ' i n t e r a c t i o n  de  1 ' I g  avec  l e  C l q .  

La zone c h a r n i è r e ,  s i t u é e  e n t r e  l e s  f r a g m e n t s  

Fab e t  Fc e s t  d i r e c t e m e n t  i m p l i q u é e  dans  l a  f l e x i b i l i t é  

d e  l a  m o l é c u l e ;  e l l e  p a r t i c i p e  donc à l ' a c t i v a t i o n  d e s  



fonctions effectrices  l le in e t  aL .  , 1981). 

d - Conclusion. De cette étude fonction- 
nelle des domaines, il résulte que relativement peu 

d'activités sont exprimées par des fragments repré- 

sentatifs d'un seul domaine. La majorite d'entre 

elles implique une collaboration entre différents 

domaines et semblerait même modulée par des frag- 

ments distants dans la molécule. Cela laisse aussi 

supposer qu'une information sous la forme de modifi- 

cations conformationnelles pourrait être transmise 

d'un domaine à l'autre à l'intérieur d'une sous-unité 

C'est ainsi que graduellement la molécule d l I g  est 

apparue régie dans ses relations structure-fonctions 

par des interactions plus subtiles que celles sous- 

entendues par l'hypothèse des domaines dtEdelman. 

B - FONCTIONS ATTRIBUABLES AUX CHAINES GLYCANNIQUES 
DES IGM 

1 - Les g L y c a n n e s  e t  La s t a b i L L s a t L o n  de  s t r u c -  

t u r e  des  l gM  : 

a - Leurs relations avec la chaîne polypep- 

tidique. 

En 1972, Marshall annonçait que les gly- 

cannes augmentaient la solubilité des Ig, de même que 

Leavitt e t  aL .  (1977). Chou et Fasman, en 1974, ont 

montré que le triplet accepteur ~ s n - ~ - ~ e r / ~ h r  de la 

glycosylation avait peu d'affinité pour une conformation 

en hélice a ou en feuillet6 ; sa préférence pour les 

structures courbes B , arrangées en "épingle à cheveuf' 

ou en f'coudeu, tend à disposer les chaînes glycanniques 

à la surface de la protéine, comme nous l'avons déjà 

noté (P. 4 9  ) .  Les glycannes forment ainsi une couche 

protectrice de la partie protéique contre le solvant 

et contre les agents protéolytiques. En 1978, Kaverzneva 



e t  a l . o n t  é t a b l i  un p a r a l l é l i s m e  e n t r e  l a  d e s t r u c -  

t i o n  de  l a  c o n f o r m a t i o n  n a t i v e  e t  l a  p e r t e  d e  30 

à 40% d e s  g l y c a n n e s  c o n s t i t u t i f s  d ' l  IgM. 

- Leur r ô l e  dans  l a  s t a b i l i s a t i o n  e t  l e s  

changements  de con fo rma t ion  : e s p a c e u r s  

i n t e r - d o m a i n e s .  

En 1 9 7 1 t  Shimizu  e t  0 l . n o t a i e n t  que  l e s  

c h a î n e s  o l i g o s a c c h a r i d i q u e s  " c r é a i e n t  d e s  e s p a c e s  

e n t r e  l e s  s o u s - u n i t é s ,  é v i t a n t  t o u t e  i n t e r f é r e n c e  

s t é r i q u e  p o s s i b l e  e n t r e  l e s  m u l t i p l e s  s i t e s  d e  l i a i -  

s o n  e t  f a v o r i s a n t  donc l ' e f f i c a c i t é  de  l e u r  e x p r e s -  

s i o n " .  Huber e t  aL .  (1976)  o n t  mont ré  que  d a n s  l e s  

I g G ,  l e s  g l y c a n n e s  empêchaien t  un c o n t a c t  p e p t i d i -  

que i n t e r c h a i n e  e n t r e  l e s  domaines  
Y 

2 e t  e n t r e  l e s  

domaines  C 1  e t  C 2 d ' u n e  m ê m e  c h a î n e  . Dans l e  
Y Y Y 

c a s  d e s  IgM c e  s o n t  l e s  domaines  C 3  q u i  n ' o n t  
P 

aucun  c o n t a c t .  D e i s e n h o f e r  (1981)  a  démon t ré  p a r  

é t u d e  c r i s t a l l o g r a p h i q u e  aux  r a y o n s  X du f r a g m e n t  

F e  d ' u n e  I g G  que l e s  a n t e n n e s  d e s  s t r u c t u r e s  g lycan -  

n i q u e s  l i é e s  en  a.-1,6 s u r  l e  noyau p e n t a s a c c h a r i d i q u e  

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

t a n d i s  que  l e s  a n t e n n e s  l i é e s  en  a -1 ,3  s o n t  i m p l i q u é e s  

d a n s  l e s  i n t e r a c t i o n s  g l y c a n n e - g l y c a n n e .  Rademacher 

e t  o L .  ( 1 9 8 3 )  o n t  o b s e r v é  parmi  l e s  s t r u c t u r e s  o l i g o -  

s a c c h a r i d i q u e s  du f r a g m e n t  Fc de p l u s i e u r s  IgG (Homme 

e t  L a p i n )  une c e r t a i n e  r i g i d i t é  d e s  a n t e n n e s  l i é e s  

e n  a - 1 , 3  p a r  r a p p o r t  à 'une r e l a t i v e  l i b e r t é  d ' o r i e n t a -  

t i o n  d e s  a n t e n n e s  l i é e s  en  a-1,6. '  P l u s  p a r t i c u l i è r e -  

ment s u r  une  IgG d e  Lap in ,  a p r e s  a v o i r  démon t ré  une 

h é t é r o g é n é i t é  s t r u c t u r a l e  du noyau, r é p u t é  i n v a r i a b l e ,  

e t  d e s  r é s i d u s  e x t e r n e s ,  i l s  n ' o n t  o b t e n u  aucune  c r i s -  

t a l l i s a t i o n  du f r a g m e n t  F c ,  s é l e c t i v e  de  c e s  d i f f é r e n t e s  

s t r u c t u r e s .  Les a u t e u r s  en  o n t  d é d u i t  que l e s  s é q u e n c e s  

s p é c i f i q u e s  d ' o l i g o s a c c h a r i d e s  n ' i n f l u e n ç a i e n t  pas  l e  



m a i n t i e n  de  l a  c o n f o r m a t i o n  p r o t é i q u e  ma i s  q u ' e l l e s  

d e v a i e n t ,  a i n s i  que l e s  a n t e n n e s  l i é e s  en  a - 1 , 6 ,  p a p  

t i c i p e r  à l ' é l a b o r a t i o n  de  " v a r i a n t s  s t r u c t u r a u x "  r e s -  

p o n s a b l e s  d e s  phénomènes de  r e c o n n a i s s a n c e  dans  l e s -  

q u e l s  l e s  immunoglobul ines  s o n t  i m p l i q u é e s .  

Les  o l i g o s a c c h a r i d e s  j o u e n t  a u s s i  un r ô l e  

d é c i s i f  dans  l e s  m o d i f i c a t i o n s  de  l a  c o n f o r m a t i o n .  

?ious l ' a v o n s  d é j à  annoncé  p .  82  , mais  nous  l u i  don- 

nons  i c i  t o u t e  s o n  i m p o r t a n c e  du f a i t  de  s o n  impact  

s u r  l e s  f o n c t i o n s  e f f e c t r i c e s  d e s  I g M .  D e i s e n h o f e r  

e t  a L .  !1976) e t  Huber et a L .  ( 1 9 7 6 )  o n t  démontré  

p a r  d i f f r a c t i o n  aux  r a y o n s  X que l e s  g l y c a n n e s  i n t e r -  

v e n a i e n t  d i r e c t e m e n t  d a n s  l a  c o n v e r s i o n  de l ' A c  s o u s  

forme l i b r e ,  f l e ~ i b l e , ~ ~ Y l t ,  en  forme complexée ( a v e c  1 ' A g ) ,  

 rigide,"^".^ l a  s u i t e  de  c e t t e  t r a n s f o r m a t i o n ,  l a  f l e x i -  

b i l i t é  d e s  c h a î n e s  g l y c a n n i q u e s  e s t  augmentée ( W i l l i a n  

e t  a L .  , 1977)  e n t r a î n a n t  i n é v i t a b l e m e n t  un changemerlt, 

de  c o n f o r m a t i o n  d e  l a  r é g i o n  Fc   chl les singer e t  CL. , 
1975;  Brown e t  Koshland ,  1975; Chiang  e t  Koshland ,  1 9 7 9 ) .  

D e  t e l l e s  m o d i f i c a t i o n s  s t r u c t u r a l e s  p rovoquen t  une ac -  

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

ment Fc  o ose e t  W i g z e l l ,  1 9 8 3 ) .  

c - Le rôle des glycannes dans i a  sécré- 

tion des IgM. 

La t h é o r i e  d t E y l a r  e s t  a u s s i  d i s c u t é e  i 
pour  l e s  I g  que pour  l e s  a u t r e s  g l y c o p r o t é i n e s  c a r  l e s  ! \ , t ; faf  1 

,--MJ' 

r é s u l t a t s  v a r i e n t  s e l o n  l a  c l a s s e  c o n s i d é r é e  ( ~ i c k m a n  

e t  a L .  , 1977;  Hickman e t  K o r n f e l d ,  1 9 7 8 ) .  Une 

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

t u n i c a m y c i n e  a  pu ê t r e  é t a b l i e  pour  l e s  d i f f é r e n t e s  

c l a s s e s  (IgM > IgE > I g A  > IgG) r e f l é t a n t  d i r e c t e m e n t  

l a  g l y c o s y l a t i o n  d e s  c h a î n e s  H i m p l i q u é e s  : l a  c o n c l u -  

s i o n ' s u i v a n t e  s ' i m p o s a i t  : l e  d e g r é  de  g l y c o s y l a t i o n  

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

g l y c a n n e s  d a n s  s o n  t r a n s p o r t  e t  s a  s é c r é t i o n .  Les 



L e s  t r a v a u x  de  Sidman (1981)  d e v a i e n t  rapidement  

l a  c o n t r e d i r e  c a r  i l s  démont ra ien t  l a  p o s s i b i l i t é  

d e  s é c r é t i o n  d ' l  I g D  en  p r é s e n c e  de tun icamyc ine ;  

o r  il e s t  b i e n  connu que l a  c h a î n e  6 es t  a u t a n t  

g l y c o s y l é e  que l a  c h a î n e  p  (Neuberger  e t  Rajewsky, 

1981). Rappelons que T a r t a k o f f  e t  aL. (1979)  o n t  

o b s e r v é ,  e n  p r é s e n c e  de  tun icamyc ine ,  l a  s y n t h è s e  

d e  c h a î n e s  ps,  l e u r  p o l y m é r i s a t i o n  e t  l a  s é c r é t i o n  

d l IgM non g l y c o s y l é e s  p a r  l a  c e l l u l e ,  avec  t o u t e f o i s  

un r a l e n t i s s e m e n t  d a n s  l a  c i n é t i q u e .  

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

que pour l e s  g l y c o p r o t é i n e s  e n  g é n é r a l  ( v o i r  p .  8 1  ) : 

c ' e s t  donc p l u t ô t  du p o i n t  de  vue f o n c t i o n n e l  que 

s y n t h é t i q u e  ( p a s s e p o r t  pour l ' e x c r é t i o n )  que l a  néces-  

s i t é  des  g l y c a n n e s  d o i t  ê t r e  c o n s i d é r é e .  

2 - Les g lycannes  comme s ignaux  d e  r e c o n n a i s -  

sance  : 

a - C a t a b o l i s m e  d e s  c o m p l e x e s  immuns. 

More11 e t  ~ i e s e n ' ( l 9 8 1 )  o n t  s u i v i  l a  

d é g r a d a t i o n  d e s  complexes immuns d e p u i s  l e  moment de 

l e u r  f i x a t i o n  s u r  l e  r é c e p t e u r  membranaire de l a  c e l -  

l u l e  p h a g o c y t a i r e  j u s q u ' à  l e u r  d i g e s t i o n  dans  l e  m i l i e u  

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

s i v e  de l a  r a d i o a c t i v i t é  l i é e  à c e s  complexes.  Leurs  

r é s u l t a t s  s o n t  en a c c o r d  avec  l e  phénomène de p inocy-  

t o s e  d é c r i t  p a r  L e s l i e  (1980) : a p r è s  i n g e s t i o n  du 

complexe p a r  endocy tose ,  c e l u i - c i  e s t  t r a n s p o r t é  i n t r a -  

c e l l u l a i r e m e n t  dans  d e s  v é s i c u l e s ;  p a r  f u s i o n  avec l e s  

lysosomes,  s u i v i e  d ' u n e  d i g e s t i o n  p a r  l e s  enzymes l y s o -  

somiaux il e s t  d é g r a d é  en s o u s - p r o d u i t s  q u i  s o n t  e x c r é -  

t é s  h o r s  de  l a  c e l l u l e  pa r  exocy tose  ( v o i r  F ig .22  

p .101  1. C e  schéma c a t a b o l i q u e  e s t  r e s s e m b l a n t  au phé- 

nomène de t r a n s p o r t  i n t r a c e l l u l a i r e  d é c r i t  p a r  Gogstad 

e t  ~ e l ~ e l a n d  (1982)  f a i s a n t  i n t e r v e n i r  d e s  sys tèmes  de  



F i g u a e  22 : S c h é m a  a e p a é n e n f a n t  d e n  d i g c é a e n f  e n  éf a p e n  U n p L i q u é e a  

dan4 Le  c a f a b o L i ~ m e  d e n  compLexen immun4 noLubLen 

( d ' a p a è n  L e n L i e ,  7980)  

( 7 )  A t t a c h e m e n t  d e o  Y g 5  m o n o m é a i g u e 4  a u x  s é c e p t e u a o  

Fc; 

(21 A t t a c h e m e n t  d e 4  c o m p L e x e 4  immun4 4 u a  c e 4  a é c e p -  

t e u n 4  ; 

/ 3 1 Y n g e o t i o n ;  

( 4 )  Ï a a n 4 p o n t  i n t n a c e l l u l a i a e  o o u 4  f o a m e  d e  p i n o ~ o m e o ;  

151  F u 4 i o n  a v e c  d e 4  l y 4 o 4 o m e 4 ;  

( 6 1  D i g e ~ t ~ o n  d e 4  l i p a n d 4 ;  

(7) L x c n é t i o n  d e 4  c a t a b o l i t e 4  . 



reconnaissance impliquant les oligosaccharides : 

les ligands (complexes immuns) seraient, grace.à 

des motifs oligosaccharidiques portés par leur 

fragment Fc, reconnus par les recepteurs membra- 

naires correspondants, déclenchant ensuite le pro- 

cessus d'invagination de la membrane et l'évolution 

catabolique du phénomène. Actuellement, l'interven- 

tion directe des glycannes dans ce mécanisme n'a pas 

encore été mise en évidence, les résultats des travaux 

de l'équipe de Baynes impliquant, d'une part les ré- 

sidus mannose dans l'élimination des complexes immuns 

à IgM ( ~ a ~  et Q L .  , 1980) et d'autre part les résidus 
de galactose dans l'élimination des complexes à IgG 

(Thornburg et Q L .  , 1980) ayant récemment été infir- 
més ( Baynes , 1983 ) .  Rappelons que Knutson et a L  

(1977) ont affirmé que l'étape de reconnaissance et 

de fixation du complexe sur le récepteur cellulaire 

était décisive. On peut donc penser que similairement 

au système de reconnaissance man no se/^-acétylglucosa- 

mine des enzymes lysosomiaux, porté par les macrophages 

l tah hl et a L .  , 19781, les complexes immuns sont 
éliminés par les macrophages, les cellules du foie 

(cellules de Kupffer) et les cellules du système réti- 

culo endothélial (cellules de la rate et de la moelle 

osseuse) par le même phénomène de reconnaissance spé - 
cifique entre motifs glucidiques. 

b - C o n t r ô l e  d e  l ' h o m é o s t a s e  d e s  IgM. 

La durée de vie d'une immunoglobuline 

est dépendante de l'intégralité de la fraction glycan- 

nique, de la même façon que celle d'une glycoprotéine 

plasmatique. Winkelhake et Nicolson (1976) ont démontré 

l'élimination rapide de la circulation d'Ac aglycosylés; 

par l'utilisation d'exo-glycosidases spécifiques ils 

ont noté que les Ac désialylés étaient rapidement 

captés par le foie alors que ceux amputés du galactose 

ou de la. N-acétylglucosamine étaient retrouvés au niveau 

des reins. C'est la région Fc qui semble responsable de 



ces phénomènes de reconnaissance de modèles altérés 

et plus particulièrement le domaine C y  2 chez les IgG, 

le seul à être glycosylé. 

Les oligosaccharides ne semblent pas es- 

sentiels à la sécrétion des immunoglobulines des cel- 

lules productrices; leur rôle est à considérer plutôt 

à l'extérieur de la cellule que lors du transport in- 

tracellulaire de 1'Ig en cours de maturation. Il est 

triple : 

- soit indirect : d'une part dans le maintien d'une 

certaine conformation (avec l'aide des ponts disul- 

fures et de la région charnière), et d'autre part dans 

l'établissement de ponctuations entre les domaines, 

assurant une coopération avec les chaînes polypeptidi- 

ques envers les fonctions effectrices, par des chan- 

gements structuraux subtils, après fixation de l'Ag 

et avant la reconnaissance du complexe immun par le 

récepteur Fc; 

- soit direct : en impliquant certains résidus ou 

motifs monosaccharidiques dans des phénomènes de recon- 

naissance cellulaires. 

Ces nombreux exemples prouvent que les 

glycannes sont de plus en plus impliqués dans des phé- 

nomènes à médiation cellulaire, comme des marqueurs 

porteurs d'une information et d'une reconnaissance 

discrètes. 



CHAPITRE V : CONCLUSIONS 

De l a  r e v u e  g é n é r a l e  que  nous venons  de p r é s e n t e r ,  

il r e s s o r t  que l e s  g lycocon jugués  s o n t  t r è s  r épandus  

dans  l e  monde v i v a n t  e t  que l e s  p r o g r è s  c o n c e r n a n t  

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

l o p p é s  d u r a n t  l a  d e r n i è r e  décade .  Malgré c e l a ,  l e s  con- 

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

e n c o r e  a c t u e l l e m e n t  un c e r t a i n  r e t a r d  s u r  c e l l e s  ob- 

t e n u e s  s u r  l e s  a c i d e s  n u c l é i q u e s   et^ les p r o t é i n e s ;  l e s  r a i s o n s  

de  l a  l e n t e u r  d e  c e  développement  p r o v i e n n e n t  c e r t a i -  

nement du f a i t  que  l e s  g l u c i d e s  c o n s t i t u t i f s  d e s  gly-  

cocon jugués  o n t  pendant  longtemps  é té  c o n s i d é r é s  comme 

d e s  s u b s t a n c e s  d e  r é s e r v e  ou de  s u p p o r t  s t r u c t u r a l .  

Ce n ' e s t  que  l o r s q u e  q u e l q u e s  s c i e n t i f i q u e s  o n t  compr i s  

que s e u l e  l a  c o n n a i s s a n c e  d e  l a  s t r u c t u r e  p r i m a i r e  d e s  

g l y c a n n e s  é t a i t  à l a  base  d ' u n e  " b i o l o g i e  m o l é c u l a i r e "  

e t  d ' u n e  p a t h o l o g i e  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  que s e  s o n t  

déve loppées  l e s  méthodes d ' i n v e s t i g a t i o n s  s t r u c t u r a l e s .  

phys iques ,  ch imiques  e t  enzymat iques .  

Grâce à c e t t e  t e c h n o l o g i e ,  depuks  une d i z a i n e  d ' a n -  

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

d é c r i t e s  e t  o n t  pe rmis  de p r o p o s e r  d e s  " l o i s  s t r u c t u r a -  

l e s " ;  c e l l e s - c i  c o n c e r n e n t  l a  s u b s t i t u t i o n  d ' u n  noyau 

p e n t a s a c c h a r i d i q u e  commun p a r  d e s  s t r u c t u r e s  o l i g o s a c -  

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

d e s  g l y c a n n e s .  Les  p r i n c i p a l e s  v a r i a b l e s  o b s e r v é e s  

c o n c e r n e n t  : 

- l e  nombre e t  l a  n a t u r e  d e s  a n t e n n e s ;  

- l a  n a t u r e ,  l e  nombre e t  l a  d i s t r i b u t i o n  d e s  l i a i s o n s  

g l y c o s i d i q u e s  d e s  monosacchar ides  e n  p o s i t i o n  t e r m i n a l e ,  

c ' e s t  à d i r e  : pour  l ' a c i d e  N-acé ty lneuramin ique  en 

a-2,b e t / o u  en  a - 2 , 3 ;  pour  l e  f u c o s e  en  a - 1 , 3  e t / o u  



e n  a - 1 , 6 ;  e t  pour  l e  g a l a c t o s e  e n  B - 1 , 4  e t / o u  e n  6 - 1 , 3 ;  

- l e  nombre e t  l e  t y p e  s t r u c t u r a l  d e s  g l y c a n n e s  l i é s  à 

l a  p r o t é i n e .  

A l a  l u m i è r e  de t o u t e s  c e s  é t u d e s  s t r u c t u r a l e s  

c e r t a i n e s  r è g l e s  de s u b s t i t u t i o n  e t  d ' e x c l u s i o n  mutuel -  

l e  e n t r e  r é s i d u s  g l u c i d i q u e s  s e  s o n t  dégagées   o on treuil, 

1 9 8 2 ) ,  f a c i l i t a n t  l ' é l u c i d a t i o n  d ' u n e  s t r u c t u r e  ou pe r -  

m e t t a n t  même s a  p r é d i c t i o n .  Malgré un nombre de  schémas 

s t r u c t u r a u x  t r è s  r e s t r e i n t ,  l e s  p o s s i b i l i t é s  d e  d i v e r -  

s i f i c a t i o n  mineure  s o n t  nombreuses e t  peuvent  p a r f o i s  

e n t r a î n e r  une h é t é r o g é n é i t é  s t r u c t u r a l e  i m p o r t a n t e  à 

l ' i n t é r i e u r  d ' u n e  même g l y c o p r o t é i n e .  

D 'une  a u t r e  f a ç o n ,  l ' é t u d e  de  nombreuses s t r u c t u r e s  

g l y c a n n i q u e s  a  permis  d ' é l u c i d e r  l e s  d i f f é r e n t e s  é t a p e s  

de  l a  b i o s y n t h è s e  d e s  p r o t é i n e s  N-g lycosy lées ,  l e  phé- 

nomène d e  g l y c o s y l a t i o n  semblan t  u n i v e r s e l .  

Le r ô l e  b i o l o g i q u e  e x a c t  d e s  g l u c i d e s  e s t  p a r  c o n t r e  

moins b i e n  r é s o l u .  Cependant ,  aucun d o u t e  ne  s u b s i s t e  

s u r  s a  r é a l i t é  s i  l ' o n  c o n s i d è r e  l a  c o n s e r v a t i o n  à t r a -  

v e r s  l f E v o l u t i o n  d e s  e s p è c e s  de  c e r t a i n e s  s t r u c t u r e s  

g l y c a n n i q u e s  e t  de  l e u r  p rocédé  b i o s y n t h é t i q u e ,  c e  der -  

n i e r  n é c e s s i t a n t  un dép lo iemen t  énorme d ' i n f o r m a t i o n  

g é n é t i q u e  pour  l a  p r o d u c t i o n  d 'enzymes ,  d e  s u b s t r a t s  e t  

de  c o f a c t e u r s .  

Compte-tenu des  données  a c t u e l l e s ,  l e s  s t r u c t u r e s  

o l i g o m a n n o s i d i q u e s ,  C O - t r a d u c t i o n n e l l e s ,  a p p a r a i s s e n t  

comme d e s  i n t e r m é d i a i r e s  m é t a b o l i q u e s  d a n s  l a  matura-  

t i o n  d e s  p r o t é i n e s  ne j o u a n t  un r ô l e  b i o l o g i q u e  q u ' a c -  

c e s s o i r e ;  e l l e s  s e r a i e n t  p l u t ô t  u t i l i s é e s  pour  m a i n t e n i r  

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

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

d e s  nombreuses d é g r a d a t i o n s  p r o t é o l y t i q u e s  a u x q u e l l e s  

e l l e  e s t  exposée .  Les s t r u c t u r e s  complexes,  au c o n t r a i r e ,  

c o n s t i t u e n t  l ' e s s n t i e l  d e s  m o d i f i c a t i o n s  p o s t - t r a -  

d u d t i o n n e l l e s  de  l a  g l y c o s y l a t i o n  e t  s o n t  por -  



. , 

teuses de spécificités biologiques. La participa- 

tion la plus importante-revient aux monosaccharides 

externes tels que le fucose et l'acide N- acétyl- 

neuraminique,. ce dernier pouvant contracter de nom- 

breuses liaisons différentes. Ils servent de signaux 

de reconnaissance et leur élimination de la molécule 

entraîne souvent une perte de la fonction biologique 

correspondante. 

Malgré l'avancement rapide des découvertes dans 

le domaine des glycoconjugués, de nombreuses questions 

restent à résoudre. Elles concernent, nous l'avons vu, 

le rôle exact des glycannes dans les glycoprotéines, 

mais aussi la biosynthèse même des glycannes, du fait 

de la complexité de ses réactions, et sa régulation : 

- pourquoi un intermédiaire lipidique transporteur 
(DOI-P-P) ? 

- pourquoi la présence de glucose (3 résidus 
terminaux) dans le précurseur alors qu'il n'est pra- 

tiquement jamais retrouvé dans une glycoprotéine ma- 

ture ? 

- pourquoi un précursëur si long puisqu'il doit 

ensuite être raccourci par l'action de glycosidases 

spécifiques ? 

Ce n'est que par l'étude structurale étendue à 

des glycoprotéines de sources très diverses, et par 

l'emploi de nouveaux outils tels que les anticorps 

monoclonaux et certains mutants bien définis que ces 

différents problèmes pourront être élucidés. 

Toutefois, la méthodologie d'investigation struc- 

turale est maintenant suffisamment maîtrisée pour en- 

treprendre des études comparatives entre glycoprotéines 

normales et pathologiques , afin d'en dégager des in- 
formations sur la pathologie des glycannes, donc sur 

leur métabolisme . C'est ce que nods avons essayé 
d'obtenir au cours de nos travaux . 



M A T E R I E L  ET M E T H O D E S  



1 - O R I G I N E  DES IMMUNOGLOBULIXES 

Les immunoglobulines  IgM q u i  c o n s t i t u e n t  l e  ma- 

t é r i a u  u t i l i s é  l o r s  d e  c e t t e  é t u d e  o n t  été p r é p a r é e s  

à p a r t i r  de  p r é l è v e m e n t s  i n d i v i d u e l s .  

A - IgM PATHOLOGIQUES 

Les é c h a n t i l l o n s  d l IgM p u r i f i é e s ,  p r o v e n a n t  

d e  p a t i e n t s  a t t e i n t s  d e  macroglobul inémie  d e  Waldens  

t rom (EsP, D U B ,  SCH, L A U ,  MOS, C A I ,  L E T ,  G I R ,  D E N ,  

COL)  nous o n t  a imablement  é t é  f o u r n i s  à l ' é t a t  l yo -  

p h i l i s é  p a r  l e  D r  Mihaesco ( H ô p i t a l  S a i n t - L o u i s ,  P a r i s ;  

U n i t é  INSERM U 108 : Immunochimie e t  Immunopathologie) .  

Deux sérums d e  malades  . a t t e i n t s  d e  l a  même 

a f f e c t i o n  (GRA)  e t  ( z A J )  nous o n t  é t é  envoyés  p a r  l e  

D r  S a l e u n  ( C e n t r e  Dépar t emen ta l  de T r a n s f u s i o n  Sanguine  

de  ~ r e s t ) ,  e t  l e s  6 a u t r e s  p ré l èvemen t s  (DID, ROS, C O U ,  

REN,  VAS, LEC) nous o n t  é t é  c o n f i é s  s o u s  forme de  p l a s -  

maphérèses  p a r  l e  P r o f .  Bo iv in  ( ~ ô p i t a l  Beaujon ,  P a r i s ;  

U n i t é  INSERM U 160 : Enzymologie des  c e l l u l e s  s a n g u i n e s ) .  

B - IgM NORMALES 

Les IgM normales  o n t  é t é  i s o l é e s  d e  8  sérums 

normaux i n d i v i d u e l s ,  dons  du D r  S o u l i e r  ( C e n t r e  N a t i o -  

n a l  d e  T r a n s f u s i o n  Sangu ine ,  P a r i s ) .  

II - PREPARATION DES I@ 

A - IgM PATHOLOGIQUES 
1 - Ciassification physico-chimique des IgM: 

Leur p r é p a r a t i o n  c o n s i s t e ,  dans  un p remie r  temps ,  à ob- 

t e n i r  une f r a c t i o n  e n r i c h i e  e n  IgM. Auparavant ,  un 

é c h a n t i l l o n  d e  chaque p ré l èvemen t  e s t  soumis  à t r o i s  



t e s t s  phys icoch imiques  q u i  p e r m e t t e n t  de  c a r a c t é r i s e r  

l e  t y p e  d ' immunoglobul ine  é t u d i é e .  

a  - Ï e a t  d e  X i a  . '  119241. . C a r a c t é r i s -  .................... 
t i q u e  d ' u n e  e u g l o b u l i n e .  Le t e s t  e s t  p o s i t i f  q u a n d . 2  

ou 3 g o u t t e s  de sérum ou d e  plasma f o r m e n t  un p r é c i -  

p i t é  b l a n c h â t r e  e n  tombant d a n s  un t u b e  c o n t e n a n t  

d e  l ' e a u  d i s t i l l é e .  

b - Ï e o t  d e  c / z g o p / ~ é c i p i k a - t i o n .  Carac-  ---------- ---=--------.---- 

t é r i s t i q u e  d ' u n e  c r y o g l o b u l i n e  ( ~ e r n e r  e t  Watson, 

1947) .  Un é c h a n t i l l o n  s é r i q u e  ou p l a s m a t i q u e ,  l a i s s é  

au  r epos  à d°C, p r é c i p i t e  ou g é l i f i e  d a n s  l e  c a s  d ' u n e  

c r y o g l o b u l i n e .  
- 

c - / e o t  d e  p g n o p / r é c i p i Z a k i o n .  Carac-  
---,,--,- ------a-------- 

t é r i s t i q u e  d ' u n e  p y r o g l o b u l i n e  ( M a r t i n  e t  Mathieson ,  

1953) .  I n v e r s e m e n t ,  un é c h a n t i l l o n  c o n t e n a n t  une  pyr<r 

g l o b u l i n e  p e u t  p r é c i p i t e r  à t e m p é r a t u r e  o r d i n a i r e  ou à 

une t e m p é r a t u r e  compr i se  e n t r e  20 e t  56OC. 

C e t t e  c l a s s i f i c a t i o n  permet une o r i en -  

t a t i o n  du mode d e  p r é p a r a t i o n  d e s  IgM à i s o l e r .  

En c e  q u i  c o n c e r n e  l e s  p l a s m a p h é r è s e s ,  une d é f i b r i n a t i o n  

d o i t  ê t r e  e f f e c t u é e  a v a n t  t o u t e  é t a p e  d e  p u r i f i c a t i o n  : 

un c a i l l o t  de f i b r i n e  e s t  o b t e n u ,  s e l o n  Haupt " 2  

( 1 9 7 0 ) ,  a p r è s  a d d i t i o n  de  1 2  m l  de  CaC12 1 , 3  Mpar l i t r e  

de  plasma; a p r è s  un  r e p o s  d ' u n e  h e u r e  à 4OC, l e  c a i l l o t  

e s t  é l i m i n é  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  à f r o i d ,  30 min. à 7000 

2 -I,Préparation.des euglobulines: (Les  cond i -  

t i o n s  maximales d e  p r é c i p i t a t i o n  de  l t I g M  a é t u d i e r  s o n t  

d é t e r m i n é e s  en t r a ç a n t  une c o u r b e  d e  Vargues ( 1 9 5 5 ) .  C e l l e -  

c i  t r a d u i t  l ' i n s o l u b i l i t é  d e s  immunoglobulines  e n  f o n c t i o n  

du pH e t  permet d e  s é l e c t i o n n e r  un pH optimum de  p r é c i -  

p i t a t i o n ,  p l u t ô t  a l c a l i n  ( e x  : pH 7 , 8 )  pour 1  IgM e u g l o -  

b u l i n i q u e  con taminée  p a r  1  IgG, c e l l e - c i  p r é c i p i t a n t  sou- 

v e n t  à un pH p l u s  a c i d e - ( e x  : pH 6 ) .  S e l o n  c e t  exemple,  



1 ' IgM s e r a  p r é c i p i t é e  p a r  d i a l y s e  du sérum d i l u é  10 

f o i s ,  c o n t r e  du tampon u n i v e r s e l  de  B r i t t o n  e t  Robinson 

0 , 0 0 5  M à pH 7 , 8 ,  pendan t  une n u i t  à 4 O C .  Le p r é c i p i t é  

r e c u e i l l i  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  e s t  r e d i s s o u s  dans  un 

minimum de  NaCl 0 , 1 5  M .  La même o p é r a t i o n  de  p r é c i p i -  

t a t i o n -  d i s s o l u t i o n  e s t  r é p é t é e  3  f o i s .  

3 - P r é p a r a t i ~ n ~ d e s  c n y o g l o b u l i n e s :  

E l l e  r e p o s e  s u r  l a  p r o p r i é t é  d e  l ' i m m u n o g l o b u l i n e  de 

p r é c i p i t e r  à f r o i d  e t  s u r  l a  r é v e r s i b i l i t é  d e  l a  r é a c -  

t i o n .  Le sérum, r é p a r t i  dans  d e s  p o t s  à c e n t r i f u g e r ,  

e s t  l a i s s é  au  r e p o s  une n u i t  à 4 O C .  Le p r é c i p i t é  formé 

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

30 min. à 36 000 tou r s / rn in .  (Beckman Sp inco  50, r o t o r  

4 0 ) ;  il e s t  r e d i s s o u s  à 37OC dans  du tampon phospha te  

de  p o t a s s i u m  0 , 3  M ,  NaCl 0 , l  M ,  pH 7 , 3  e t  c e n t r i f u g é  

à nouveau d a n s  l e s  mêmes c o n d i t i o n s .  Après q u a t r e  cy-  

c l e s  : l a v a g e  du p r é c i p i t é - c e n t r i f u g a t i o n ,  l a  d e r n i è r e  

u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  e s t  e f f e c t u é e  pendant  50 min.  à 

46 000 tou r s / rn in .  ( r o t o r  5 0 ) .  L e  p r é c i p i t é  e s t  a l o r s  

r e d i s s o u s  dans  un minimum de  NaCl 0 , 1 5  M .  

4 - P r é p a r a t i o n  d e s  p y r o g l o b u l i n e s : . D a n s  

c e  c a s ,  l a  p r o p r i é t é  de  1 ' IgM de  p r é c i p i t e r  à l a  cha -  

l e u r  n e  p e u t  ê t r e  u t i l i s é e  c a r  l a  r é a c t i o n  e s t  i r r é -  

v e r s i b l e .  La p r é p a r a t i o n  e s t  donc l a  même que pour  une 

IgM non t h e r m o l a b i l e  e t  dépend uniquement de  s o n  ca rac -  

t è r e  e u -  ou p s e u d o g l o b u l i n i q u e .  

5 - P r é p a r a t i o n  d e s  macro-pseudoglobul ines :  . 

Par  o p p o s i t i o n  aux macro -eug lobu l ines ,  e l l e s  p r é c i p i -  

t e n t  e n  p r é s e n c e  de c o n c e n t r a t i o n s  s a l i n e s  é l e v é e s ,  

notamment e n t r e  40 e t  50% d e  s a t u r a t i o n  e n  s u l f a t e  

d'ammonium pour  l e s  IgM. Une s o l u t i o n  de  s u l f a t e  d 'am- 

monium s a t u r é e  e s t  a j o u t é e  au sérum avec  a g i t a t i o n  ma- . 

g n é t i q u e ;  l e  p r é c i p i t é  r e c u e i l l i  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  e t  

r e d i s s o u s  d a n s  une s o l u t i o n  de NaCl 0 , 1 5  M ,  e s t  soumis 



à une n o u v e l l e  p r é c i p i t a t i o n .  L e  p r é c i p i t é  f i n a l  e s t  

l a v é  abondamment p a r  d i a l y s e s  s u c c e s s i v e s  c o n t r e  de  

l ' e a u  d i s t i l l é e ,  pour  é l i m i n e r  l e  s u l f a t e  d'ammonium 

e t  r e d i s s o u s  d a n s  un minimum de  s o l u t i o n  NaCl 0 , 1 5  M; 

il e s t  d i a l y s é  pendant  24 h  à 4OC c o n t r e  c e t t e  même 

s o l u t i o n .  

B - I Q M  NORMALES 
- 

La c o n c e n t r a t i o n  en  IgM d ' u n  sérum normal  é t a n t  

f a i b l e  (0,s à 1 g / l ) ,  nous  avons  s u i v i  l a  méthode de  

Wichman e t  Borg (1977)  q u i  p r o p o s e  un e n r i c h i s s e m e n t  

e n  IgM p a r  ch romatograph ie  d ' a f f i n i t é  s u r  une c o l o n n e  

de pro tamine-Sepharose  4B. LIIgM i n t e r a g i t  avec  l a  

p ro tamine  à pH n e u t r e  e t  e s t  é l u é e  de  l a  c o l o n n e  p a r  

.augmentat ion d e  l a  f o r c e  i o n i q u e  à l ' a i d e  de  NaCl. 

Préparation de l'adsorbant: 

a  - A c t i v a t i o n  d u  .Séphaaode .El le  e s t  ....................... 
r é a l i s é  se . lon ~ a r c h  e t  al. (1974.) p a r  r é a c t i o n  à 

f r o i d  ( a g i t a t i o n  pendant  2 min. e x a c t e m e n t )  d ' u n e  

s o l u t i o n  d e  bromure d e  cyanogène d a n s  l ' a c é t o n i t r i l e  

( 1  g/ml d ' a c é t o n i t r i l e )  avec  une s o l u t i o n  de  Sépharose  

4 B  dans  du c a r b o n a t e  d e  p o t a s s i u m  2 M ,  à r a i s o n  de  250 

mg de C N B r  p a r  m l  de  Sepharose  à a c t i v e r .  La s u s p e n s i o n  

e s t  l a v é e  abondamment à l ' e a u  f r o i d e  p a r  f i l t r a t i o n  

s u r  v e r r e  f r i t t é  pour  é l i m i n e r  t o u t e  t r a c e  de  bromure 

de cyanogène.  

O - Couplage Sephaaude 4 ~ - p r i u i m i n e . O , 4 ~ $ g  

de  p ro tamine  l i b r e  ( g r a d e  I V  d e  chez  S igma) ,  e n  s o l u t i o n  

dans  50 m l  de  b i c a r b o n a t e  de  sodium 0 , 1  M, e s t  a j o u t é e ,  

a p r è s  a j u s t e m e n t  d e  pH à 8 , 9 ,  à 100 m l  de  Sepharose  4B 

a c t i v é .  Une a g i t a t i o n  magnét ique  e s t  main tenue  pendan t  

18 h à l a  t e m p é r a t u r e  du l a b o r a t o i r e .  La s u s p e n s i o n  e s t  

e n s u i t e  l a v é e  i n t e n s i v e m e n t  s u r  f i l t r e  en  v e r r e  f r i t t é  

p a r  1  1 d e  s o l u k i o n  f r o i d e  de  b i c a r b o n a t e  d e  sodium 0 , 1  M .  



Le S e p h a r o s e , r e p r i s  e n s u i t e  p a r  400 m l  d ' u n e  s o l u t i o n  de  

g l y c o c o l l e  M e t  a g i t é  pendan t  2  à 3 h .  à l a  t e m p é r a t u r e  

a m b i a n t e ,  e s t  f i l t r é ,  l a v é  à l '  e a u  d i s t i l l é e  e t  é q u i l i b r é  

avec  l e  tampon d e  c h r o m a t o g r a p h i e  d e  g e l  f i l t r a t i o n . ( L e  

g l y c o c o l l e  a  pour  b u t  d e  b l o q u e r  l e s  groupements  f o n c t i o n -  

n e l s  r é s i d u e l s  du S e p h a r o s e ) .  

2 - Isolement des laM: 

a - A d o o a p t i o n  d e 4  JgM 4 é n i g u e 4 .  La p r e m i è r e  ---------------- ------ ---- 
é t a p e  d e  l a  p u r i f i c a t i o n  c o n s i s t e  à mélange r  dans  un  er-  

lenmeyer  ( 1 0 0  m l )  de  p r o t a m i n e  - S e p h a r o s e  4B é q u i l i b r é e  

avec  du tampon p h o s p h a t e  pH 7 , 4  (1) ( p h o s p h a t e  de  sodium 

0 ,08  M , NaCl 0 ,077  M , a z i d e  d e  sodium 0 , 0 2  % ) e t  un v o l u -  

m e  d ' e a u  d i s t i l l é e  ( 2 0 0  m l )  . La s u s p e n s i o n  es t  a g i t é e  

pendant  3 h .  à 4OC . 

6 - E l u k i o n  d e 4  p a o t é i n e o  . L e  g e l  e s t  e n s u i t e  ...................... 
f i l t r é  e t  l a v é  à t e m p é r a t u r e  o r d i n a i r e  a v e c  400 m l  d e  

tampon p h o s p h a t e  pH 7 , 4  (1) d i l u é  ( 1  volume tampon / 2 

volumes H Z O )  . Le g e l  e s t  e n s u i t e  v e r s é  d a n s  une c o l o n n e  

de  160 m l  ( 2 , 6  x 30 cm ) ; il e s t  b l e u t é  du f a i t  d e  l ' a -  

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

p r o t é i n e s  non a d s o r b é e s  e s t  s u i v i e  p a r  l e c t u r e  de  l a  DO à 

280 nm d a n s  l e  l i q u i d e  e f f l u e n t  ; quand l ' a b s o r p t i o n  de-  

v i e n t  n u l l e  l ' é l u t i o n  d e s  p r o t é i n e s  a d s o r b é e s  e s t  amorcée 

p a r  p a s s a g e  s u r  l a  c o l o n n e  du tampon p h o s p h a t e  pH 7 , 4  ( I I )  

non d i l u é  ( p h o s p h a t e  d e  sodium 0 , 0 8  M ,  NaCl 1 , l  M ,  a z i -  

de  de  sodium 0 , 0 2  % ) .  

Les f r a c t i o n s  a b s o r b a n t  à 280 nm s o n t  r a s s e m b l é e s  , d i a -  

l y s é e s  c o n t r e  du tampon T r i s  H C 1  0 , l  M ,  NaCl 1  M ,  g l y -  

c i n e  0 , 0 1  M pH 8 , 0  ( a z i d e  d e  sodium 0 ,02  % ) ,  e t  

c o n c e n t r é e s  p a r  u l t r a f i l t r a t i o n  s o u s  p r e s s i o n  d ' a z o t e  , 
dans  une  c e l l u l e  D i a f 1 0 , s u r  membrane Amicon ( UM 10 ) .  



C - PURIFICATION DE LA FRACTION ENRICHIE EN I R M .  

La d e r n i è r e  é t a p e  d e  p u r i f i c a t i o n  d e s  f r a c t i o n s  

e n r i c h i e s  en IgM, o b t e n u e s  dans  l e s  d i f f é r e n t s  c a s ,  

e s t  une g e l - f i l t r a t i o n  à 4OC s u r  c o l o n n e  d e  Sepharose  

6 B  (Pharmacia  - F i n e  Chemica l s )  ( 5  x 100 cm) s t a b i l i s é e  

d a n s  l e  tampon T r i s  H C 1  pH 8 , O g  , d é c r i t  précédemment.  

Le d é b i t  de l ' é l u t i o n  e s t  r é g l é  à 20 ml/h e t  l e s  

f r a c t i o n s  r e c u e l l l i e s  o n t  un volume d e  4  m l .  C e l l e s  

c o r r e s p o n d a n t  à 1 ' IgM s o n t  r a s s e m b l é e s ,  c o n c e n t r é e s  

p a r  u l t r a f  i l t r a t i o n  ( D i a f l o )  , e t  d i a l y s é e s  c o n t r e  

une s o l u t i . o n  de NaCl 0 , 1 5  M .  

D - VERIFICATION DE L'HOMOGENEITE DES IgM PREPAREES. 

La p u r e t é  d e s  p r é p a r a t i o n s  d ' IgM a é t é  é t a b l i e  

p a r  c o n t r ô l e  d e s  c r i t è r e s  immunologiques o b t e n u s  

p a r  d i f f é r e n t e s  t e c h n i q u e s .  La c o n c e n t r a t i o n  p r o t é i q u e  

d e s  é c h a n t i l l o n s  e s t  d é t e r m i n é e  p a r  l a  méthode d e  

Lowry ef a 1 . ( 1 9 5 1 ) .  

1- Electrophorèse sur acétate de cellulose : E l l e  

e s t  r é a l i s é e  s e l o n  Kaplan e t  Savory ( 1 9 6 5 )  à t e m p é r a t u r e  

ambian te ,  dans  du tampon v é r o n a l  0 , 0 9  M pH 8 , 6  pendant  

17 min. à 250 V .  Les p r o t é i n e s  s o n t  r é v é l é e s  p a r  

une c o l o r a t i o n  au rouge  ponceau .  

2 - Immunoélectrophorèse sur gélose : Nous avons  

u t i l i s é  l a  mic ro techn ique  d e  Sche idegger  ( 1955)  a d a p t é e  

à l a  méthode de  Graba r  e t  Wi l l i ams  ( 1 9 5 5 ) .  La p remiè re  

é t a p e ,  é l e c t r o p h o r é t i q u e  es t  e f f e c t u é e  à l a  t e m p é r a t u r e  

du l a b o r a t o i r e ,  e n  tampon v é r o n a l  0 , l  M pH 8 , 2  pendant  

2 h .  s o u s  une t e n s i o n  d e  2 1 ,  V o l t s .  La deuxième é t a p e ,  

immunologique, c o n s i s t e  e n  une d i f f u s i o n  d e s  p r o t é i n e s  

q u i  o n t  migré c o n t r e  un sérum d e  l a p i n  a n t i  IgM e t  

c o n t r e  un  sérum humain normal .  E l l e  se déve loppe  

pendant  48 h ,  t o u j o u r s  à t e m p é r a t u r e  ambiante. .  Les 

p r o t é i n e s  s o n t  r é v é l é e s  p a r  l e  r é a c t i f  à 1'Amidoschwartz .  



3 - lmmunodiffusion double : L e  p rocédé  d 1 0 u c h -  

t e r l o n y  ( 1 9 4 9 )  p e r m e t ,  p a r  une d i f f u s i o n  d e  48 h  

à 1 8 - 2 0 0 ~  e n  g e l  d ' a g a r ,  d e  r e p é r e r  l e s  complexes  

A n t i c o r p s - A n t i g è n e  (Ac-Ag) s o u s  fo rme  d ' u n  t r a i t  

d e  p r é c i p i t a t i o n .  Une v a r i a n t e  d e  c e t t e  t e c h n i q u e  

( ~ a r t m a n n  e t  Tailliez, 1957)  p e u t  ê t r e  a d a p t é e  à 

un dosage  s e m i - q u a n t i t a t i f  d ' a n t i g è n e  (Ag)  ou d ' a n t i c o r p s  

( A c ) .  

4 - lmrnunodiffusion radiale : La méthode p roposée  

p a r  Mlancini e t  a d . ( 1 9 6 5 )  e s t  q u a n t i t a t i v e .  E l l e  c o n s i s t e  

e n  une  d i f f u s i o n  r a d i a l e  ( 4 8  h  à t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e )  

d a n s  l ' a g a r o s e  c o n t e n a n t  l ' a n t i c o r p s ,  de  l ' a n t i g è n e  

c o r r e s p o n d a n t ,  d é p o s é  d a n s  un p u i t s  ; a u t o u r  de  c e  

p u i t s  s e  forme un h a l o  c l a i r  s o u l i g n é  d ' u n  a r c  d e  

p r é c i p i t a t i o n  d o n t  l e  d i a m è t r e  e s t  p r o p o r t i o n n e l  

à l a  q u a n t i t é  d 'Ag.  

II - STRATEG XE D '  ETUDE DES IgM 

Le t r a v a i l  q u e  nous  avons  e n t r e p r i s  c o n c e r n a n t  

p l u s i e u r s  I g M ,  l a  même mé thodo log ie  s e r a  a p p l i q u é e  

à chacune  d  ' e l l e s ,  d e p u i s  s a  p u r i f i c a t i o n  j u s q u  ' à 

l ' a n a l y s e  s t r u c t u r a l e  d ' u n e  c h a î n e  g l y c a n n i q u e  donnée ,  

D e s  compara i sons  s e r o n t  donc  a u t o r i s é e s  e n t r e  l e s  

r é s u l t a t s  o b t e n u s  a u  c o u r s  d e s  d i f f é r e n t s  s t a d e s  

d ' i n v e s t i g a t i o n .  Q u a t r e  é t a p e s  p r i n c i p a l e s  se dégagen t  

d e  c e t t e  démarche : 

A - CARACTERISATION C H I M I Q U E  DES I e M  PURIFIEES. 

1 - Composition en acides aminés : La compo- 

. s i t i o n  d e s  IgM en  a c i d e s  aminés  e s t  d é t e r m i n é e  p a r  

c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  r é s i n e s  é c h a n g e u s e s  d ' i o n s  ( a u t o a n a -  

l y s e u r  Beckman 120 C ) ,  s e l o n  Spackman ef a A . ( 1 9 5 8 ) .  Les 

IgM s o n t  soumises  à une h y d r o l y s e  a c i d e  ( H C 1  6N) 

e n  t u b e  s ce l l é  s o u s  v i d e  à 10S°C pendan t  22,  48,  

72 e t  96 h .  L e s . o s a m i n e s  s o n t  l i b é r é e s  p a r  une h y d r o l y s e  

p l u s  douce ( H C 1  4N 4  h .  à 100°C) .  La c y s t é i n e  e t  

l a  m é t h i o n i n e  s o n t  d é t e r m i n é e s  a p r è s  o x y d a t i o n  p e r i o d i -  

q u e ,  r e s p e c t i v e m e n t  e n  a c i d e  c y s t é i q u e  e t  en  m é t h i o n i n e  

s u l f o n e  s e l o n  Moore ( 1 9 6 3 ) .  



2 - Composi t ion c e n t é s i m a l e  e n  monosacchar ides  

La compos i t ion  c e n t é s i m a l e  e n  o s e s  e s t  o b t e n u e  p a r  

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

d a n s  l a  monographie d e  M o n t r e u i l  e t  S p i k  (1963)  

a - Dooage deo oneo n e u t n e o .  Les o s e s  neu- ------ ------------------- 
t r e s  t o t a u x  s o n t  d é t e r m i n é s  p a r  l e u r  r é a c t i o n  a v e c  

l l o r c i n o l  s u l f u r i q u e  s e l o n  l a  méthode de  T i l l m a n s  

e t  P h i l i p p i  ( 1 9 2 9 )  m o d i f i é e  p a r  Rimington ( 1 9 3 1 ) .  

b - Dooage deo ooamineo. Les osamines  l i b é -  ------ --------------- 
r é e s  p a r  h y d r o l y s e  c h l o r h y d r i q u e  ( ~ c l  4N 4h. à 100°C) 

s o n t  d o s é e s  a p r è s  n e u t r a l i s a t i o n ,  p a r  l e  p rocédé  

d l E l s o n  e t  Morgan ( 1 9 3 3 ) ,  m o d i f i é  p a r  B e l c h e r  e t  a L . ( L 9 5 4 ) .  

c - Dooage deo a c i d e 4  o i a l i q u e o  ~ o ~ a u x .  - ---- ------------------- ----------- 
Les a.c+des s i a l i q u e s  l i b r e s  ou c o n j u g u é s  s o n t  d o s é s  

p a r  l e  r é a c t i f  d e  Dische ( 1 9 3 0 )  à l a  d iphény lamine ,  

s e l o n  l a  méthode d e  Werner e t  Odin ( 1 9 5 2 ) .  

3 - Composit.ion m o l a i r e  en monosaccha r ides  : 

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

ob tenus  p a r  ch romatograph ie  e n  p h a s e  gazeuse  a p r è s  

méthanoly se s e l o n  un procédé personnel déc r i t  dans 1 ' a r t i c l e  

M o  L page 1 2 4  . C e l u i - c i  permet  une é t u d e  différentielle 

d e s  o s e s  n e u t r e s  e t  aminés ,  c e s  d e r n i e r s  é t a n t  i d e n t i f i é s  

p a r  un d é t e c t e u r  t h e r m o i o n i q u e  s é l e c t i f  d e s  composés 

a z o t é s  e t  phosphorés .  Au c o u r s  d e s  é t a p e s  u l t é r i e u r e s  

d ' é t u d e s  s t r u c t u r a l e s  l a  méthode de  Z a n e t t a  ek a L . ( 1 9 7 2 )  

a  é t é  u t i l i s é e  s a n s  d iminuer  l a  v a l i d i t é  d e s  p r e m i e r s  

r é s u l t a t s .  

Fournet  e t  a l .  ( communication p e r s o n n e l l e )  o n t  a d a p t é  l a  

t e c h n i q u e  d e  Z a n e t t a  à d e s  m i c r o q u a n t i t é s  d e  p r o d u i t  

( e x .  5 p g d l o l i g o s a c c h a r i d e  a u x q u e l s  s o n t  a j o u t é s  

2 iJ g  d ' é t a l o n  i n t e r n e  : l e  m é s o i n o s i t o l )  i n t r o d u i t e s  

----- L - - L - d a n s  un f r agmen t  d e  p i p e t t e  P a s t e u r  bouché e n  forme 
- - - . - . - . - d e  cône e t  lui-même p l a c é  d a n s  un p e t i t  t u b e  à méthano lyse  



Après l y o p h i l i s a t i o n  l e  p r o d u i t  e s t  mé thano lysé  p e n d a n t  

24 h .  à 8S0C en  p r e n a n t  s o i n  d e  s a t u r e r  l e  m i l i e u  e x t é -  

r i e u r  avec  du  mé thano l  c h l o r h y d r i q u e  0 , s  N .  Après  évapo-  

r a t i o n  s o u s  a z o t e  l e  r é s i d u  e s t  r e p r i s  p a r  20 p l  d e  

d i c h l o r o m é t h a n e  e t  20111 d ' a n h y d r i d e  t r i f l u o r o a c é t i q u e ,  

e t  l e  m i l i e u  e x t é r i e u r  es t  s a t u r é  avec  c e  même mélange  

r é a c t i o n n e l .  Une é t u d e  c i n é t i q u e  d e  l a  r é a c t i o n  d e  

t r i f l u o r o a c é t y l a t i o n  a  prouvé  q u ' e l l e  é t a i t  c o m p l è t e  

a p r è s  un s é j o u r  d e  2  h .  à l ' é t u d e  à 37OC. 

4 - C a r a c t é r i s a t i o n  des ac ides s i a l i q u e s  : 

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

q u e s  l e  p l u s  s o u v e n t  s o u s  l a  fo rme  N-acylée .  La d i s t r + b u -  

t i o n  d e s  r a d i c a u x  N-acyl semble  l i m i t é e  a u  r a d i c a l  

N-acé ty l  c h e z  l'Homme ( v o i r  l a  r e v u e  g é n é r a l e  de  

M o n t r e u i l ,  1 9 8 2 ) ,  e t  au  r a d i c a l  N-g lyco ly l  chez  l e s  a u t r e s  

animaux.  L e  d e r n i e r  groupement a  é t é  i d e n t i f i é  p a r  B r e n c k l e  

e t  K o r n f e l d  ( 1 9 8 0 )  d a n s  une IgM d e  plasmocytome d e  S o u r i s  

p a r  Aminoff ef a A . ( 1 9 7 9 )  dans  une  g l y c o p r o t é i n e  s é c r g t é e  

p a r  l a  g l a n d e  s o u s - m a x i l l a i r e  d e  P o r c ,  e t  p a r  I n o u e  

e t  aL . (1979)  d a n s  un o l i g o s a c c h a r i d e  c o n s t i t u t i f  d e  

l ' o e u f  de  T r u i t e .  A f i n  de  v é r i f i e r  l a  n a t u r e  d e s  a c i d e s  

s i a l i q u e s  c o n t e n u s  d a n s  l e s  IgM é t u d i é e s  nous  a v o n s  u t i -  

l i s é  l a  méthode d é c r i t e  p a r  S c h a u e r  ( 1 9 7 8 )  q u i  pe rme t  de  

d i f f é r e n c i e r  l e s  deux r a d i c a u x  N-acé ty l  e t  N - g l y c o l y l ,  

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

g a z e u s e .  Dans c e  d e r n i e r  c a s  l e s  r a d i c a u x  N-acyl 

l i b é r é s  p a r  m é t h a n o l y s e  s o n t  s y s t é m a t i q u e m e n t  N - r é a c é t y l é s  

d a n s  l ' é t a p e  s u i v a n t e .  La t e c h n i q u e  de  Schaue r  c o n s i s t e  

en  une  h y d r o l y s e  f o r m i q u e  douce ( a j u s t a g e  du m i l i e u  

r é a c t i o n n e l  à pH 2.,2 a v e c  de  l ' a c i d e  fo rmique  IN) 1  h .  

d a n s  un b a i n  m a r i e  à 70°C. Après  d e s s a l a g e  s u r  r é s i n e  

Dowex 50 W X 2 (200-400 mesh) e t  c o n c e n t r a t i o n  a u  Bucchi  

en  p r é s e n c e  d e  m é t h a n o l ,  l e s  a c i d e s  s i a l i q u e s  r e c u e i l l i s  

s o n t  soumis  à une c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  couche  mince s u r  

p l a q u e  de  c e l l u l o s e  ( M e r c k ) .  La p l a q u e  e s t  soumise  à une 

p r é - m i g r a t i o n  d a n s  H C 1  O , ï N ,  l ' é c h a n t i l l o n  e s t  d é p o s é ,  

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

s o l v a n t  : n - b u t a n o l ,  n -p ropano l ,  H C 1  0 , l N  ( 1 / 2 / 1  ; v / v ) .  



Les a c i d e s  s i a l i q u e s  s o n t  r é v é l é s  à l lO°C en  a tmosphère  

humide, a p r è s  p u l v é r i s a t i o n  du r é a c t i f  o r û i n o l / ~ e ~ l  3 

d é c r i t  p a r  Schauer .  

5 = Caractérisation des chaînes légères et 
leur glycosylation éventuelle : 

a - 9mmunoéLect/ropho/rèae. _-Les c h a î n e s  - ..................... 
l é g è r e s  s o n t  i d e n t i f i é e s  p a r  immunoélec t rophorèse  d e  

1 ' IgM n a t i v e  c o n t r e  les  sé rums  immuns d e  l a p i n  a n t i - c h a î n e  L 

L o u x d e ~ .  E l l e  e s t  r é a l i s é e  p a r  r é d u c t i o n  e t  a l k y l a t i o n  -------- 
d e  1 ' IgM d ' a p r è s  Suzuch i  e t  Deutsch ( 1 9 6 7 ) .  Les p o n t s  

d i s u l f u r e s  i n t e r c a t é n a i r e s  s o n t  rompus p a r  un a g e n t  

r é d u c t e u r  : l e  6 -mercap toé thano l  1M s o u s  a z o t e ,  à pH 8,O 

pendant  3 h .  à l a  t e m p é r a t u r e  du l a b o r a t o i r e .  Les groupe-  

ments SH a i n s i  l i b é r é s  s o n t  b l o q u é s  p a r  un a g e n t  a l k y l a n t  

l ' i o d o a c é t a m i d e  1M à pH 8,0 pendant  1  h .  à t e m p é r a t u r e  

ambian te .  Les r é a c t i f s  e n  e x c è s  s o n t  é l i m i n é s  p a r  d i a l y s e  

c o n t r e  u n e  s o l u t i o n  d ' a c i d e  a c é t i q u e  I M .  Après  concen- 

t r a t i o n  p a r  u l t r a f i l t r a t i o n  l e  mélange d e s  c h a î n e s  e s t  

soumis à une g e l - f i l t r a t i o n  s u r  une c o l o n n e  d e  Sephadex 

G 100 ( 2 , 6  x 80 cm) é l u é e  p a r  de  l ' a c i d e  a c é t i q u e  1M. 

c - Pu/rijCicafion de4 chaîne4  L nu/r immune- ........................................ 
ad4oabant .  Le p remie r  p i c  é l u é  de l a  c o l o n n e  c i - d e s s u s ,  ---------- 
c o r r e s p o n d a n t  aux c h a î n e s  L ,  e s t  p u r i f i é  s u r  un immuno- 

a d s o r b a n t  c o n t e n a n t  un sérum immum d e  l a p i n  monospéc i f ique  

a n t i - c h a î n e  K humaine ou a n t i - c h a î n e  X ( p r o d u i t s  Dako) 

s e l o n  l e  t y p e  é t u d i é .  Le c o u p l a g e  du sérum immun s u r  l e  

Sepharose  4B, p r é a c t i v é  a u  bromurede cyanogène (Pharmacia  

F ine  Chemica l s )  e s t  e f f e c t u é  s e l o n  l e  p rocédé  d e  Axén 

e t  a 1 . ( 1 9 6 7 )  : il a  l i e u  e n  tampon b i c a r b o n a t e  d e  sodium 

G , l M ,  NaCl 0 , s  M ,  pH 8 , s  p a r  a g i t a t i o n  douce une  n u i t  à 

-.-- -- - 4OC. I l  e s t  s u i v i  p a r  l a  mesure de  l ' a b s o r p t i o n  du 
---- -- - - - - - - - - - -. - - - - -. - - -- -- 



du s u r n a g e a n t  à 280 nm. Après  un l a v a g e  d e s t i n é  à é l i m i n e r  

l e  m a t é r i e l  non f i x é  l e s  groupements  a c t i f s  du S e p h a r o s e  

l a i s s é s  l i b r e s  s o n t  b l o q u é s  p a r  a c t i o n  d ' u n e  s o l u t i o n  

d l é t h a n o l a m i n e  1M pendan t  2  h .  à pH 8,O.  L e  g e l  e s t  v e r s é  

d a n s  une c o l o n n e  en  v e r r e  ( 1  x 13 cm) e t  r i n c é  abondamment 

p a r  une s o l u t i o n  d e  NaCl 0 , 1 5  M .  L1 immunoadso rp t ion  e s t  

r é a l i s é e  p a r  c o n t a c t  du p r o d u i t  à p u r i f i e r  d a n s  un volume 

é q u i v a l e n t  aux  3/4 d e  c e l u i  du g e l ,  e n v i r o n  1  h .  à 

t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e .  La c o l o n n e  e s t  e n s u i t e  l a v é e  p a r  3 

f o i s  s o n  volume d e  NaCl 0 , 1 5  M ( l a  DO à 280 nm é t a n t  

s u i v i e  d a n s  l ' é l u a t )  e t  l a  s u b s t a n c e  immunoadsorbée 

( c h a î n e  L) e s t  d é c r o c h é e  p a r  du tampon g l y c o c o l l e  H C 1  

0,i.M pH 2 , s .  L e  g e l  e s t  e n s u i t e  l a v é  a v e c  du tampon 

g l y c o c o l l e  pH 2 , 2  e t  r é é q u i l i b r é  a v e c  l a  s o l u t i o n  d e  

NaCl 0 , 1 5  M .  Après  d i a l y s e  c o n t r e  une  s o l u t i o n  d e  NaCl 

0 , 1 5  M e t  c o n c e n t r a t i o n  p a r  u l t r a f i l t r a t i o n ,  chaque  

c h a î n e  légère e s t  soumise  à une  immunoé lec t rophorèse  

pour  c o n t r ô l e r  s a  p u r e t é .  

d  - &tude d'une glyco4~&afion é v e n t u e l l e  .................... ----------------- 
de4 chaîne4 L. S e l o n  Shimizu  e t  ad ( 1971 ) 15 % d e s  c h a î n e s  -------------- 
l é g è r e s  s o n t  g l y c o s y l é e s  parmi l e s  immunoglobul ines  

humaines .  Nous avons  donc r e c h e r c h é  c e t t e  é v e n t u a l i t é  en  

a n a l y s a n t  l e s  s u c r e s  l i b é r é s  a p r è s  mé thano lyse  p a r  

c h r o m a t o g r a p h i e  en  phase  g a z e u s e .  

B .-E'REPARATION DES CHAINES OLIGOSACCHARIDIQUES.  

1 - Hydrazinolyse : L e s  u n i t é s  o l i g o s a c c h a r i -  

d i q u e s  s o n t  o b t e n u e s  d i r e c t e m e n t  à p a r t i r  de  l l I g M  n a t i v e  

p a r  h y d r a z i n o l y s e  s e l o n  Bayard e t  M o n t r e u i l  ( 1 9 7 4 ) .  

l ' h y d r a z i n e  a n h y d r e  coupe l a  l i a i s o n  amide u n i s s a n t  l a  

p a r t i e  g l u c i d i q u e  à l a  c h a î n e  p o l y p e p t i d i q u e .  L e s  

, c o n d i t i o n s  d e  l a  r é a c t i o n  a i n s i  que  l e  t r a i t e m e n t  d e s  

h y d r a z i n o l y s a t s  s o n t  d é c r i t s  p .166 .Les  groupements  "amine" 

d e s  g l y c a n n e s  o b t e n u s  é t a n t  N - d é s a c é t y l é s ,  une N-réacé-  

t y l a t i o n  e s t  e f f e c t u é e  s e l o n  l a  méthode de  Read ing  



ef al (~978). La fraction glycannique est dissoute dans 

1 ml de bicarbonate de sodium saturé et N-réacétylée par 

5 additions successives, toutes les 20 min., d'anhydride 

acétique. Une purification est effectuée par gel filtra- 

tion sur colonne de Bio-Gel P-2 (1,s x 32 cm) et élution 

par une solution aqueuse d'acide acétique à 1 '$ (v/v)- 

2 --Réduction et purification des glycannes : 

Les conditions expérimentales de la réduction par le 

borohydrure tritié, selon Takasaki et Kobata (1978) sont 

decrites p.166. La fraction oligosaccharidique ainsi traitée 

est soumise à un dessalage sur une colonne de Bio-Gel 

P-2 (1,s x 70 cm) dans l'eau distillée. Lors de leur 

élution de la colonne les glycannes sont repérés par 

pulvérisation avec le réactif à l'orcinol sulfurique 

(200 mg d'orcinol dans 100 ml d'une solution aqueuse à 

20 % d'acide sulfurique) des spots correspondant aux 
fractions recueillies et déposées sur un fragment de 

gel de silice. 

3 - Fractionnement dés ol'igosaccharides purifiés 
La  résolution^ des oligosaccharides en différentes frac- 

tions par chromatographie d'affinité sur colonne de 

concanavaline A (Con A) immobilisée sur Sepharose 4B 
est décrite p. 166. Ce fractionnement a été réalisé en tenant 

compte de l'affinité différenciée de la Con A pour 

certains motifs glycanniques, propriété décrite par 

Debray et Montreuil (1978) ; Narasimhan et ad (1979) 

Montreuil et aL (1983 ) ; Debray ef aL (1983) et Debray 

et aL (1984). Un calibrage de la colonne avec des 

structures connues (cf. p.166)a permis'&individualiser 

trois fractions : 

- une fraction A non retenue, éluée avec le ........................ 
tampon d'équilibration, constituée de structures tri- e+ 

tétraantennées ; 



- une  f r a c t i o n  B f a i b l e m e n t  r e t e n u e ,  é l u é e  ---------------_--------- --A - - - 
a v e c  u n e  r n o l a r i t e  d e  0 , 0 1  M e n  a - m é t h y l  - D  

g l u c o s i d e ,  composée  d e  s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e s  ; 

- u n e  f r a c t i o n  C ' f o r t e m e n t ,  retenue , é l u é e  ----------------------------- 
a v e c  u n e  r n o l a r i t é  e n  a ' -  rné thy l  - D - g l u c o s i d e  d e  

0 , 3  M ,  n e  c o n t e n a n t  q u e  d.es s t r u c t u r e s  o l i g o r n a n n o s i d i q u e s .  

4 - Caractérisation des oligosaccharides 
après fractionnement : A p r è s  l e u r  r é s o l u t i o n  s u r  ConA 

l e s  f r a c t i o n s  g l y c o n n i q u e s  s o n t  s o u m i s e s  à u n e  a n a l y s e  

q u a n t i t a t i v e  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  e n  p h a s e  g a z e u s e  a p r è s  

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

t u r n ) .  P a r a l l è l e m e n t  u n e  a n a l y s e  q u a l i t a t i v e  e s t  e f f e c t u é e  

p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  c o u c h e  m i n c e  ( T L C )  s u r  p l a q u e  d e  

g e l  d e  s i l i c e  60 ( W e r c k j  d a n s  l e s  s y s t è m e s  s o l v a n t s  

s u i v a n t s  : 

- s o l v a n t  r a p i d e  ( B a y a r d  e t  a l ,  1 9 7 9 ) )  p o u r  -------------- 
l e s  s t r u c t u r e s  N - a c é t y l l a c t o s a r n i n i q u e s  : é t h a n o l ,  

n - b u t a n o l ,  p y r i d i n e ,  e a u ,  a c i d e  a c é t i q u e  ( 1 0 0 / 1 0 / 1 0 / 3 0 / 3 ;  

v / v )  ; 

- s o l v a n t  " l e n t t 1  ( Pa10 e t  S a v o l a i n e n ,  1972 ) , 
--------a----- 

p o u r  l e s  s t r u c t u r e s  o l i g o r n a n n o s i d i q u e s  : n - b u t a n o l ,  

a c i d e  a c é t i q u e ,  e a u  ( 2 / 1 / 1  ; v j v ) .  

L e s  s t r u c t u r e s  de  r é f é r e n c e ,  u t i l i s é e s  comme t é m o i n s  d e  

m i g r a t i o n  s o n t  i n d i q u é e s  p . 1 6 7  . 

C - APPROCHE STRUCTURALE DES OLIGOSACCHARIDES. 

1 - Sous-fractionnement des fractions obtenues 

sur colonne de ConA : Une a m é l i o r a t i o n  d e  l a  r é s o l u t i o n  

d e s  d i f f é r e n t s  g r o u p e s  s t r u c t u r a u x  s ' i m p o s a i t  a v a n t  d e  

l e u r  a p p l i q u e r  l e s  t e c h n i q u e s  d ' é t u d e  s t r u c t u r a l e .  Les 



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

t y p e  d e  g l y c a n n e  a u q u e l  il s ' a d r e s s e  : 

a - Chnomatopaehie Zipuide haufe p n e ~ d i o n .  __-------- -- ------ .................... 
Une r é s o l u t i o n  d e s  f r a c t i o n s  o l i g o m a n n o s i d i q u e s  e s t  

e f f e c t u é e  p a r  ch romatograph ie  l i q u i d e  h a u t e  p r e s s i o n  s u r  

une c o l o n n e  Amino AS-5 A d e  5  P m  ( T o u z a r t  e t  Mat ignon)  

s e l o n  P a z - P a r e n t e  e t  a l  ( 1 9 8 2 a ) ;  l ' é l u t i o n  d e s  ol igoman- 

n o s i d e s  d e  t a i l l e s  d i f f é r e n t e s  e s t  o b t e n u e  p a r  un 

g r a d i e n t  a c é t o n i t r i l e - e a u .  Les c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s  

d e  c e t t e  s é p a r a t i o n  s o n t  d é c r i t e s  p.183 . 
b - &lecfnophonè~e  à hauf voLfage Aun -_--------------------------- ----- 

paeien. Les f r a c t i o n s  d e  t y p e  N - a c é t y l l a c t o s a m i n i q u e  -- ---- 
s o n t  s é p a r é e s  e n  s o u s - f r a c t i o n s  n e u t r e  ( N ) ,  monos ia lyLée  

(MS) e t  d i s i a l y l é e  (DS) p a r  é l e c t r o p h o r è s e  p r é p a r a t i v e  

à h a u t  v o l t a g e  ( 7 5 v / c m )  s u r  p a p i e r  Whatman 3  MM, e n  

tampon a c é t a t e  d e  p y r i d i n e  pH 5 , 4 ,  3 h .  à 4OC s e l o n  l a  

méthode d e  Grimmonprez e t  M o n t r e u i l  ( 1 9 6 8 ) .  Le v o l t a g e  

e s t  main tenu  c o n s t a n t  à 4  KV e t  l ' i n t e n s i t é  e s t  r é g l é e  

e n t r e  60 m A e t  100 m A de  f a ç o n  à n e  p a s  a t t e i n d r e  n i  

d é p a s s e r  une  p u i s s a n c e  de400 W .  Après  une m i g r a t i o n  d e  

3 h .  à 4OC l e s  t é m o i n s  d e  m i g r a t i o n  : n e u t r e  ( S o ) ,  

m o n o s i a l y l é  ( S I )  e t  d i s i a l y l é  ( S , )  d d e  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  

( ~ f . ~ . 1 6 7 )  s o n t  r é v é l é s  p a r  l a  méthode au n i t r a t e  d ' a r g e n t  

s e l o n  T r e v e l y a n  e t  al ( 1 9 5 0 ) .  Le r e s t e  d e  l a  f e u i l l e  

e s t  découpé e n  bandes  d e  1  cm e t  l e s  p r o d u i t s  é t u d i é s  

s o n t  r e p é r é s  a p r è s  é l u t i o n  d e s  bandes  dans  1  m l  d ' e a u  

d i s t i l l é e  e t  comptage d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  p a r  a d d i t i o n  

de  4  m l  d e  l i q u i d e  s c i n t i l l a n t  ( ~ ~ u a l y t e ~ '  : J . T .  Baker 

Chemicals  BV,  Deven te r ,  The N e t h e r l a n d s ) .  

2 - Etude s t r u c t u r a l e  des o l igosacchar ides : 

L ' a p p r o c h e  s t r u c t u r a l e  d e  nombreux g l y c a n n e s  a  é t é  

p o s s i b l e  g r â c e  à l ' a p p l i c a t i o n  d e s  méthodes c l a s s i q u e s  

d e  d é t e r m i n a t i o n  d e s  s t r u c t u r e s .  e t  p a r f o i s ,  g r â c e  à l a  



'lminiaturisation" de certaines de ces techniques. Nous 

avons déjà mentionné la rnicrométhanolyse (cf. p.114); 

nous y ajoutons la microméthylation mise au point par 

Paz-Parente ef a.L (1984a).Pour cette dernière, le 

principe de la méthode décrite par Hakomori (1964), 

ainsi que l'analyse des dérivés méthylés,méthanolysés et 

peracétylés, effectuée en chromatographie en phase 

gazeuse couplée à la spectrométrie de masse selon Fournet 
l 

ef ad (1981) ; sont toujours valables ; cependant, 

l'utilisation du méthyl sulfinyl potassium carbanion 

(Finne ef ad 1980) comme base de méthylation, ainsi 

que l'observation de nombreuses précautions concernant 

la vaisselle et la qualité des réactifs utilisés 

permettent d'analyser des microquantités de produit 

(ex : 1 0 p  g ) .  

A ce niveau d'expérimentation les différents 

types de liaisons glycosidiques présents dans le glycanne 

sont définis. Restent à préciser l'anomérie de ces - 
liaisons et la séquence des résidus monosaccharidiques. 

Cela a été réalisé par dégradation récurrente des 

structures oligosaccharidiques à l'aide d'exo-glycosi- 

doses spécifiques dont le protocole expérimental est 

détaillé p. 185. Les produits obtenus apr&s.digestion 

enzymatique sont caractérisés par comparaison de leur 

migration avec celle d'oligosaccharides de structure 

connue, soit par chromatographie ascendante sur 

couche mince, soit par chromatographie descendante 

sur papier. Les conditions expérimentales de ces 

opérations sont décrites p. 185. Cette technique est clas- 

siquement utilisée car elle permet d'obtenir des 

informations à partir de très faibles quantités de 

substrats, à condition qu'ils soient marqués. Sa 

précision est cependant limitée : elle ne permet pas 

par exemple de définir si l'antenne supplémentaire dans 

le cas d'une structure tri-antennée est fixée sur le 

Man 4 ou le Man 4' ; l'utilisation de méthodes - - - 



a n a l y t i q u e s  complémen ta i r e s ,  d o n t  l ' a c é t o l y s e  p a r t i e l l e  

( F o u r n e t  ef a d ,  1980)  est  a l o r s  n é c e s s a i r e .  La 

r é s o n a n c e  magnét ique  n u c l é a i r e  ( R M N )  a p p a r a î t  comme 

l a  méthode d e  ch'oix pour  r épondre  r ap idemen t  à c e t t e  

q u e s t i o n .  La RMN du p r o t o n  à 500 MHZ e s t  a p p l i q u é e  aux 

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

( D 2 0 ) ,  p e r m e t t a n t  un échange  e n t r e  l e s  hydrogènes  

m o b i l e s .  Les d é t a i l s  e n  s o n t  donnés d a n s  l e s  r e v u e s  

g é n é r a l e s  s u i v a n t e s  : V l i e g e n t h a r t  ek a.L ( 1981 ) e t  
/ 

V l i e g e n t h a r t  ek a l  ( 1 9 8 3 ) .  

La s t r u c t u r e  p r i m a i r e  d e  c e r t a i n s  g lycannes  

p u r i f i é s  en  q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  a  é t é  d é t e r m i n é e  p a r  

l a  combinaison d e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  p a r  l a  perméthy- 

l a t i o n  e t  l a  r é s o n a n c e  magnét ique  n u c l é a i r e  à 500 MHz. 

Dans l e s  a u t r e s  c a s  l o r s q u e  l ' a n a l y s e  e n  RMN é t a i t  

i m p o s s i b l e ,  l ' a c t i o n  d e s  e x o - g l y c o s i d a s e s  a  é t é  

u t i l i s é e  a f i n  d e  p r é c i s e r  c e r t a i n e s  s t r u c t u r e s  s u g g é r é e s  

a p r è s  p e r m é t h y l a t i o n .  

La F i g .  2 3 ;  p.  123 résume l e s  d i f f é -  

r e n t e s  é t a p e s  d e  f r a c t i o n n e m e n t  e t  d e  p u r i f i c a t i o n  d e s  

c h a î n e s  o l i g o s a c c h a r i d i q u e s  c o n s t i t u t i v e s  d ' u n e  IgM ; 

e l l e  p r é c i s e  e n  o u t r e  l e s  t e c h n i q u e s  d ' é t u d e  s t r u c t u -  

r a l e  q u i  o n t  pu ê t r e  a p p l i q u é e s  à chacune  d ' e l l e s .  

D - BILAN QUANTITATIF ET COMPARATIF ENTRE LES 
FAMILLES D'IgM : 

Le marquage r a d i o a c t i f  d e s  c h a î n e s  g lycan-  

n i q u e s  a  pe rmis  de  q u a n t i f i e r  l e s  d i f f é r e n t s  t y p e s  

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

l e s  f a m i l l e s  d t I g M  é t u d i é e s .  Une é t u d e  c o m p a r a t i v e  

e s t  donc r endue  p o s s i b l e ,  d ' u n e  p a r t  e n t r e  IgM 

p a t h o l o g i q u e s ,  e t  d ' a u t r e  p a r t  e n t r e  IgM normales  

e t  p a t h o l o g i q u e s ,  
- - - - - - - 
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A method is described for the determination of protciii sugars by gas-liquid 
diflèrential chromatography. After methanol}sis and triineth~lsilylatioii with tri- 
methylsil) Iiinidazole, the neutral inonosaccliaridez are determined by Rarne ionization 
detection and the aminon~onosaccharides by thermioiiic detectioii (iiitrogen-phospho- 
rus seleetive detection). 

This technique was applied to three relérencc glycoprotein5 (ovalbumin, 
ovomucoid and uromucoid); the results obtained in 48 h, using 0.2-0.6 mg of protein, 
were satisfactory. 

The systematic analysis of the moleculür composition uf glycoprotein sugars 
deniands the use of a simple and rapid technique. Gas-liquid chromütography 
(GLC)'-3 is often preferred to the classical colorimetric methods applied to different 
prrparatibrt techniques'. 

There are t i c 0  essential stepj in the determination of protein sugars by GLC. 
Firstly. rhe O-glycosidic bçnds must be chcniically broken by an ricid: aqueous acid 
hydrol).sis requires ditferent conditions for each type ot monosaccharide (neutral 
m~)nosaccharides, aniiiloinonosacchürides and sialic ücids)', u hcreas merhanolysis 
liberates al1 sügiirs in a single slep \jithout eirhrr inducinp iheir breakdown or at- 
tacking the peptide chain. In a second step, the sugars are converted into volatile 
derivatives5 by methylation, acetylation, rrimethy lsily Iütionh.' or trifluoroa~etylation~.~, 
al1 of H hich substitufe a more stable radical in place of the acti\e hydrogen atoms of 
the hydroxyl and amino groups. 

This paper describes a difirentiül technique for the study of protein sugars 
(aminu and nrutral) by trimethyhil>Iatim of the O-methylplycosidcs. The amino- 
monosiccharides are deterniined ~ i t l i  the use of a therinionic cleteçtor (nitrogen- 
phosphorus selective iietector, hPSD)"' 13 ,  which I'unctions a:, il flarne-ionization 
derectos (F ID)  excepi thai the flarnc is reinl.orcrd by the conibustion of an alkali 
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metal salt (potassium chloride). The ionization current or chromatographic signal thnt 
results is selectively modified by the presence of alkaline complexes formed with the 
nitrogen- and phosphorus-containing compounds. 

EXPERlMENTAL 

il.letltanol~sis 
The methanol~sis conditions adopted were those described by Clamp and co- 

w o r k e r ~ ' * ~ , ' ~  in which anhydrous rnethanolic hydrochloric acid (1.5 M) reacts with the 
dry glucidic residue for 22 h at 85" in a sealed ampoule. After neutralization of the 
excess of acid ~ i t h  silver carbonate, re-acetylation of the hexosamines hith acetic 
anhydride and washing with methanol of the precipitate formed, the pooled super- 
natants are evaporated to dryness. 

~ r i n t ~ r l t ~ ~ l s i ~ ~ l c r t i o , i  
The reagent (trimetl~ylsilyiimidazole. TSIMI \\.as pro\idrd b) Rsgis Co. 

(Morton Grove, Ill., U.S.A.). All other reagents were obtained from Merck 
(Darmsiadt. G.F.R.). except the reference glucides. \\hich were products of Sigma 
(St Louis. Mo.. U.S.A.). 

The trimethyisilylation reaction is performed according to a pre\iously dr- 
scribed procedurel-' in  tubes kept wernight in a drsiccator. A 20-tri volume ofreagent 
is added to the dry residue, which is dissolved by grinding and then tahen up in 80pl 
of doubly distilled \\ater and 50 pl of carbon disuiphide. After mixing the solution, 
it is left to stand and 1x0 phases separate; the excess of TSIM remains in the aqueous 
phase, leaving the derivatives in the organic phase. A 0.5-1 , ~ t l  volume of the la~ter 
phase is injected directly into the apparatus. 

Gus-liqrrid clrro~lratography 
Appurufirs am/ tnutrria1.c. The stationary phases and supports irere purchased 

from Touzart and hlatignon (Paris, France) and Carlo Erba (Milan, Ital!;). Columns 
of stainless steel. with an interna1 diameter of 2 mm and rolled into a spiral, nere 
used. All analyses kjere performed \rith a Carlo Erba Fractovap Lineri 1300 chromri- 
tograph equipped ~ t i t h  an electrometer, a two-column oven, both an FlD and an PiPSD 
and a temperature programmer. 

Anul~rical c~orirlifio~a. The neutral monosaccharides were studied in a 2-nl col- 
umn filled with 3 7; (\Y/\\ .)  of OV-17 as stationary phase on Gas-Chrom Q (100-120 
meshl The operating conditions for the FID detector uere as follo\vs: column tem- 
perature, 1 3 0  : temperature of the injector and detector, 250'; gas flou.-rares. nitrogen 
(carrier gas) 1.65 Lg/cn~' (13 ml/min), hydrogen 0.55 kg cni2 (76 mlCmin) and air 1.10 
kgjcm' (350 ml,'min). I t  should be noted that in studies of oligosaccharides. these con- 
ditions must be modified eitherby shortening the column or by increasing the tem- 
perature. 

The aminomonosaccharides sere  analysed in a column of the same dimensions 
as above (2 rn Y 2 mm). but containing 4:; (wlw) of SE-30 on Chromosorb W HP 
(80-100 mesh). The operating conditions were as follous for the NPSD: column tem- 
perature, 175' for 30 min, then increased at Io/min to 200". which was maintained 
for 10 min; temperature of injector and detector, 250.; gas flow-rates (which must be 
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carefully maintained as they determine the constancy of the ionizing flux of molten 
potassium chloride in the flame), nitrogen (carrier gas) 3 kg/cm2 (30 ml/min), hydrogen 
0.70 kg/cmf (30 mi, min) and air 0.85 kg/cm2 (300 ml/min). The adjustrnent of the 
height of the potassium salt and the polarkation electrode above the flame is per- 
formed so that the salt is at its maximal ionization and the electrode is sufficiently high 
to reduce the standing current and.to select the nitrogen-containing substances. 

Clroice of internai standard. For the OV-17 phase as an exception, the two 
anomeric forms of methylglucose are mixed. Because of this u-methyl-D-glucose is 
used for the analyais of neutral monosaccharides in known samples. On the other 
hand, for unknown test samples the standard is inositol. This choice avoids errors due 
to the presence (although very rare) of glucose in the carbohydrate moiety or as a 
contaminant in complex preparations (saccharose, ficoll). 

For the aminomonosaccharides, it is essential to use a nitrogenous stajdard 
as a thermionic detector gives a very poor response to compounds that lack a nitrogen 
atom. To achieve this, Ne used racephedrine (the optical isorners are not separated 
by GLC). 

Interpretation of chroniutograms. Each sugar is characterized relative to the 
internal standard, by the retention time of each of its isomers and by the coefficient 
of the. relative rnolar response (RMR). 

The areas of the peaks are calculated manually b) triangulation. The 
reproducibilit) of the rneasurements and the significance of the differencc betueen the 
values obtained and rhose in the literature are obtained by statistical anal'sis. 

RESULTS 

GLC of standard mo~~osaccharide mixtures 
Neutrat rnonosacclrarides. In the GLC of a mixture of free monisaccharides 

afrer trimethylsilylûtion (Fig. l a  and Table l), when al1 of the sugars are present 
together overlapping of certain peaks is observed (for instance, the first xylose with 
the second fucose peak and the first glucose with the third galactose peak), but their 
areas can nevertheless be calculated by taking into account the constancy of the 
relative proponions of the isomers at equilibrium in aqueous solutionb. 

In the GLC of a mixture of trirnethylsilylated (TMS) monosacchzrides after 
methanolysis (Fig. Ib and Table I), al1 monosaccharides are cornpletel' resolved. 
Only one peak is observed for methyliyloside, although this may be due to the po- 
larity of OV-17, as two isomeric forms cre found on SE-30. 

Anririomoriosaccharides. In the G LC of a mixture of free monosacchrirides after 
trimethylsilylation (Fig. 2a and Table II), inositol was used ah an internal standard 

,as racephedrine is not detected directly by trirnethylsilylation but only after 
methanolysis. The sialic acids were studied by direct injection of the reaction mixture, 
including the 'TSIM as solvent16, otherwise they are soluble in the aqueous phase 
owing to their very polar carboxyl radical, which is blocked with diffiçulty by the 
TSIM. 

The GLC of a mixture of trirnethylsilylaied monosaccharides after methanol- 
.ysis was carried out with both an FID (Fig. 2b and Table 11) and an NPSD (Fig. 2c 
and Table II). Carbon disuiphide is an ideal solvent for flame ionization ah it gives a 
very fceble response for the injection peak, but on the other hand it alters the stability 
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Fig. 1 .  Srpararton by GLC of neutral monosaccharider comm~lnl> oc;-rring in gl~soproteins. GLC 
condition> as definrd in the teXi. ta) GLC resolurion of the TMS dcri,-:,ws of standard sugars. The 
peaks are nurnbcred in their order of ernergence 1 ,  1. 3 = fusose. 3. 4 = xylosé, 5.  8 = mannose, 
6.  7,  9 = galrtctosc. 9, 1 1  = glucose, 10 = a-rnethll-O-glucosidr . 12 inosirol tb) GLC resolution 
of th$ TMS drrii~ttbes of O-n~eih~igly~obides. Prals: 1 .  2, 3 = fucosr 4 = xyldsc; 5, 6 = mannose; 
7, 8, 9 = galacrase: 10 = a-mrthyl-D-glucoside. 1 1  = inositol 

of the NPSD flame and t~-hexane is to be preferred. Consequently, the compounds 
studied in a chrbon disulphide medium are evaporatcd nexly to dryness under a 
stream of ni:rogen and the residue is dissolved in the necessary amount of n-hexane. 

After methanolysis, N-acetyl- and N-glycolylneurarr,inic acids have the same 
retention times. Contrary to the usual methodl3."', tno peakj are observed, which are 
common in the t\\o instances but \+itti a different anomerization ratio (see Table II) .  
A control cxperiment using mass spectrometry is under investiration in order to  verify 
that these t\\o peaks belong to sialic acids. 

Deiertnitrariot~ of rlze coeficient of (lie relative tnolar rc7spotlcc (RAIR!  for eaclt sugirr 
This coefficient is a measure of the particular behaliour of the detector for 

each supar \\ ith respect to the interna1 standard under defined operating conditions. 
It is representsd by the slope of the graph of the total prak area ratio against the molar 
ratio. 

The RMRs are given in Table III. There is a slight variation of the correlation 
coefficient ( r )  accordiiig to the osides studicd; r = 0.93 for the hexoses, r = 0.98 for 
the hexosamines and r = 0.96 for the sialic acids. Also, the RMRs for the amino- 
monosacchariilrs ~ i t h  respect to methylracephedrine differ according to their mode 
of detection. This can be explained by the fact thst the sensitivity of the NPSD for 
amino compounds depends on the nitrogen content of their m o l e c ~ l e ~ ~ .  



Fig. 2. Separation by GLC of aminomonosaccharides commonly occurring in glycoproteins. GLC 
conditions as defined in the text. (a) GLC resolution of the TMS derivatives of standard sugan. The 
pcaks are numbcréd in rheir order of ernergence: 1 = N-acetylgalactosamine; 2 = N-acetylglucos- 
amine; 3 = inositol; 4 - N-acetylneurarninic acid; 5 = N-gl~colylneuraminic acid. (b) GLC resolu- 
tion of the TMS derivatives of O-methylglycozides with FID. Peaks: 1 = racephedrine; 2, 3 = a- 
methyl-O-glucoside; 4, 6 .  8. 10 = N-acetylglucosamine; 5,  7 = N-acetylgalactosamine; 9 = inositol ; 
11. 12 = N-acetvlneuraminic acid: 11. 12 = N-~l~colvlncuraminic acid. (c) GLC resolution of the 
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. . - -  - . . 
TMSderivatives cf O-methylglycosides with NPSD. Peaks: 1 = ncephedrine; 2.4.6, 7 = N-acetyl- 
glucosamine; 3, 5 = N-acetylgalactosaminc; 8, 9 = N-acetylneuraminic acid; 8, 9 = N-glycolyl- 
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TABLE I 

C A S  CHROMATOGRAPI-IIC PROPERTI1':S OF SOML'. N'I'UTKAL MONOSACCHARIDES (COMMONLY OCCURRING I N  GLYCO- 
PROTEINS A N D  GLYCOPEPTIDES) ANI) THI:IR DLRIVATIVES 

Parent monosacchori(1e ficc nionosnrchrtrirlt~.~ ' O - M ~ ' I / ~ J ' ~ ~ J ' C O S ~ ~ / P S  

Ri,ft.ntion iitt~i, of K ~ . r < ~ n f i r ~ ~ i  r r r ~ r < ~  I I /  I'cr<'otitlyr Kctrntion finir of Retention rinie of' Purcentage 
i~urrier*' rekitive IO t i r  l i t  I I  <li.\~ribuli<~n i~onier relurive IO isonicr relarive io distribtiiion 
ci-nitslhyl-D-glucoside Niositol of isottier " n+ncthjrl-D-glircnside innsirol of isonier 
( R, -- 50 min) ( 85 nciti) ( R, 50 ttiin) (R,  == 85 niin) - 

Xylose 0.33 0.20 43 : 10 .02  0.31 0.18 100 . . 
0.44 O 70 57 ri 0.03 

Fucose 0.2 1 0. 12 3.1 .i 0.10 0.19 0.11 11.1 3 0.05 
0.24 0.15 39.3 + 0.02 0.23 0.14 61.8 rt: 0.03 
0.31 0.1s 57.6 9 0.02 0.26 0.16 27.1 i 0.02 

Mannose 0.49 0.29 66.3 * 0.03 0.51 O. 30 88 * 0.02 
0.76 0.45 33.7 0.05 0.57 0.33 12 * 0.11 

Galactose 0.61 O.  3 5 4.2 11 0.10 0.62 0.37 14 IL 0.04 
0.70 0.4 1 38.2 i 0.03 0.74 0.44 59 5 0.02 
0.87 0.5 1 57.6 0.02 0.84 0.50 27 f 0.04 

Glucosc 0.87 0.51 40 3- 0.03 1.00 0.59 100 
1.40 0.84 60 It 0.02 

a-Methyl-u-glucoside 1 .00 0. 50 100 1 .OO 0.59 100 
Inosiiol 1.70 1 .O0 100 1.70 1 .O0 100 - 

' 1-ree nionos~ccharidçs irirnçthyl~ilylaied dircctly. 
" Configuration of isorners no1 dclined. 
"' Peak area of each isomer expressed as a pcrcentage of the total peak arca. 



TABLE l l  El 
?i 

GAS CHROMATOGRAPtIIC BROI'ERTIES O F  SOME AMINOMONOSACCHARIDES (COMMONLY OCCURRING I N  GLYCOPROTEINS 4 
A N D  GLYCOPEPTIDES) A N D  T H E l K  D13RlVA1'IViiS m z 
Parenr monosocchuride Frre ~~ionosuccharidrs O-Mrthylglyc~sides 

- 
FID" FIL> , NPSD" ' 

2 
r 

-- 
Rrrrtiiiun Kerrntiori Prrcr1rrrr5.r Xrrr~itiun Rrtenrion RrrrnrLn t i~ne  of Percrnloge Nrtrnrion lime of Percrntoge 

- P 
n 

rittie of I I  f r r b t i ~ i  I I  / ' o i s ~ ~ i r r  r r t i v e  O distribution ixortrer relative $0 divtribution 
rsor~icr' t e r  ojisut~it,r" i.bo~~it.r rclrtrive tu ~twthylruc~plieJrinr of isut~ier mrthylrucephedrine oj'isorner 1 
rclctrivr ru rrlurivr ro rcL,iirt* IO prrsrirol ( X ,  . 6 triin) (K ,  - 6 min) s 
rriusrrol ycrsrirol in~.siiol i K, 

O 
z 

(R, -= ( lt, - .  ( Kt 42 rtiin) O 
26 nrjn) 42 min) 26 triin) - 9 

C) 

N-Acetylglucosan~ine 0.93 O. 57 100 O. 59 0.37 2.76 7.5 f 0.15 2.76 5.2 * 0.18 2 
0.73 0.46 3.38 7.3 k 0.16 3.38 7.5 & O .  9 
0.16 0.54 4.00 80.2 f 0.03 4.00 84.3 i 0.02 ?O 
1.13 0.7 1 5.28 3 f 0.20 5.28 3 I 0.16 
0.63 0.39 2.92 32.5 f 0.06 2.92 32.5 f 0.06 
0.76 0.48 3.55 67.5 i 0.03 3.55 67.5 * 0.03 

P 
N-Acety lnzuraminic 

acid 2.20 

N-Glycolylneuraminic 
acid 3.08 1.90 100 2.00 1.23 9.15 62.3 * 0.06 9.15 62.3 i 0.06 

2.20 1.35 10.10 37.7 I 0 . 1 8  10.10 37.7 f 0.18 
Racepliedrine - - 0.22 0.13 1 .O0 100 1 .O0 100 
Jnosciol 1 .O0 0.61 100 - 1.00 0.63 4.67 LOO 4.67 100 
Perseikol 1.64 1 .OO LOO 1 .b0 1 .O0 7.42 ' , 100 7.42 100 

.. . - 
Free monosaccharides trimethylsilylaied direcily. 

" Fliime-ionizaiion dctection. 
. * a  Nitrogcn-pliosphorus seleciive Jcicctioii. 
' Conligurvltoii of isonicrs no1 dclined. 

Peak arev of cacli isoiiicr cxprc*bsll a\ v Iwrcc.niage of ilic it~i;rl pcvk arca. 



TABLE III 

RELATIVE MOLAR RESPONSE FACTORS OF MONOSACCHARIDES COMMONLY OCCURRING IN GLYCOPROTEINS AND GLYCO- 
PEPTIDES 

Parent Neutra1 monosaccharides' Aminomonosaccharides*' - - Nitrogen 
mnosaccharide iID, FlD NPSD ' ' f %) "' 

- - - 
Relative mobr Rrlurive Relarive rnolar Relative molar response Relative mohr Relative molar 
rcsponse factor 8 6 mul'rr response factor factor (relative to inositol) rcsponse factor response factor t 
(relative to resl~onse (relative ro (relative to (relutive 10 
a-methyl-D-glucoside) fu~.ror"' a-methyl-D-glucolidC) Free O-Me~hylglycoside merhylracephedrine) methylracephedrinc) 

(relirrive sugar 
10 

Lioritol) 
.- 

Xylose 0.94 0.59 
Fucose 0.95 0.57 
Mannose 1 .OO 0.60 
Galactose 0.98 O. 50 
Glucose 1 .O0 0.60 
Racephedrine - - 0.73 - 0.50 1 .OO 1 .OO 
a-Methyl-D- 

glucoside 1.00 0.60 1.00 0.71 0.72 1.35 - t t t  

Inositol 1.55 1.00 1.48 1.00 1.00 2.00 - t t t  
N-Aceiyl- 

glucosamine 0.65 0.42 0.45 0.85 0.62 6.34 
N- Acetyl- 

galactosamine 0.66 0.42 0.43 0.82 0.60 6.34 
N-Acetyl- 

neuraminic 
acid 0.45 0.25 0.31 0.57 0.40 4.53 ? 

N-Glycol- 
oeuraminic 

g x 
x i d  - I I  

-.--- --- - -. - - 1 1  0.30 0.58 0.37 4.31 O 

' GLC was performed isothermally ai 130". 9 
" GLC conditions as defined in the te.tt. Y 
"' Perceniage of nitrogen in the molrculc. 3: ' FID -- flaine-ionization deteciion. - 3+ 
" NPSD = nitrogen-phosphorus selective detection. 'Pi 
"' RMR defined for trimethylsilyl derivaiives of free monosaccharides and O-methylglycosides. 

t R M R  detincd for trimethylsilyl derivirtives of O-methylglycosides. jc 
1 1  Nol detrrrnined. 5 

1 t 1 Near to zero. 
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Application ro three glycoproreins of known composition 
The GLC anülysis of standard mixtures of monosaccharides hris contributed 

to the elaboration of the method, but in order to test the value of this technique we 

4 .  Temperotue IüûY 1 - 

Fig. 3. GLC after irimethylsilylation of the mrthanolysis raidue from Tamm and Horslill glyco- 
protein. Conditions ofchromaioynphy as delinrd in the text. (a) GLC of neurral monosacchiarides. 
The peaks numbemd in their ordor of emerycnce: 1,  2, 3 fucose; 4. 5 - -  niannos; 6. 7, 8 -; 
galactose; 9 = melhylracephedrine; 10 = u-meihyl-D-glucoside; I t - inosiiol. (b) GLC of amino- 
monosaccharides wiih FID. Peaks: 1, 2, 3 - fucose; 4 = methylracephcdrine; 5, 6 - :  mannose; 
6. 7 = galactose; 8, 9 = a-methyl-D-glucoside; 10, 12, 14. 16 -= N-acetylglucosamine; 11, 13 = N- 
acetyl~l;iciosarnine; IS = inosiiol; 17, 18 = N-aceiylneuraminic acid. (c) GLC resoluiion of amino- 
monosaaharides wiih NPSD. Puks:  I - methylracrphedrine; 2. 4. 6. 7 - N - a c e t y l g l u ~ ~ ~ m i n t ;  
3, 5 = N-aatylgalactosaminc; 8, Y = N-acctylneuraminic acid. 
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applied it to the analysis of the glycans of three weil known glycoproteins: ovalbumin, 
ovomucoid and uromucoid or Tamm and Horsfrill (T and H) protein. The first two 
proteins were Sigma products (ovalbumin, grade V,  and ovomucoid. trypsin inhibitor 
type 11-0); the T and H was prepared in .the laboratory fronl normal urines by 
precipitation with 0.58 M sodium chloride solution" and its purity ~ ü s  controlled by 
immunochemistry and electron microscopy. 

The measurements were carried out at least six tirnes on each batch of protein 
usinp 0.2-0.6 mg of material. All of the niono,accharides studied were from the same 
sample: firstly, 1-2pl of each carbon disulphide extract bas  injected to give a chro- 
matogram of the neutral monosaccharides (Fig. 3a). then secondly, the aminornono- 
saccharides were analysed by injection of 1-2 pl of the extract in n-hexane (Figs. 3b 
and 3c). 

The values found by GLC were compared s i th  those in the literature (Table 
IV); colorimetric titrations carried out in parallel served as a control. Ali of the 
results, which are accurate to  within 5 O 4 ,  are close to the literature  value^^*'^'^' and 
the few differences observed, which are hardly significant, are due to technical factors. 

DISCUSSION 

. The utilisation of TSlM as a sil)lating agent has sevcral advantages over the 
classical reaction mixture6 (pyridinc-hexnmeih~ldisilazanr-trirneth~lchl~ro~ilane, 
5:1 :1). lt is easy to use as it reiicts instantaneou~l~, i t  caux, no precipiiaiion and elim- 
ination of an excess of it suppresse5 a long [ail rrt the level of rhe injection peak. I t  
can be used to  give highly reproducible determinations and bettcr conservation of the 
TMS derivatives than in pyridine medium, where their h)drol!>is is el ident after 24 h. 

The advantages of methanolysis, discussed in müny paper~'-*-".'~, were con- 
firmed by this M ork. 

Of particular,interest is the use of the NPSD in the srudy of the aminornono- 
saccharides. The selectivi~y of thij detector for these compounds is greaier (by a factor 
of 100 in the present case) and the sensiti\ ity of their drtectiun 1, therefcire enhanced 
(about 5-fold) in comparison with the FID analysis. All of the peaks of non- 
nitrogenous cornpounds are virturilly eliminated from the chromritograrns, facilitating 
their interpretation, and the baseline is nearly horizontal. 

The NPSD is operated in the same manner as the FID, but some prccautions 
rnust be taken in order to maintüin its performances. H'e have established, for in- 
stance, that the carrier gas flou-rate must be 30 ml 'min in order to ohtain good results, 
as it conditions the ionization current of substance, that burn in the flame. Also, the 
adjustment of the height of the sali and the polariz:ition electrode over the flanle is 
very important ris il allows, depcnding on the type of anal'sis required. a preferential 
modification of either the 4ectivity or the sensitivitp of responsc. In Our siudy, the 
selectivity is of greater importance than the sensitivity because the amino sugars and 
the neutral monosaccharides are found in the same extract. Before each series of 
analyses a check of the NPSD-adjustment is necessary. 

The prrparation of the samples can k simplificd in some instances because 
non-nitrogenous compounds are not detected. We have shown that al1 of the usuai 
bunèrs (veronal, Tris, citrate), in addirion to sodium chlori. and EDTA, have no 
influence under the operating conditionb chosen. 
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When performing a difierential study of the neutral monosaccharides and 
aminomonosaccharides, the NPSD allows a considerable saving of tirne and avoids 
the loss of material which occurs in the technique involving the separation of the 
hexosamines and neutral monosaccharides after running a hydrolysate through a 
cationic resin. 

The use of the NPSD, which is already employed extensively in the screening 
of nooanaleptics and pesticiaes, could be extended to the analysis of sugars, among 
which there is a aide variety of nitrogen- ~ n d  phosphorus-containing compounds. 
This uork uas limited to the sugars of glycoproteins. Nevertheless, from our first 
results u e  can concludr that the SPSD gives better perforn~ances with phosphorus- 
than uith nitrogen-containing compounds. Hence it can be recommended for the 
determination of phosphorus-containing sugars. 

Finally very small amounts of proteins are necessary for a complete analysis, 
for the results a;e adequate for quantitative purposes with 10 ng of each sugar. The 
number of successive steps is limited, favouring good reproducibility, and an accuracy 
of 2-3 O, is obtained for ten replicate experiments using the sarne standard solution. 
The standard deviation is therefore small in comparison tr'ith errors due to the 
calculation of the areas, \r hich are about 2;;. These results confirrn the validity of the 
proposed method. 

X e  thank particularly Mr .  R. Bourillon, Mc. J.  P. Lafarge and Mrs. M.  
Lemonnier for their ad\ice during the prcpliration of this work .  
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RESULTATS-DISCUSSION 



CHAPITRE 1 : PREPARATION ET CARACTERISATION DES IMMUNO- 

GLOBULINES H 

I - PREPARATION DES IMMUNOGLOBULINES M 

A - IgM PATHOLOGIQUES ( v o i r  tableau III ; p .  1 3 7  ) 

1 - Euglobul ines : B i e n  q u ' e l l e  s o i t  une  c a r a c -  

t é r i s t i q u e ' d e  l a  p l u p a r t  d e s  m a c r o g l o b u l i n e s  d e  Waldens- 

t r o m ,  l a  c a p a c i t é  d e  p r é c i p i t e r  à f a i b l e  f o r c e  i o n i q u e  

n ' a  é t é  o b s e r v é e  q u e  pour  2 I g M  parmi l e s  p ré l èvemen t s  

m i s  à n o t r e  d i s p o s i t i o n  ( G R A )  e t  (DID).  Une c o u r b e  de  

Vargues a  é t é  t r a c é e  pour  chaque  é c h a n t i l l o n .  La F i g .  

2 4  ; p.138 r e p r é s e n t e  c e l l e  o b t e n u e  p o u r  l e  p ré l èvemen t  

GRA,  avec une  p r é c i p i t a t i o n  o p t i m a l e  à pH 7,s pour  

l l I g M  e t  à pH 6 , O  p o u r  l i I g G  c o n t a m i n a n t e .  Pour l ' é c h a n -  

t i l l o n  D I D  l e s  pH s o n t  f i x é s  à 8 , 0  pour  l l I g M  e t  à 5 , 5  
pour  1 ' I g G .  Les é t a p e s  s u i v a n t e s  de  d i a l y s e  e t  d e  p u r i -  

f i c a t i o n  p a r  g e l  f i l t r a t i o n  s u r  c o l o n n e  d e  Sepharose  6 B  

s o n t  d é c r i t e s  dans  l e  c h a p i t r e  " M a t é r i e l  e t  Méthodes" 

p .  1 1 2  . Le rendement d e  l a  p r é p a r a t i o n  e s t  d e  75  % pour 

1 ' IgM: GRA e t  de  6 9  % pour 1 ' IgM D I D  . 
2 - Les lmmunoblogulines thermolabiles : 

LIIgM GRA e s t  une p y r o g l o b u l i n e  : e l l e  p r é c i p i t e  i r r é -  

v e r s i b l e m e n t  à 5 6 0 C  e t  e s t  donc p r é p a r é e  comme il e s t  

d é c r i t  précédemment p u i s q u ' e l l e  p r é s e n t e  a u s s i  un t e s t  

d e  S i a  p o s i t i f .  

2  a u t r e s  IgM ( Z A J )  e t  (ROS) p r é c i p i t e n t  à 4 O C  e t  s o n t  

p r é p a r é e s  p a r  p l u s i e u r s  c y c l e s  d e  p r é c i p i t a t i o n  

- u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  à f r o i d -  r e d i s s o l u t i o n  à 3 7 O C  

( c f .  m a t é r i e l  e t  méthodes p .  109 ) .  Le rendement du 

procédé e s t  d ' e n v i r o n  80 %. 



TABLEAU III 

CARACTERISTIQUES DES PRELEVEMENTS CONCERNANT LES I G M  
PATHOLOGIQUES 

( a )  P = plasmaphérèse;  S = sérum. 
( b )  pseudo I g  = p s e u d o g l o b u l i n e  ; pyro  I g  = p y r o g l o b u l i n e  ; 

c r y o  I g  = c r y o g l o b u l i n e .  
( c )  c o n c e n t r a t i o n  d é t e r m i n é e  p a r  l a  méthode d e  L a u r e l 1  ( 1 9 7 2 ) .  
( d )  I l  s ' a g i t  d e  c o n c e n t r a t i o n s  moyennes o b s e r v é e s .  

P r o p r i é t é  
Phys ico-  , 
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p r o t é i n e s  
s é r i q u e s  
(mg/ml> 

I ~ M  

Na tu re  du 
p r é l è v  
vement r i )  

Concent ra-  

tiol c Y  I ~ M  
i mg/ml> 

ESP 

DUB 

SCH 

L A U  

MOS 

C A 1  

L E T  

G I R  

D E N  

COL 

GRA 

Z A J  

D I D  

ROS 

COU 

REN 

V A S  

L E C  

t 

Nature  d e  
l a  c h a î n e  
l é g è r e  

P 

P 

P 

P 

P 

P 

P 

P 

P 

P 

S 

S 

P 

S 

S 

S 

P 

S 

K 

K 

c r y o  I g  K 

pseudo I g  K 

K 

c r y o  ~g K 

pseudo I g  K 

pseudo I g  K 

pseudo I g  

PYro I g  
e u g l o b u l i n e  

c r y o  I g  

e u g l o b u l i n e  

pseudo I g  

pseudo I g  

pseudo I g  

pseudo I g  

pseudo I g  

1 2 0  

1 0 8  

95  

7  8  
86  

8 7  

7 6  

90 

57 

3 3  

1 3  

4 7 5  
1 5 , s  

5 
2 5 
1 6 , 6  

K 

X 

K 

K 

K 

K 

K 

K 

K 



Figune 2 4  : Courbe de Varpuen e{{ectuée Lorr  de La 
pndparaiion de L'JPri) 4RA IJpEI-IO)  . 



3 - Précipitation au sulfate d'ammonium : Les 

IgM c o n s t i t u t i v e s  d e s  q .ua t r e  p l a s m a p h é r è s e s  r e s t a n t e s ,  

n e  se d i s t i n g u a n t  p a r  aucune  a u t r e  p r o p r i é t é  f a c i l i t a n t  

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

au  s u l f a t e  d'ammonium à 40 % s u i v i e  d e s  é t a p e s  n é c e s -  

s a i r e s  de  p u r i f i c a t i o n  ( c f .  p .  109 ) .  Le rendement  moyen 

e s t  r e l a t i v e m e n t  f a i b l e  : 50 %. 

B .- IaM NORMALES 

L e s  8 s é rums  i n d i v i d u e l s  p r o v e n a n t  d e  s u j e t s  

normaux o n t  é t é  a d s o r b é s  s u r  une c o l o n n e  d e  p ro t amine -  

S e p h a r o s e  4B s e l o n  l a  méthode de  Wichman e t  Borg ( 1 9 7 7 )  

( c f .  p . 1 1 0  ) a f i n  d ' e n  i s o l e r  l e s  IgM c o n s t i t u a n t e s  

p a r  c h r o m a t h o g r a p h i e  d ' a f f i n i t é  ( F i g . 2 5  ; p . 1 4 0  ) 

Le Tab leau  IV;p .142 ,  r e n d  compte d e  l ' e n r i c h i s s e m e n t  de  

chaque  é c h a n t i l l o n  e n  I g M  a p r è s  p u r i f i c a t i o n  p a r  g e l  

f i l t r a t i o n  s u r  S e p h a r o s e  6 B  ( ~ i g .  26 ; p.141 ) .  Le 

rendement  moyen d e  c e  f r a c t i o n n e m e n t  e s t  d e  32 %. 

C - CONTROLE DE LA PURETE DES IgM 

L e s  t e c h n i q u e s  d é c r i t e s  p .  112 s o n t  a p p l i q u é e s  

aux  d i f f é r e n t e s  p r é p a r a t i o n s  d ' IgM a f i n  d ' e n  v é r i f i e r  

l ' h o m o g é n é i t é .  

a - En é l e c t x o p h e x è o e  4ux a c é t a f e  d e  c e t t u -  

L o ~ e ,  une  s e u l e  bande  de  f a i b l e  m i g r a t i o n  é l e c t r o p h o r é -  ----- 
t i q u e  c o r r e s p o n d a n t  à l a  m i g r a t i o n  d ' l  IgM t émoin  e s t  

r é v é l é e  au  r o u g e  ponceau .  

b - En i m m u n o é L e c f x o p h e x è ~ e  4ux g é l o o e ,  un ..................................... 
s e u l  a r c  d e  p r é c i p i t a t i o n  e s t  o b t e n u  c o n t r e  un sérum 

a n t i - p r o t é i n e s  humaines  t o t a l e s  e t  un sérum an t i - IgM.  
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N o  a e s  f r a c t i o n s  

Fipue  25 : Paépalrat ion de4 nonmaLe4 paa c h ~ o m a t o -  

p a p h i e  d'afCinité au& Plrof amine-Sephanoae 

4 8 l aeLon Wichman e t  Bong, 19771 

Dimen4ion4 d e  La coLonne : 2 , 6 x 3 0  cm;VoL. 

de4 f a a c t i o n 4  : 5mL; 

1 4 1  E l u t i o n  de4 pfl .otéine4 addoabéen paa Le 

tampon phodphaxe d e  4odium 0,08h,NaCI 7 ,  IM, 

a s i d e  d e  dodium 0 , 0 2 %  . 



N o  des fractions 

Figuxe  26 : Puairicat ion de4 J f l  noantaler par pel C i l t r a t i o n  4ur Sephanore 6 B 

Dirnen4ion4 d e  l a  co lonne:  5x700 cm; Tampon d ' é l u t i o n :  71zi4 HL4 0 ,  1M, 

NaCl  7M,g- lyc ine  O, OIM pH 8 , O î  a z i d e  de 4odium O, 0 2 % l ; D é b i t : 2 O m l / H ;  

V o l .  de4 FIzact iond:4 m l ;  

- : t ~ z a c t c o n ~  conoeavée4 comme ?pM nonmaleo. 
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c - E n  imtnunodi{funion, p a r  c o n t r e ,  d e s  

t r a c e s  de  c o n t a m i n a t i o n  s o n t  d é c e l a b l e s  e t  p a r f o i s  

q u a n t i f i a b l e s . . L e s  p r i n c i p a u x  c o n t a m i n a n t s  s o n t ,  p a r  

o r d r e  d é c r o i s s a n t  : l e s  I g G  ( d e  0 , s  à 2 % ) ,  l e s  I g A  

( d e  0 , 2  à 1  % ) ,  l ' a 2 - m a c r o g l o b u l i n e  ( 2  0,l % ) ,  l l o r o s o -  

mucoïde ( < 0 , 1  % ) ,  e t  l e s  c o n s t i t u a n t s  s u i v a n t s  à 

l ' é t a t  de  t r a c e s  : a lbumine ,  h a p t o g l o b i n e ,  f i b r i n o g è n e .  

D - CONCLUSIONS 

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

d t I g M ,  v a r i a n t  d e  95  à 98 %, s ' e s t  a v é r é e  s u f f i s a n t e  

pour  e n t r e p r e n d r e  une  app roche  s t r u c t u r a l e .  De p l u s  l a  

t a i l l e  de  l ' é c h a n t i l l o n n a g e  d f I g M  e n  n o t r e  p o s s e s s i o n  

permet  d ' e n v i s a g e r  d e s  compara i sons  e n t r e  m o l é c u l e s  

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

p a t h o l o g i q u e s .  

II - CARACTERISATION DES IMMUNOGLOBULINES 

A - COMPOSITION EN ACIDES AMINES 

La c o m p o s i t i o n  en  a c i d e s  aminés ,  d é t e r m i n é e  

pour  4  d e s  IgM p a t h o l o g i q u e s  p u r i f i é e s ,  e t  pour  l e  

mélange d e s  IgM n o r m a l e s  e s t  r e p o r t é e  d a n s  l e  Tab leau  v 
p .144  .Les  IgM é t u d i é e s  p r é s e n t e n t  un c a r a c t è r e  n e t t e -  

ment a c i d e  a v e c  un t a u x  é l e v é  : d e  1 4 , 7  à 1 9 , 9  % 
d ' a c i d e s  aminés  a c i d e s t a c i d e  a s p a r t i q u e ,  a c i d e  g l u t a -  

mique)  ; c e t t e  c a r a c t é r i s t i q u e ,  g é n é r a l e  à l ' e n s e m b l e  

d e s  Immunoglobul ines ,  a  é t é  o b s e r v é e  p a r  Mestecky 

e t  al e n  1972. L e s  d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  d ' I g  de  r é f é r e n c e  

p o s s è d e n t  d e s  p o u r c e n t a g e s  é q u i v a l e n t s  : 1 7 , 7  % ( I ~ M ) ,  

1 9  % ( I g G )  e t  1 6 , 7  % ( I g A ) .  Les  v a l e u r s  o b t e n u e s  pour  

l e s  d i f f é r e n t e s  I g M  p a t h o l o g i q u e s  s o n t  e n  a c c o r d  avec  



TABLEAU V 

! COMPARAISON DE LA COMPOSITION EN ACIDES AMINES ( a )  DES IgM NORMALES ET PATHO- 

LOGIQUES AVEC CELLES D t  IMMUNOGLOBULINES DE REFEKENCE . 

(a) Composition cenkésimale en acides aminés (en g . p . 1 0 0 g  de protéine) 
( b )  Selor, Schultze et Heremans ( 1 9 6 6 )  
( c )  Selon Jouanneau ( 1978)  
(d) Selon Heimburger eA a l .  , ( 1964)  
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Acides 

aminés 

LY s 

I I i s  

A 1.g 

A ~ P  
Thr 

Ser 

Glu 

Pro 

G ~ Y  

Ala 

CYS(+) 

Val 

Met 

Ile 

Leu 

TY r 

Phe 

~otal'~' 

, , dd) 

790 

2 ; 3  

4 , 9  

7 , 7  

7 ,  ? 

9 , 7  
1 1 , 3  ' 

6,O 

393 

3 , 2  

2 , 2  

831 
O,85 

2 , 1  

792 

6 , o  

4 , 3  

9 2 , 4  % I 

I g A( ~ )  

4 , s  

1 , 9  

4 , 5  

6 , l  

7 , 6  

7 9 9  
1 0 , s  

6 , 3  

392 

3 , 9  

2 , l  

6,O 

098 

1 , 7  

7 ; 8  

494 

3 , 7  

8 5 , l  % 

1 g M  

b )  I ~ M  ref.' 

4 , 9  

198 

5 , l  

791 

7 , 2  

7,O 
i 0 , 6  

5 , 3  

3 , l  
3 , s  

196 

6 , s  

1 9 2  

2 , 7  

6 , 3  

4  > 2 

4 , o  

8 3 , 3  % 

IgM 
C) référence' 

897 

3,O 

1 , 4  

9 , 3  

7 , o  

794 
12,O 

599 

5 , 2  

5 , o  

198 

5 , 4  

1 , 7  

296 

5 , 2  

4 , 4  

4 , 9  

normales 

étudf6e 

5 , 4  

2 , 1  

495 

8 , s  

8 , i  

990 

1 1 , 4  

5 , 9  

328 

498 

1 , 9  

7 , 4  

098 

296 

7 , 6  

379 

420 

I 9 0 , 9  ;a l 9 1 , 7  % 

IgM 

ZAJ 

4 , o  

1 , 6  

5 , 6  

6 , 7  

627 

6 , 9  

8 , 8  

494 
2 3  

3 , 3  

1 , s  

691 

1 , 1  

2 , s  

5 , 3  

3 4  

395 

I 7 6 , 9  % 

ESP 

4 , 7  

1 , 7  

598 

8 , s  

6 , 7  

7 , 7  

i 0 , g  

497 

3,6 

492 

1 9 1  

693 

1 , 2  

2 , 7  

7 , 4  

3 , 3  

2 , 3  

8 6 , s  % 

pathologiques 

DUB 

4 , l  

198 

5 , 9  

6 , s  

6 , 9  

7 , 2 

8 , 2  

4 , 5  
2 3  

3 , 4  

1 , 2  

596 

1 , 1  

2 , 7  

6 , s  

2 , 9  

3 , 7  

7 7 , 6  % 

GRA 

5 , 3  

2 , 1  

497 

7 , 9  

7 , 6  

990 
11,O 

4 , 9  

3,5 

4 , 7  

1 , 5  

696 

0 ,  8  

2 , s  

699 

4 , l  

3 , 9  

87,O % 



l e s  2 IgM de  r é f é r e n c e  e t  ne  p r é s e n t e n t  p a s  d e  d i f f é -  

r e n c e s  s i g n i f i c a t i v e s  e n t r e  e l l e s ,  que  c e  s o i t  d a n s  l e  

p o u r c e n t a g e  t o t a l ,  ou au  n i v e a u  d e  chaque  r é s i d u  d ' a c i d e  

aminé.  I l  en  e s t  d e  m ê m e  pour  l e s  IgM n o r m a l e s  q u i  

r e s s e m b l e n t  à c e l l e s  d é c r i t e s  p a r  Jouanneau  ( 1 9 7 8 )  

e x c e p t é e  l a  t e n e u r  en  r é s i d u  a r g i n i n e  ( 4 , s  % au l i e u  

d e  1 , 4  % ) , q u i  se  r a p p r o c h e  p l u t ô t  d e  c e l l e  o b t e n u e  

pour  l e s  I g M  p a t h o l o g i q u e s .  

En c o n c l u s i o n  une  c e r t a i n e  homogénéi té  e s t  o b s e r v é e  

d a n s  l a  c o m p o s i t i o n  g l o b a l e  en  a c i d e s  aminés ,  d a n s  

t o u t e s  l e s  c l a s s e s  d ' i m m u n o g l o b u l i n e s ,  ma i s  a u s s i  à 

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

no rma les  ou p a t h o l o g i q u e s .  I l  f a u t  c e p e n d a n t  n o t e r  q u e  

l a  c o m p o s i t i o n  c e n t é s i m a l e  moyenne e n  a c i d e s  aminés  

o b s e r v é e  pour  l e s  IgM n o r m a l e s  ( 9 1 , 3  % )  e s t  l é g è r e m e n t  

s u p é r i e u r e  à c e l l e  o b t e n u e  pour  l e s  I g M  p a t h o l o g i q u e s  

( 8 2 , 2  % )  s a n s  q u e  c e  s o i t  au p r o f i t  d ' u n  r é s i d u  e n  

p a r t i c u l i e r .  Une i n t e r p r é t a t i o n  d e  c e t t e  d i f f é r e n c e  

e s t  d é l i c a t e  à c e  n i v e a u  d ' e x p é r i m e n t a t i o n  c a r  il 

s ' a g i t  d ' u n e  c o m p o s i t i o n  g l o b a l e  e t  se r a p p o r t a n t  à une  

molécu le  d o n t  l e  PM approche  l e  m i l l i o n .  

B - COMPOSITION EN MONOSACCHARIDES 

1 - Composition centésimale : L e s  p o u r c e n t a g e s  

o b t e n u s  pour  chaque  r é s i d u  p a r  c o l o r i m é t r i e  s o n t  en  

a c c o r d  avec  ceux  d é t e r m i n é s  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  e n  

phase  g a z e u s e  e t  r a p p o r t é s  d a n s  l e  T a b l e a u  1 ; 

a r t i c l e  n o  2  ; p .  147 . C ' e s t  s u r  l a  b a s e  de  c e s  

c o m p o s i t i o n s  q u ' e s t  a p p a r u e  l a  n o t i o n  d e  f a m i l l e s  

d l I g M .  L ' a r t i c l e  n o  2  ; p.146 d é c r i t  l a  s é g r é g a t i o n  

d e s  IgM é t u d i é e s  e n  3 f a m i l l e s  p r i n c i p a l e s  : 

- l a  f a m i l l e  d e s  I g M  n o r m a l e s ,  a v e c  une t e n e u r  ........................... 
moyenne de  7 , 2  2 0 , 4  % de  monosaccha r ides  ; 

- l a  f a m i l l e  d t I g M  p a t h o l o g i q u e s  à 7 , 3  2 0 , 4  % ........................................... 
de  g l u c i d e s  ; 

+ - l a  f a m i l l e  d t I g M  p a t h o l o g i q u e s  à 10 - 0 , 9 %  d e  .......................................... 
g l u c i d e s  ; 
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SUMMAR Y 

The carboh.vdrate composition of 18 monoclonal 
IgM f Waldcnstrom macroglobulinemia) was deter- 
mined by gas-liquid chromarograph>*. Two populations 
oceirred with mean sugar contents of 7.3 % (12 IgM) 
and 10 % (6 IgM).  A value of 7.2 % war obtained for 
8 IRM prepared from 8 normal sera. On the basis of 
mean molar ratios established for each monosaccharide 
rcsidue, structural models for oliposaccharide units are 
proposcd. The tnumber of comp1e.x g..can chains 
l K-accryllactosami,iic rype) is hipher iti the 10 :i 
population. which would correspond ro I p M  with a 

mean seoimentarion constant of 1 8 . 3 ~ ; , ~ .  On the 
orhep hand, the 7.3 % population has a lower content 
of (( mature » chains and its sedimenration constant 

ivould he ~t!fcrior: 1 7S:0.w. 

L'analyse des monosacchnrides neutres et aminés 
par chromaro~raphie gaz liquide de 18 I g M  monoclo- 
nales t macroplobulinemie de Waldenstrom) met en 
ecidence deux popukarions a.votit respectiuemcnr une 
rnieur moilenne de 7.3 :; (12 / g M )  et de 10 ;, 
16 IRMI. 

Une caieur de 7.2 ii est obretiue pour 8 l ~ h f  pré- 
parées à partir de 8 srrums normaux. D'apres des 
rapports molaires moyens établis pour chaque risidu 
sucre des modélcs structuraux des chaînes oligo- 
saccharidiqucs sont proposes. Le nombre de chaines 
glycanniqucs complexes (de type H-acét.vifactosamine) 
est plus é1eL.f dans la population à JO :o qui corres- 
pondrait aux I p M  a,vatit une constante de sétiimcnration 
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INTRODUCTION 

Monocional IgM by definition correspond ro popu- 
lations of homogtnous molecula. Dcpcnding on 
thcir origin, however, differenccs in mobility (26). 
rnolecular weight (8). antibody activity (27). etc.. cün 
occur. Considering the relative high carbohydral; 
content of IgM, it appcared interating to determine 
if a variable glycosylation would allow their distinc. 
tion. espccially sincc it occurs on the Fc fragment of 
the molecule. admined to be constant (9). 

Monosaccharide analysis was thus systematicaliy 
perforrned by gas-liquid chrornatography for several 
monocional and normal IgM. 

MATERIALS AND METHODS 

Parliuiopic IgM wcre prcparcd from sera o r  plasmaphemes of 
patwnts with Waloenstrom's mocroplooulinemia. lnitially. an 
IgM-rich pwipiiate was obtained by various phvsical procedurer. 
Cryoglobulins werc prccipitatcd al  - 4* C and pyroglobulins 
werc insolubilizcd at  37oC. In the absence of temperature- 
dependent pmprries. a Sia rcaction was perfonncd on an aliquot 
of each sample in order to  detect the presence of macroeuglobulin: 
precipitation was obiained hy dialysis againsr distilled water. 
ln the cases of macropscudog1obuiinemia. IgM were pmcipitated 
with 50 :; saturcd ammonium sulfate. 

Subscquently. the pmipitates obtained werc washed and then 
purified hy gel filtration on Sepharoso 6B. except for the cryo. 
globuiins. which werc purified by several cycks of moluiion 
(370 C )  and precipitation (40 C). 

Normal JgM were isolated from individual sao of nonnal 
subjccts affinitv chromatography on Sephamse 4B-protamine 
svstem (28). Purificaiion was achieved by gel filtration on sepha- 
rose 68. 

For cach IpM prroaratton the protein concentration was deter- 
mined hy the method of Lowry c i  al. (17) and purity was checkrd 
by cellulose acnate (microzone) clectrophorcsis (13). immuno- 
electrophorcris (microtechnique) (22). diffuston in agame (10) 
and clccvo-irnmunodiKt!sion (16). A qualitative and quantitative 
analysis of impurities (albumin. fibrinosen, orosomucoid. a2- 
macrogiobulin. d-neunminoglycoprotein. IgA and 1gG) was 
systemp~iully p e r f o y d  with specific ~ t i ? w n  

Monosdccharide composition was de~ennined after mahano- 
lysis (3) (1.5 N-methanolic Ha in sealcd ampouls under n i u e  
gen at  85OC for 22 houn)  by ps-liquid cbrornaromphy (2). 
Alter trimcthyisilylation of  O-methylated plycosidcs by trime- 
rhylsilylimiduole CTSIM). ncutral and amino s u p n  me 
assayed scparately with high sensitivity for the latter using a 
t&nnionic detecior specific for nitrogen-and phosphorus- 
coniaining compounds. 

&h caluc 1.v hrni.thc(i ivith a 5 :. prccision from the average 
of 4 io  5 aeterminaoons. 



The percent sugar composition of normal and patho- 
logic 1gM in shown in Table 1. Among the monoclonal 
IgM studied. two populations can be distlnguished; 
a major one (12 IgM) with a sugar content of 7.3 :; 
and the other ( 6  JgM) with a mcan content of I O  %. 
Normal IpM had a sugar content of 7.2 %. Mean 
molar ratios (number of carbohydrate residues per 
heavy fH) chain) were calculated for each mono- 
saccharide on the bases of one pentameric lgM 
molecule of 10' molecular weighr. supposing that only 
H chains are glycosylated. 

No N-acetylgalactosamine residue was found lead- 
ing us to expect that the ol~gosaccharide units are 
iinked PY-glycosid~cally to  the polypeptide backbone. 
Taking into account Our estlmated ratios and the 
recent findings on the primary structure of the gly- 
cans (19. 20, 21) we have proposed structural patterns 
reponed in Table II. 

DISCUSSION 

The prcsent work exhibits several particularities 
and guaranties as a result of its fint conception: the 
study of monosaccharides of two relatively large 
samplings of monoclonal and normal IgM, the utili- 
zation of one reliable analytical technique, allowing 
the comparison of the results obtained. 

T h m  populations were thus disringuished: two 
for monoclonal IgM (7.3 % and 10 % sugar) and one 
mean population (7.2 %) for normal 1gM. The iatter 
value obtained with a sarnpling of eight ipM isolatcd 
frorn elght different normal sera aprees with that of 
6 :', (1 1 ), to our knowledge the only published data 
concerning normal IgM. T h a e  results have enabled 
us to formulare schemes of structure in agreement 
with carlier findings in this field (13, 14, 4). We have 
included the terms (( mature 1) and « immature 1) in 
order to be consistent with rccenr informations (24, 15) 
on the biosynthesis of the oligosaccharide chains 
of monoclonal IgM. According to rhese data. oligo- 
mannosidlc-type glycans would act as the interme- 
diates in the synthesis of cornplex structures through 
the rransfer frorn a 11p1d acceptor to the nascenr polp- 
peptide chain. On the basis of these initial investig- 
tions, we observe that normal IgM of wh~ch glvco- 
syiation 1s relatively low reveal some homogeneity 
(although the same serum contains a mixture of IgM) 
in carbohydrate composition (7.2 0.4 %) and in 
the maturation of glycan chains. On the contrary, 
the sugar content of pathologie IgM is included in the 
range of 7 to 10 % and their heterogeneity, for the 
two familia occurs in respective ratios berwecn 
(( mature')) and (( immature 11 chains: the number of 
complex structures lncreases wlth a more complete 
glycosylat~on of the molecule (Fig. 1). 

TABLE 1 

Monosaccharide composition ( y , )  of purified igM. 

SJrn~le Fuc Man Ga l G l c N ~ c  NANA Total Av:rags 

Monoclonal IgM DID 0.88 4.3 1.3 2.7 2.1 11.3 
ROS 0.55 4.1 1.2 2.9 1.8 10.6 
COU 0.53 3.9 1 .O7 3.2 1.9 10.6 10 = 0.9 
GRA 0.78 4.8 1.30 2.3 1.10 10.3 
DUB 0.53 4.6 1.01 2.27 0.71 9.1 
COL 0.57 4.4 I .02 -.- 3 , o.n 9.0 
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TABLE II 

Proposed structural schemes fo r  the carbohydrate moiery o f  IgM. 

Molar monosacchartdc composii~on 
per single nc8vy chain 

Monoclonal lgM 
( I O  :; sugar) 

4 Fuc. 24 Man. 6 Gai. II GlcNAc. 5 carbohydraic chainr: 
4 NANA. Jcomplex structures, N-acrtyllaciosaminic rype. r maiurca 

bianicnnary. 
2 stmplo r tmcturu oligomannosidtc iypc, a# i m m a i w  u 

3 Fue. 19 Man. S Gal. 9 GlcNAc. 4 or  5 catbohydraic chairs: 
2 NANA. 2 comvicx str u c i u m  N-acrtyllacioumtnic iype. r mature a, 

bianicnnary. 
2 or 3 simple structure oligomannosidtc type. u immaturc II. 

Normal IgM 
(7.2 X sugar) 

3 Fuc. 16 Man. S Gal. 7 GleNAc. 3 carbohydraic chaim: 
3 NANA. Cornplex structures N-acctyllactouminic type, r macure 13 

mono-orbiantennary. 

Regmsion curves plotting: 

u )  number o f  complex giycnn chains againsr molecular mono- 
saccharide composiiion Iposiiive and significani correlaiion 
r = 0.8918): 

6) number o f  simple glycan chains againsr molecular mono- 
snccharide composition (negative and non significant corrc- 
lalion as expccted r = - 0.3778). 

The present results concerning monoclonal IgM 
were compared to those published by us in the field 
of analyrical ultracentrifugation (6 .  7). A simplinp of 
95 sera of patients with Waldenstrom's macroglobu- 
linemia exhibited a bimodal distribution of IgM 
sedimentation constant at 17S<?',,, and 18.351,',,~. I t  is 
thus possible to deduce a correlat~on berween the two 

groups: the fint would correspond to IgM with 7.3 % 
giycosylation with a mean scdirnentation constant of 
17sLw. while the second would be composed of I g M  
with 10 % glycosylation with a mean sedimentation of 
18.3SzeSw. Rescarch is currently under way toconfirm 
this possibiliry. 

The patterns proposcd here are hypothetical. since 
they are based on means of raidues; each IgM 
possases its own individuality within a sampling. 
fiese models must be verified by structural analysis 
of several purified glycopeprides. Neverthelcss. the 
sizc of the sampling prescntly studied seems to oe 
sufficient enough to accept the tripanate distribution of 
IgM. 

Certain aspects of this work on the eiaboration of 
strunural schemes require discussion. We arbitrarily 
chose a mean moiecular weight of 10', whereas i t  can 
Vary to 8.5 x los to 1.15 x 10' ((21, depending on the 
IgM. We haveconsidered that only the heavy chains (u) 
were glycosyiared. while it is known that 15 % of the 
light ( K or 1) chains are glycosyiated as well (25). 
Since IgM are very large molecules, many preparations 
could nor beentirely freed ofglycoprorein contarninants, 
some of which exhibiting a low sugar content (1gG). 
but others being richer (d-macroglobulin and IgA). 
They were immunologically detecrcd in only trace 
amounts ( c .1  7 ; )  but couid not interfcre with the 
inrerpretation of our results in regards of the confi- 
dence limits furnished by the calcularions. We observed 
that the number of Glc NAc residues pet' M chain was 
reiatively low in al1 cases, which could have led us to 
postuiate the occurrence of a retrasaccharidc core 
i 3 Man-GlcNAc - As). This (c non-orrhodox 3) srruc- 
ture has been described several tirnes in the cases of 
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p a t h o l o g i c  1gM (18, 11) and IgE (1) .  The fact t h a t  

GlcNAc res idue  was s y s t e m a t i c a l l y  lacking led us 
t o  a d m ~ t  a de f i c i en t  liberarion of GlcNAc (Fournet. B.. 
personnal communication). The c o v a l e n t  N-aceryl- 
glucosamine-asparaginc Iinkage 1s v e r y  stable and so 
we v e r i f i e d  i r  was not cleaved rowards O u r  experimental 
condir~ons of methanolysis (see Table 111). 

TABLE Ill 

N-ace~y l~ lucosam~ne  compos~ i i on  o f  ova lbumin 
and  o f  one paihologic I g M  obiained in difTerent conditions. 

Meihod 

Monoclonal l p M  
Oralhumin (VASI 

molar molar 
ozrceni rai io pcr ceni ratio 

I Yacnziecr J . ho in fc ld  .î & hochwa S. hruclureoflhccdrhuhvdraic 
uniir o f  l yE  irnmuno~iobul inr J. iiid C~i rm IV74 149 11189 

2.  Crnour A. k HiIrtIndnn L btudy of ncuirdl and aminomunoirc- 
charidcs hy pas-liquid diiierenital chromaiopnphv .polication 
I o  three referencc y l~co~ ro i c i n r .  J .  Chrnmar. 1978. 151. 475 

3 Chambers R. E. 4 Clamp 1. R. A n  asleumeni d meihanolysis rnd 
oincr faClois uwd i n  the inalvsis of urbohydriie-coniainm 
maierials. Biwhcm. J . 1971. 1 3 .  1009. 

4 Chapman A. & homfc ld  R. Sinicture of ihc htph mannose olino. 
saccharides o f  a hum in  I g M  mycloma proiein. J. Bi01 Ch., 
1979 254. U16. 

5 Davir 1 M. & Osirrlan6 C K Chernical characieriraiion o f  p l ~ o .  
peptides !rom humin rM-plobulins. J. r x p  Mrrl.. 1968. 128. 699. 

6 Fi l i i i i -Wurrnur S .  Ccniou C. & Hanmann 1. Existence Je deux 
variker 17s e l  18.3s de r . M  el  d une au*mmraiion de p l o l u l i m  
6.65 seraques dans Ir maladie de Waldmrimm. Rri. j r an~ .  ad. 
clin. brol . 1964, 9. 398. 

7. Fi l i t i i -Uurmrcr S . Gmtou C. & H a n m n n  L. Polymor~hisme d a  
macro#lobuAines de Wildmsrrom Cl in Chim. Arta 1967. IJ. 253. 

8. F i l i i i i -Hur rnur  6. & Hinmann 1 Poids molsculaires des immune 
plobuiincr I p M  humiines el de leurs sous-unites. H r i  jronr 
ftud rlm. brol . 1968. 1J  967. 

9 Fioreni G Lehman D . Loc lar l  D d: Puiman F Idcniiiy of ihc 
Fc frapmenis 01 oaiholorical and normal immunoplobulin M 
Biwhrniirtrr 1974. 13. 3372 

10 Hdrimrnn L d Toi l l i rz  M. Micromcihode d ciude en $close de Ii 
reîciion anlipene-aniicoros lvartrnle du oroudt d'Ouchierlonyt. 
Nrv rrunç. Etud. rlrn. b ~ o l  . 1957. 2. 197. 

I 1. loiunneau J. k iude d n  chaimr oiivoucchindiqun d n  IIM de 
WaldcnsIrom Preparii ion c i  canc i t r iu i ion  des I gM AMIW 
siruciurrlc des g l yco~o i i&s .  T h i s .  Uniraniiy o f  Paris Vil. 1978. 

12. Iouanmau 1. & Bouri l ion R. Chiracicrrrr i ionofr alycopcpiidefrom 
pa iho los iu l  human IaM. wiih i n  unuriul oliaosaîcbari& con. 
B~achrm. &ophvs. Res. Camm.. 1979. 91. 1057 

13. Ksp t i n  A. d Sivory 1. Evaluaiion o f  a CelluIoY i c t I i i c  elCCtr0~ho 
reits sysiem f o r  w rum proicins fraciionaiion. Clin. Chrm.. 1965. 
11 937 

Acid hvdrolvsis 
(4 haurs. I W C I  

4 N HCI 2.2 4.2 3.4 I W  
4 N HTFA 2.2 4.2 3.2 145 

Mcihanolnis 
(21 hours. 85. C l  

1.5 N mcihanolic HCI  1.5 3.2 2.2 1M) 

14. Kornfeld R.. Keller J.. Baenzieer J. k Kornïcld S. The sirueturc 
ofihc glvcootpiide of human ?Ci myeioma proleim. J. Biol. Chrm.. 

ï h i s  type of segregation of pathologic I g M  was 
reported in 1968 by Davie and Osterland (5) concerning 
8 IgM (group 1: 5 I g M  containing 10.69 % sugar and 
group 11: 3 I g M  w i t h  7.71 :< sugar) but no interprc 
tation was proposed. 

The prcsent work suggcsrs that the observed glyco- 
sylarion d i f f e rences  involve t h e  number and t h e  compo- 
sition of the glycan units r a t h e r  than the v a r i a t i o n  of 
one r e s i d u e  in rclarion to the o t h e r s  in ol~gosaccharide 
chains. Further investigations of t h e  s r r u c t u r e  are 
required to confirm O u r  predict~ons. Thus as i t  was 
the alm se r t l ed  on by several l a b o r a t o r i e s ,  an approach 
ro t h e  mechanism of the cause of cancer could be 
expected to involve some specific f u n c t i o n  of the carbo- 
hydrate unirs in biolopical a c r i v l t y  of rmmunoglobulins. 
The fact t h a t  oligomannosid~c s t r u c t u r e s  are only 
presumed t o  occur in pathologic molecules or in a 
l o w e r  a r n o u n t  i f present in normal IgM couid re f l ec t  

some deficiency in the proccssing of glycans. 
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2 - Cornpositon molaire : Les rappoyts 

molaires obtenus pour chacun des résidus monosacchari- 

diques sont donnés dans le Tableau VI ; p.151 pour 

les IgM normales et dans le Tableau VII; p.152 pour 

les IgM pathologiques. Ils n'ont pu être calculés sur 

la base de 3 résidus de mannose du fait de la présence 

simultanée des struckures N-acétyllactosaminiques et 

oli,gomannosidiques dans les IgM. Les valeurs obtenues 

pour les IgM monoclonales sont en accord avec celles 

relevées dans la littérature ; par contre une différence 

relativement importante concernant les résidus de 

N-acétylglucosamine, de fucose et d'acide N-acétylneura- 

minique est observée entre les valeurs obtenues pour 

les IgM normales provenant des 8 sérums différents et 

celle donnée par Jouanneau ( 1 9 7 8 ) ,  la seule publiée à 

notre connaissance au sujet des IgM normales. 

3 - Comparaison entre familles d'lgM : 

Une comparaison est possible entre les différentes 

familles définies par leur composition centésimale en 

sucres. Les IgM normales qui sont représentatives 

d'une population statistique, possèdent des rapports 

molaires supérieurs à ceux des IgM pathologiques 

(Tableau VI11 ; p. 153 ) : 

- en galactose : 1,46 contre 1,13 et 1,14 ; . 
- en fucose : O,83 contre O,69 et O,63 ; 
-- en acide N-acétylneuraminique : 0,84 

contre 0,79 et 0,54. Les IgM pathologiques, au contraire. 

possèdent un rapport molaire plus élevé en mannose 

(4,31 et 4,60 contre 4,09) ; or ce rapport, lorsqu'il 

est supérieur à 3, est directement représentatif des 

structures oligomannosidiques dont la caractéristique 

essentielle est d'être immatures. 

Une comparaison entre les deux familles 

. -. - - dlIgM pathologiques ne révèle pas de différences signi- 
- - - - . . - . - . 

ficatives à ce niveau d'expérimentation. 



TABLEAU VI 

COMPOSITION MOLAIRE EN MONOSACCHARIDES DES IgM NORMALES 

Serum 

No 

1 

II 

III 

IV 

v 

VI 

VII ' 

VI11 

composition 

centésimale 
(rappel) 

Composition molaire 

799, 

6 3  

6,9 

6,6 

7,5 

6,9 

7,8 

7,3, 

7,2t0,4 

GlcNAc 

2,45 

2,72 

3,07 

2,86 

2,83 

2,69 

3,06 

2,57 

Man 

1,62 

1,62 

1731 

1 4 3  

i,3i 

1,45 

1,39 

1,54 

Fuc 

0,73 

0,88 

0975 

0,99 

0,86 

0,74 

0,92 

0978 

NeuAc 

0,71 

0,85 

0,77 

1,06 

0,78 

0,69 

0,92 

0,96 

I 
Ga1 

4,s 

3,93 

4912 

3,64 

4,24 

4,44 

3,70 

4 , 1 4  



TABLEAU VI1 

COMPOSITION MOLAIRE EN MONOSACCHARIDES DES IgM PATHOLOGIQUES 

I Composition molaire ( Composition 1 I 

* Les IgM sont réparties dans les deux populations définies 
selon leur compo-ition centésimale (voir Tableau 1;arti- 

cle 2; p.147) . 
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CARACTERISATION DE LA LIAISON GLYCANNE-PROTEINE 

J u s q u ' à  p r é s e n t  l a  c o e x i s t e n c e  d e  g l y c a n n e s  

O- e t  N-glycosylés  parmi l e s  Immunoglobulines ,  n ' a  é t é  

d é t e c t é e  que  dans  l e s  IgA (1gA s é r i q u e  : B a e n z i g e r  e t  

Korn fe ld  1974 a e t  h )  ; IgA d e  s é c r é t i o n  : P i e r c e - C r é t e l  

e t  aL 1981 ) e t  d a n s  l e s  IgD (Clamp e t  J o h n s o n ,  1 9 7 2 ) .  

L ' a n a l y s e  en  ch romatograph ie  en  phase  gazeuse  d e  n o t r e  

é c h a n t i l l o n n a g e  d ' IgM,  a u s s i  b i e n  normales  que  p a t h o l o -  

g i q u e s ,  n ' a  r é v é l é  l a  p r é s e n c e  d ' a u c u n  r é s i d u  d e  N-acé ty l -  

g a l a c t o s a m i n e ,  c o n f i r m a n t  l a  p r é s e n c e  e x c l u s i v e  d e  l i a i s o n s  

N-g lycos id iques  e n t r e  l a  f r a c t i o n  g l u c i d i q u e  e t  l a  f r a c t i o n  

p r o t é i q u e  d e s  IgM. 

D - CARACTERISATION DES ACIDES SIALIQUES 

La r e c h e r c h e  d e  l a  n a t u r e  d e s  a c i d e s  

s i a l i q u e s  p r é s e n t s  d a n s  l e s  2 IgM p a t h o l o g i q u e s  Z A J  e t  

GRA e t  d a n s  un mélange d ' IgM normales  p a r  h y d r o l y s e  a c i d e  

formique  ménagée ( v o i r  m a t é r i e l  e t  méthodes p .115 ) a  

r é v é l é  l a  p r é s e n c e  un ique  d ' a c i d e  N-acé ty lneuramin ique ,  

c o n f i r m a n t  l ' i d é e  précédemment énoncée  s e l o n  l a q u e l l e  s e u l  

l e  groupement N-acé ty l  é t a i t  t r o u v é  d a n s  l e s  g l y c o p r o t é i n e s  

a p p a r t e n a n t  au  g e n r e  humain. 

E - CARACTERISATION DES CHAINES LEGERES 

1 - Identification : La n a t u r e  d e s  c h a î n e s  

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

e t  r e p o r t é e  dans  l e  Tab leau  I I I ; p . 1 3 7 .  

2 - Préparation des chaînes légères- : 
Les c h a î n e s  l é g è r e s  d e s  I g M  s o n t  p r é p a r é e s  p a r  r é d u c t i o n  

d e s  p o n t s  d i s u l f u r e s  e t  a l k y l a t i o n  d e s  groupements  t h i o l s  

l i b é r é s  ( v o i r  m a t é r i e l  e t  méthode p .116)  e t  s é p a r é e s  d e s  

c h a î n e s  l o u r d e s  p a r  g e l  f i l t r a t i o n  s u r  une c o l o n n e  d e  

Sephadex G-100, é l u é e  p a r  d e  l ' a c i d e  a c é t i q u e  1M. Un 
- - .  . 

- exemple e s t  donné ( f i g . 2 7 a  ; p.155 pour  1 ' I g M  GRA. 
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Fcguae 27: Plrépa/ration e t  p u a i t i c a f i o n  des  chaînen Iépèlrea 

A- Sépaaakion de4 chaîne4 légène4 e t  louade4 apaè4 n é d u c t i o n  e t  a l k y l a k i o n ;  

Chfiornutopauphce 4u4 Sephadex 5 -700 /2 ,6x80  c m l ; & l ~ ~ t c o n  pua de I ' a c c d e  acé- 

t c q u e  I M ;  De6ct  Sm C / f l ;  V o l .  de4 f a a c t c o n 4 :  3m4 . 
B- Pua iLcca tcon  de4 chaîne4 4égèae4 4ua immunoad4oaban.t; 

D imen4~on4  de l a  co lonne  : 7x 13  cm; V o l .  de4 f f i a c t i o n 4 :  I m l ;  Lavage de  4a c o l o n -  

ne pua NaCL 0 ,  75M; E l u t i o n l 4 l d e 4  chukned L ad4obée4 pua du tampon g l y c o c o l l e  

HL4 O ,  7 M  pH 2 , Z  . 



3 - Pur i f i ca t ion  des chaînes légères : 

Un c o n t r ô l e  immunologique ( i m m u n o é l e c t r ~ p h ~ r è s e  e t  immuno- 

d i f f u s i o n )  d e  l a  f r a c t i o n  c o r r e s p o n d a n t  à l a  p a r t i e  h â c h u r é e  

s u r  l a  F i g .  27a ; p.155 a  r é v é l é  une h é t é r o g é n é i t é  

i m p o r t a n t e .  Une p u r i f i c a t i o n  p a r  immunoadsorpt ion comme 

e l l e  a  é t é  d é c r i t e  précédemment p .  116 a  é t é  e n t r e p r i s e  

( v o i r  F i g .  27b ; p.155 1. Il es t  e n  e f f e t  n é c e s s a i r e  

d ' é l i m i n e r  t o u t e  t r a c e  d e  c h a î n e  H ou de  c h a î n e  J ,  t o u t e s  

deux é t a n t  g l y c o s y l é e s .  La c o n t a m i n a t i o n  p a r  l a  c h â i n e  H e s t  

é v i d e n t e  ; l a  p e r s i s t a n c e  d e  t r a c e s  d e  c h a î n e  J e s t  t o u t  

a u s s i  p r o b a b l e  ma lg ré  s a  f a i b l e  r e p r é s e n t a t i o n  d a n s  u n e  

IgM ( 1  c h â i n e  ~ / 1 0  c h a î n e s  L )  ( N i e d e r m e i e r  e t  ad, 1972)  

ma i s  son  é c a r t  p o n d é r a l  a v e c  l a  c h a î n e  L e s t  p lus .  f a i b l e  

que c e l u i  o b s e r v é  e n t c e  c h a î n e s  H et L ( v o i r  p.21 ) . B i e n  

que l e  rendement  d e  c e t t e  s econde  o p é r a t i o n  a i t  é t é  

r e l a t i v e m e n t  f a i b l e  ( 3 0  % )  l ' h o m o g é n é i t é  d e  l a  c h a î n e  

l é g è r e  A d e  1 ' IgM GRA s ' e s t  r é v é l é e  p o s i t i v e .  

4 - Recherche d'une gl ycosylati on éwntuel l e des chaî- 

nes I égères. pur if i ées r La p r é s e n c e  de  s u c r e s  e s t  

r e c h e r c h é e  p a r  ch romatograph ie  e n  phase  g a z e u s e  a p r è s  

méthanolyse  d e  500 p g d e  c h a î n e  L p u r i f i é e .  Aucune t r a c e  

de  g l y c o s y l a t i o n  n ' a  é t é  d é t e c t é e  s u r  l e s  c h a î n e s  l é g è r e s  

d e s  3 IgM Z A J ,  VAS e t  GRA é t u d i é e s .  C e s  IgM p o s s é d a n t  un 

t a u x  de  g l y c o s y l a t i o n  d i f f é r e n t  ( 6 , 8  %, 8 , l  % e t  1 0 , 3  % )  

r e s p e c t i v e m e n t ,  il n e  semble  p a s  q u ' u n e  g l y c o s y l a t i o n  

i m p o r t a n t e  d e  l a  molécu le  s o i t  r e s p o n s a b l e  d e  l a  f i x a t i o n  

de  g l y c i n n e s  s u r  l a  c h a î n e  L ,  comme on a u r a i t  pu l e  

s u p p o s e r .  L e  t y p e  même de  l a  c h a î n e  (A ou K ) ne  p a r a î t  

p a s  non p l u s  f a v o r i s e r  s a  g l y c o s y l a t i o n  ; c e c i  e s t  e n  

accol-d avec  l e s  r é s u l t a t s  dlEdmunson ef al ( 1 9 6 8 )  q u i  

o n t  c o n s t a t é  que  l e s  2 t y p e s  A e t ~  p r é s e n t a i e n t  l a  m ê m e  

s u s c e p t i b i l i t é  à une g l y c o s y i a t i o n  é v e n t u e l l e .  



F - CONCLUSIONS 

Les IgM préparées possèdent une composition 

en acides aminés relativement homogène, en accord avec les 

études rapportées dans la littérature. 

Toutefois des différences appréciables sont observées au 

niveau de leur composition centésimale en monosaccharides, 

permettant de définir deux familles parmi les IgM 

pathologiques : l'une faiblement glycosylée (I~M-7) et 
l'autre fortement glycosylée (IgM 10). La troisième 

famille, constituée des IgM normales, présente une certaine 

uniformité (cf. Tableau 1 ; p.147 ) 

L'examen des rapports molaires obtenus pour les différents 

monosaccharides ne révèle pas de différence significative 

pour un résidu particulier ; ceci laisse entrevoir une 

possibilité d'interprétation des différences observées 

dans les compositions glucidiques, plutôt envers le 

nombre et la structure des chaînes oligosaccharidiques 

constitutives des IgM que vis à vis d'un résidu donné. 

Conformément à la littérature les glycannes des IgM 

étudiées sont liés exclusivement par l'intermédiaire d'une 

liaison N-glycosidique à la partie protéique. 



CHAPITRE II : PREPARATION ET CARACTERISATION DES CHAINES 

GLYCANNIQUES - 

1 -PREMIERE APPROCHE A N A L Y T I Q U E  

Une p r e m i è r e  e s t i m a t i o n  g l o b a l e  d e  l e u r  

compos i t ion  e n  c h a î n e s  o l i g o s a c c h a r i d i q u e s  a  é t é  t e n t é e  

s u r  d e s  IgM c a r a c t é r i s t i q u e s  d e  l ' é c h a n t i l l o n n a g e  à 

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

o n t  é t é  u t i l i s é e s  à 1 ' é t a t  n a t i f ,  à r a i s o n  d e  1 mg p a r  

I g  : 4 IgM norma les  ( I I ,  I V ,  V I ,  VIII) , e t  4 IgM 

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

e n  monosaccha r ides  ( 7 ,  8 ,  9 e t  10 % ) ,  t e l l e s  que  Z A J  

( 6 , 8 % ) ,  VAS ( 8 , l  % ) ,  COL (9 ,O  % )  e t  GRA ( 1 0 , 3  % ) .  

Une h y d r a z i n o l y s e  s u i v i e  d ' u n e  r é d u c t i o n  

p a r  l e  b o r o h y d r u r e  t r i t i é  o n t  é t é  r é a l i s é e s  s e l o n  l e s  

c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s  d é c r i t e s  p . 1 1 7  . Après  p u r i -  

f i c a t i o n  p a r  g e l  f i l t r a t i o n  s u r  une c o l o n n e  d e  Bio-Gel 

P-2 l e s  é c h a n t i l l o n s  o b t e n u s  s o n t  c o n c e n t r é s  p a r  

é v a p o r a t i o n  r o t a t i v e  s o u s  v i d e  au  Bucch i .  Une p a r t i e  

a l i q u o t e  d e  chacun e s t  u t i l i s é e  pour  c a r a c t é r i s e r  l e u r s  

c h a î n e s  o l i g o s a c c h a r i d i q u e s  c o n s t i t u t i v e s  p a r  chromato-  

g r a p h i e  s u r  couche m i n c e ( T ~ C ) s u r  p l a q u e  de  g e l  d e  s i l i c e  

( K i e s e l g e l  60 ,  Merck) d a n s  l e  s o l v a n t  r a p i d e  d é c r i t  

p.119 , e t  e n  p r é s e n c e  de  t é m o i n s ,  d e  m i g r a t i o n  ( v o i r  

F i g .  1  ; a r t i c l e  no  3 ; p.168 ) .  C e s  r é s u l t a t s  p r é l i -  

m i n a i r e s ,  d é c r i t s  p.168 donnen t  un a p e r ç u  d e  l a  compo- 

s i t i o n  en  c h a î n e s  g l y c a n n i q u e s  d e s  d i f f é r e n t e s  

p o p u l a t i o n s  d l IgM.  L e s  p r o f i l s  d e  m i g r a t i o n  o b t e n u s  s o n t  

s e n s i b l e m e n t  l e s  m ê m e s  ; c ' e s t  e s s e n t i e l l e m e n t  d ' u n  

p o i n t  de v u e  q u a n t i t a t i f  que  d e s  d i f f é r e n c e s  se  d é g a g e n t  

à c e  n i v e a u  d ' e x p é r i m e n t a t i o n .  En e f f e t  dans  t o u s  l e s  

c a s  8 b a n d e s  de  m i g r a t i o n  s o n t  i d e n t i f i é e s  e t  une  

o b s e r v a t i o n  a t t e n t i v e  de  l e u r s  i n t e n s i t é s  r e s p e c t i v e s  
- - 

- . - - -. . . . permet de  f o r m u l e r  l a  c o r r é l a t i o n  s u i v a n t e  : à une  IgM 



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

g l y c a n n i q u e s  l e s  p l u s  l o u r d e s , e t  i n v e r s e m e n t ,  l e s  

I g M  f a i b l e m e n t  g l y c o s y l é e s  s o n t  e n r i c h i e s  e n  s t r u c t u r e s  

l é g è r e s .  C ' e s t  a i n s i  que  l a  bande I V  prédomine d a n s  

1 ' IgM-7 ( Z A J )  e t  l a  bande  V I  d a n s  1 ' I g ~ - 1 0  (GRA) ; l e s  

I ~ M - 8  e t  IgM-9 p r é s e n t e n t  d e s  p r o f i l s  i n t e r m é d i a i r e s ,  

d e  même que  l e s  I g M  n o r m a l e s .  Au s u j e t  de  ces d e r n i è r e s ,  

p r é c i s o n s  q u ' u n  s e u l  exemple e s t  p r é s e n t é  d a n s  l a  

f i g u r e  c a r  l e s  4 é c h a n t i l l o n s  u t i l i s é s  o n t  donné d e s  

p r o f i l s  i d e n t i q u e s .  

P u i s q u ' a u c u n e  d i f f é r e n c e  n ' e s t  a p p a r u e  e n t r e  l e s  s é rums  

i n d i v i d u e l s  normaux, e t  e n  t e n a n t  compte d e s  deux f a i t s  

s u i v a n t s  : 

- que l e s  IgM d ' u n  sérum normal  c o n s t i t u e n t  une 

p o p u l a t i o n  h é t é r o g è n e ,  

- que l a  c o n c e n t r a t i o n  s é r i q u e  e n  IgM d ' u n  

sé rum normal  e s t  t r è s  f a i b l e ,  

nous  a v o n s  eu  t o u t  a v a n t a g e  à mélange r  t o u t e s  l e s  

p r é p a r a t i o n s  d t I g M  n o r m a l e s  a f i n  d ' o b t e n i r  une  q u a n t i t é  

a p p r é c i a b l e  (200  mg) d ' u n e  p o p u l a t i o n  s t a t i s t i q u e .  

II - SELECTION DE 3  IgM 

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

c h o i x  s ' e s t  l i m i t é  à 3 I g M  que nous  p o s s é d i o n s  en  

q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  : IgM norma les  (200  m g  : v o i r  

c i - d e s s u s ) ,  ZAJ  : IgM-7 ( 3 0 0  mg) e t  GRA : IgM-10 ( 5 0 0  mg) 

pour  p o u v o i r  l e u r  a p p l i q u e r  e n t i è r e m e n t  n o t r e  s t r a t é g i e  

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

e t  mé thodes" ,  p .  113 . 

I l  f a u t  n o t e r  que d a n s  un p r e m i e r  temps  

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



aux  3 IgM a v a i t  é t é  soumise  à deux h y d r o l y s e s  p r o t é a -  

s i q u e s  s u c c e s s i v e s  ( p a p a ï n e  + p r o n a s e )  d a n s  l e  b u t  de  

r é a l i s e r  l e  f r a c t i o n n e m e n t  h a b i t u e l  d e s  d i f f é r e n t s  

g l y c o p e p t i d e s  pa r  g e l  f i l t r a t i o n  e t  c h r o m a t o g r a p h i e  

s u r  r é s i n e s  é c h a n g e u s e s  d ' i o n s .  

- Une h y d r o l y s e  p a p a l n i q u e  a  é t é  e f f e c t u é e  ........................ 
s e l o n  P o r t e r  ( 1 9 5 9 )  e n  tampon T r i s - H C 1  0,1M, NaCl 0,15M 

pH 7 , 5  à 37OC p e n d a n t  4h,  en  p r é s e n c e  d e  c h l o r h y d r a t e  

d e  c y s t é i n e  0,lM n é c e s s a i r e  a u  m a i n t i e n  d ' u n  m i l i e u  

r e d u c t e u r  f a v o r a b l e  à l ' a c t i v i t é  de  l ' e n z y m e .  C e l u i - c i  

e s t  u t i l i s é  dans  un  r a p p o r t  e n z y m e / s u b s t r a t  : 1/50 ; 

il e s t  a c t i v é  p a r  a d d i t i o n  d ' u n e  s o l u t i o n  dlEDTA 0,002M 

L e  pH e s t  ma in t enu  à 7 , s  pendan t  t o u t e  l a  d u r é e  d e  l a  

r e a c t i o n  p a r  a d d i t i o n  de  s o l u t i o n  T r i s  1M. Une atmos-  

p h è r e  de t o l u è n e  empèche t o u t e  c o n t a m i n a t i o n  b a c t é -  

r i e n n e .  La r é a c t i o n  e s t  a r r ê t é e  p a r  a c i d i e i c a t i o n  à 

à pH 4 , s  p a r  a d d i t i o n  de  2  g o u t t e s  d '  a c i d e  a c é t i q u e  

g l a c i a l  e t  c o n g é l a t i o n  à -20°C. L ' h y d r o l y s a t  e s t  

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

G-100 ( 2 , 8  x  80  cm) e t  é l u t i o n  p a r  d e  l ' a c é t a t e  d e  

p y r i d i n e  O ,  1M à pH 5 , 3  ( v o i r  F i g .  28 ; p.  161 ) .  Le 

dosage  d e s  p r o t é i n e s  d a n s  chaque  f r a c t i o n  e s t  e f f e c t u é  

p a r  une mesure  de  l ' a b s o r p t i o n  à 280 nm, e t  c e l u i  d e s  

h e x o s e s  p a r  une l e c t u r e  de  l a  DO à 492 nm, a p r è s  a v o i r  

p r a t i q u é  u n e  r é a c t i o n  s e l o n  Dubois  ef ad ( 1 0 5 6 )  en  

p r é s e n c e  d e  phénol  s u l f u r i q u e  s u r  une  p a r t i e  a l i q u o t e  

( 2 0 0 ~ 1 )  d e  chacune  d e s  f r a c t i o n s .  La F i g .  28 c o r r e s p o n d  

a u  p r o f i l  d ' é l u t i o n  o b t e n u  pour  l ' h y d r o l y s a t  d e  1 ' IgM 

Z A J  ; l e  p r e m i e r  p i c ,  ne  c o n t e n a n t  p a s  de  g l y c a n n e s  

d o i t  c o r r e s p o n d r e  a u  f r agmen t  Fab,  d e s  m o l é c u l e s  d ' IgM 

é v e n t u e l l e m e n t  non h y d r o l y s é e s  s e r a i e n t  e x c l u e s  t o u t  

à f a i t  en  d é b u t  d ' é l u t i o n .  L e  second  p i c  , l e  s e u l  à 

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

d e s  g l y c o p e p t i d e s  d e  1 ' IgM Z A J .  Le d e r n i e r  p i c  d o n t  l e  

p o i d s  m o l é c u l a i r e  e s t  l e  p l u s  f a i b l e  c o r r e s p o n d  aux 

p e p t i d e s  e t  a c i d e s  aminés.  L i h é r é s  a p r è s  d é g r a d a t i o n  

p a p a i n i q u e  . 
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N o  des fractions 

F i g u a e  2 8  : HydnoLyde papainique de L'99.h ZAa 

C h a o r n a t o g a a p h i e  p a x  p e l  f i l f a a f i o n  4 u a  S e p h a -  

d e x  5-100 / 2 , 8 x 8 0  c m ) ;  E l u t i o n  paa d e  I ' a c é -  

t a t e  d e  p y a i d i n e  0 ,  ?Pl pH 5 ,3  ; D é b i t : 8 m l / H ;  

V o l .  d e 4  f a a c t i o n 4  : 5 m L ;  

- : F a a c t i o n  g l y  c o p e p t i d i g u e  c o n i i e a v é e .  



- Une h y d r o l y s e  p r o n a s i q u e  a  é t é  e f f e c t u é e  ------------------------ 
s e l o n  Jouanneau ( 1 9 7 8 )  s u r  l a  f r a c t i o n  g l y c o p e p t i d i q u e  

b r u t e  o b t e n u e  c i - d e s s u s  a p r è s  h y d r o l y s e  p a p a ï n i q u e .  La 

p r o t é o l y s e  es t  r é a l i s é e  en tampon b i c a r b o n a t e  d'ammonium 

0, lM pH 8,0, s o u s  a tmosphère  d e  t o l u è n e ,  l e  r a p p o r t  
2+  

~ n z / ~  é t a n t  encore  d e  1/50.  La p r é s e n c e  d '  i o n s  Ca 

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

n é c e s s a i r e  à l ' a c t i v a t i o n  de  l ' e n z y m e .  L ' h y d r o l y s e  

s ' e f f e c t u e  à 37OC pendant  6h .  avec  une deuxième a d d i t i o n  

d'enzyme a u  bou t  de  3h ; l e  pH est  main tenu  à 8 , s  

pendant  t o u t e  l a  d u r é e  de  l a  r é a c t i o n  g r â c e  à u n e  

s o l u t i o n  d e  soude 0 , l N .  La r é a c t i o n  e s t  a r r ê t é e  p a r  

a c i d i f i c a t i o n  à pH 4 , s  e t  c o n g é l a t i o n  à -20°C. L 'hydro -  

l y s a t  est a n a l y s é  p a r  g e l  f i l t r a t i o n  d a n s  l e s  m ê m e s  

c o n d i t i o n s  que  pour l ' h y d r o l y s a t  p a p a ï n i q u e  ( v o i r  Fig.29 

p .  163 ) .  L e  b u t  de c e t t e  s e c o n d e  h y d r o l y s e  é t a i t  d ' o b t e n i r  

d e s  g l y c o p e p t i d e s  a v e c  un nombre l i m i t é  d ' a c i d e s  aminés;  

c ' e s t  c e  q u i  s e  t r a d u i t  s u r  l e  p r o f i l  d ' é l u t i o n  o b t e n u :  

l e  p i c  c o r r e s p o n d a n t  aux g l y c o p e p t i d e s  a b s o r b e  très 

peu à 280 nm , con- t r a i r emen t  a u  deuxième p i c  ( d o n t  

l ' a b s o r p t i o n  à 4 9 2  nm e s t  n u l l e )  q u i  n ' e s t  c o n s t i t u é  

que  de  p e t i t s  p e p t i d e s  e t  d ' a c i d e s  aminés p r o v e n a n t  de  

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

p remiè re  h y d r o l y s e  enzymat ique .  

E n t r e  temps nous a v o n s  vu q u ' i l  é t a i t  p o s s i b l e  

d ' i s o l e r  l e s  c h a î n e s  g l y c a n n i q u e s  d~ r e s t e  de  l a  

p r o t é i n e  p a r  h y d r a z i n o l y s e  ; n o u s  avons  donc a p p l i q u é  

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

à chaque I g M .  Les r é s u l t a t s  o b t e n u s  ( a r t i c l e  n o  3  ; 

F i g .  3 a ,  b  ;p .170 ; d é p ô t s  2,5, 8 )  s o n t  i d e n t i q u e s  

à ceux o b s e r v é s  pour l e s  IgM c o r r e s p o n d a n t e s  u t i l i s é e s  

à l ' é t a t  n a t i f  ( F i g . 1  ; p.168;  d é p ô t s  1 , 3 , 6 ) .  Nous 

a u r i o n s  pu e s p é r e r  une  r é a c t i v i t é  d e s  g l y c o p e p t i d e s  

à l ' h y d r a z i n e  anhydre s u p é r i e u r e  à c e l l e  de  l a  molécu le  

i n t a c t e  ; e n  f a i t  l e  r é a c t i f  a g i t  p r o g r e s s i v e m e n t  : il 

dégrade  l a  c h a î n e  p o l y p e p t i d i q u e ,  l i b é r a n t  l e s  h y d r a z i d e s  
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Ficpae 2 9  - : f f ydno lyae  pnonaaique d e  La f n a c f i o n  pLyco- 

p e p t i d i g u e  bnute obtenue apnèa hydnolyne 

papaütique (994 ZAa 1 

C h ~ o m a f o g a a p h i e  paa g e l  f i l f a a f i o n  4 u a  S e -  

p h a d e x  5- 1 0 0 / 2 , 8 x 8 0  c m l ; € l u t i o n  paa d e  

l ' a c é k a t e  d e  p y ~ i d i n e  O ,  I M  pU 5 , 3 ; D e D i t :  

8rn4/H ; VOL. d e 4  f a a c f i o n ~ :  5m4;  

- : F a a c t i o n  g l y c o p e p t i d i q u e  c o n 4 e / z v é e .  



correspondant aux acides aminés constitutifs et rendant 

donc accessibles tous les séquons porteurs de chaînes 

glycanniques. 

Cette constatation nous conduit à envisager 

dorénavant l'utilisation directe de l'action de 

l'hydrazine anhydre sur la glycoprotéine native. Ce 

procédé fournira un double avantage : d'une part, un 

gain de temps considérable, d'autre part l'obtention 

directe de chaînes glycanniques. 

III -ISOLEMENT ET CARACTERISATION DES CHAINES 

GLYCANNIQUES. 

La suite de nos démarches concernant l'étude 

structurale des glycannes constitutifs des 3 IgM 

sélectionnées consiste en un premier fractionnement 

sur une colonne de ConA ; suivi d'une caractérisation 

des fractions obtenues. Cela fait l'objet de l'article 

n03;p.165 dans lequel sont décrites les 3 principales 

étapes : 

1 - L'hydrazinolyse des glycopeptides suivie 

de la réduction par le borohydrure tritié ; 

2 - Le fractionnement des chaînes oligosa- 
ccharidiques par chromatographie d'affinité sur colonne 

de Con A ; 

3 - La caractérisation de ces différentes 

fractions : 

a - quantitative : par comptage de leur ---------- 
radioactivité; 

b - qualitative : ---------- 
--par détermination des rapports molaires 

des monosaccharides les constituant; 

- par comparaison de leur migration en 

TLC avec des glycannes de structure connue. 
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ï h e  weil-known heterogeneity of normal and pathological immunoglobulins M was 
investigated in a study involving the characterization of their carbohydrate moieties 
Oligosaccharide units were released from the native molecule by hydra~inoi~sis, and 
they .were fractionated by afinity chromatography on a concanavalin A-Sepharose 
column to yield separate N-acetyl-lactosaminic-type and oiigomannosidic-type 
structures. Further identification of these oligosaccharides was attempted by t.1.c. on 
silica gel and by determination of their monosaccharide compositions. A comparative 
study of the oligosaccharide units beionging to each population of immunoglobulin M 
was possible. Similarities were found in the occurrence of both types of oligosaccharide 
structures, and, in addition, a common double heterogeneity could be demonstrated for 
N-acevl-lactosaminic-type structures: they could be resolved by a n i t y  chromato- 
graphy into bi-, tri- and tetra-antennary structures, and they also showed differences in 
N-acetylneuraminic acid content. Though some variations were observed in the exact 
composition of the ~Iigosaccharide units within each population. it was possible to 
consider a representative oligosaccharide-unit composition of normal immunoglobulin 
M as a standard for comparison. On this basis a predominance of multi-antennary 
structures was observed in the more glycosylated pathological immunoglobulins M 
(10% carbohydrate content), whereas oligomannosidic structures were increased in 
pathological immunoglobulins M with a lower content of carbohydrates (7%). These 
variations are thought to reflect differences in the biosynthetic processing pathway of the 
carbohydrate units of the pathological immunoglobulins M or the enhanced expression 
of a molecular clone. 

Human IgM molecules are glycoproteins with 
large amounts of carbohydrate (7-15%) (Clamp & 
Johnson, 1972). In a recent investigation (Cahour 
et ai., 1981) a sampling of 18 monoclonal IgM 
species was resolved into two populations on the 
basis of their carbohydrate content: 12 IgM species 
contained 7.3% carbohydrate and six IgM species 
contained 10%. An average value of 7.2% carbo- 
hydrate content has been found for normal IgM. It is 
well known that these plasma proteins (Jouanneau 
et al., 1970: Shimizu et al.. 197 1: Hickman el al.. 
19721, as do many glycoproteins (for a review see 
Montreuil, 1982), contain both-N-acetyl-lactos- 
aminic-type and oligomannosidic-type asparagine- 
bound carbohydrate chains. 

Abbreviation used: IgM. irnrnunoglobulin M. 
f To whom correspondence should be addressed. 

Commonly, the techniques used for structural 
investigations of the carbohydrate rnoieties of 
immunoglobuIins include a digestion with Pronase 
and subsequent fractionation of the resultant glyco- 
peptides by gel filtration and ion-exchange 
chromatography. 

In the present investigation, by using the com- 
bination of hydrazinolysis, affinity chromatography 
and g.1.c.. the oligos,accharide units obtained directly 
from the native IgM were studied. Their resolution 
and their characterization in each IgM population 
were monitored by t.1.c. on silica gel. 

The IgM oligosaccharide units could play a 
biological role either by interaction with membrane 
receptors or by acting directly on the conformation 
of the molecules. and we were interested in making a 
comparison of these structures both in normal and 
pathological IgM species. Some preliminary results 
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relevant to this aspect are reponed in the present 
paper. 

Materiais 
Silica gel 60 thin-layer plates (0.2mm layer), 

solvents and chemicais of anaiyticai grade were 
products of Merck (Darmstadt. Germany). Con- 
canavalin A-Sepharose 4B was supplied by Phar- 
macia Fine Chemicais (Uppsala, Sweden), and 
methyl a-mglucoside by Sigma Chemicd Co. (St. 
Louis, MO, U.S.A.). Naô3H, (36Ci/mmol) was 
purchased from the Commissariat à I'Energie 
Atomique (Saclay, France), and the scintillation 
mixture (Aquaiytem) was a product from J. T. 
Baker Chemicais BV (Deventer, The Netherlands). 
Bio-Gtl P-2 (200-400 mesh) was from Bio-Rad 
Laboratories (Richmond, CA, U.S.A.), and hydra- 
zinc was obtained from Pierce Chemical Co. 
(Rockford, IL, U.S.A.). 

Reference O ligosacchandes 
The following standard compounds (Table 1) 

were used for a provisional identification of car& 
hydrare units assayed by t.1.c. Oligosaccharides S,, 
S, and S, were bi-antemary structures, respectively 
desialylated, monosiaiylated and disiaiylated, ob- 
tained from human s m  transfmin by the pro- 
cedure of Spik et al. (1975). Oiigosaccharides O, 
and 0, were tri- and tetra-antennary asialoglycans 
respectively obtained from human plasma a,-acid 
glycoprotein (orosomucoid) (Fournet et al., 1978). 
Oligomannosides with four to nine mannose resi- 
dues (oligosaccharides Mi-M;) were isolated from 
urine of patients with mannosidosis (Strecker et al., 
19 76); 

Preparatfon of immunoglobulins 
IgM species w m  prepared and checked for 

homogeneity as described previously (Cahour et al., 
1981). Monocionai IgM species were obtained from 
piasmaphaereses of patients with Waldenstrom's 
macroglobuiinaernia, and polyclonai IgM species 
were isolated from inaividuai normal sera 

Hydrazinolysis 
Specif~c cleavage of N-ocetylgiucosarnine-aspara- 

gine N-glycosylamkiic iinkages was performed as 
described previously (Bayard & Montreuil, 1974) by 
the action of anhydrous hydrazine on native protein 
(lmg) for 20h at 85OC. N-Deacetylated glycans 
were obtained aftcr drying of the hydrazinolysate 
under N, and elimination of traces of the reaction 
products under vacuum in the presence of conc. 
H,SO,, and after a further desalting on a Bio-Gel 
P-2 column (1.5cm x 32cm) thcy were eluted with 
aq. 1% (v/v) acetic acid. N-Reacetylation was 

perfonned with acetic anhydride as descnbed by 
Reading et al. (1978). and the oligosaccharidc 
fractions were purified on Bio-Gel P-2. 

Radioisotoptc iabelling of oligosaccharides 
Reduction with NaB3H, was performed as de- 

scribed by Takasaki & Kobata (1978). About 
lOOnmol of oligosaccharide was reduccd with 
8111x101 (0.30mCi) of NaB%, in 300~1 of 1Om- 
NaOH for 4 h at 25OC. Then lOmg of NaBH, was 
added and the sarnple was kept for a further 2h at 
25OC. The reaction was stopped by adding 1 drop of 
acetic acid, and after the mixture had been passed 
through a smail column of Dowex SOW X8 (Hf 
fonn) the boric acid was removed by CO-distillation 
under vacuum three times with methanol. Next, 
descendhg paper chromatography for 16h on 
Whatman no. 1 paper with the solvent system 
butan- 1-ol/ethanol/water (1 6 : 1 : 4. by vol.) remored 
radioactive contarninants derived from the NaB3H4. 
Reduced oligosaccharides w n c  eluted with miter 
and purified on Bio-Gel P-2. 

Amis, chromarogra.vhy of oligosacchartdes on 
concanavalin A-Sepharose 

NaB3H,-reduced oligosaccharides were applied to 
a concanavalin A-Sepharose column (1.5cmx 
9.5 cm) equilibrated with I0m~-sodium acetate 
buffer, pH 5.0, containing 1 mM-CaCl,, 1 mu-MgC4, 
1 m~-MnC1, and O. 1 M-N~CI, Fractionation was 
performed by stepwise elution with methyi a-o- 
glucoside, with reference to prcvious studies of the 
binding capacities. of concanavalin A for carbo- 
hydrate structures (Debray & Montreua 1978; 
Narasimhan et al., 1979). For this purpose a 
previous calibration of the concanavalin A-Sepha- 
rose column was monitored with oligosaccharides of 
known structures. The tri- and ma-antennary 
glycans oligosaccharides 0, and 0, (set Table 1), 
with no affinity for the colurnn, were eluted with 
starting buffer. Bi-antennary oligosaccharides Cie. 
referenct oligosaccharides of scnim transfenin) were 
bound with low &nity by the lectin and wae eluted 
with 0.01 M-methyl a-glucoside, whereas oligo- 
mannosidic oligosaccharides (set Table 1) were 
strongly bound by concanavaiin A and netded 
0.3 M-methyl a-glucoside for thcir elution. 3H radio- 
activity was counted in 3ml of scintillation solution 
in a Beckman liquid-scintillation spectrometer. 

Oligosaccharides were resolved on silica gel 
60 thii-layer plates with the following solvent 
systems: F, a fast one (Bayard et ai.. 1979). 
ethanol / butan- 1-01 / pyridine / water / a ~ t i c  acid 
(100 : 10 : 10 : 30 : 3. by vol.), for N-acetyl-lacros- 
aminic oligosaccharides. and S. a slow one (Pa10 & 
Savolainen, 1972). butan- 1-01 / acetic acid / water 
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Table 1. Reference oligosaccharides used for t.1.c. 

Type of structure Bi-antennary N-acttyl-lactosaminic type 

Origin Human s e m  transfmùi 

Structures 
Gai(~l-4)G1cNAc(Bl-2)Man(a1-3)~ 

Man(B1-4)GlcNAc(,81-4) GlcNAc 
~al(/31-4)~lc~~c(@1-2)~an(al-6)/ 

Oiigosaccharide S, 

NeuAc(a2-6)Gal(fi1-4)GlcNAc(Bl-2)Man(a1-3) 
' ~ a n ( ~ i - 4 ) G i c ~ ~ c ( / ? l - 4 )  GlcNAc 

~al(,81-4)~lc~~c(~1-2)~an(a1-6)/ 
Oligosaccharide S, 

NeuAc(a2-6~Gal(~l-4)GlcNAc(~l-Z)Man(al-3), 
/Man(@i-4)GlcNAc(B1-4) GlcNAc 

NeuAc(a2-6)Gal(/3l4KilcNAc(fi1-2)Man(al-6) 
Oligosaccharide S, 

Type of structure Tri- and tetra-antennary N-acetyl-lactosaminic type 

Origin Human plasma a,-acid glycoprotein 

Structures 
Gai(/?l-4)GlcNAc(fll-4)\ 

Man(a1-3) 
~ai(/3i-4)Gic~~c(,81-2)/ \ 

/Mia(~l-4)GlcNAc(Bl-4) GlcNAc 

~al(~i-4)Glc~~c(~l-2)~an(a1-6)/ 
Oligosaccharide O,* 

Gai(fll-4)GIcNAc(@1-4)~ 

G d ( B l d Y ; l c N A ~ ( , 8 1 - 2 ) / ~ ~ ( ~ ~ - ~ ) \  

/ 
Man(Bl-4)GlcNAc(,81-4) GlcNAc 

Gal(@l-rl)GlcNAc(B1-2)\ 
Man(al-6) 

G ~ ~ ( ~ ~ - ~ E ~ c N A c ( B I - ~ ) /  
Oligosaccharide O, 

Type of structure Oligornannosidic type 

OS& Urines of oligomannosidosis patients 

Structures 
Man(a1-3), 

Oligosaccharide M; 

Oligosaccharides ML-M; 

' Asiaio tri-antrnnary glycans or orosomucoid may possess an additional fucose residue a-1.3-iinked to the N-acetyl- 
glucosamine residue 7 (oligosaccharide 0,F). 
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(2 : 1 : 1, by vol.), for oligomannosidic glycans. 
Migrating bands were detected by using orcinol 
(200mg of orcinol in lOOml of aq. 20% H,SO,) 
spray reagent with heating at 1 10°C for l0min. 

G.7.c. 
Conditions for g.1.c. were those described by 

Zanma et al. (1972). O-Methylated glycosides were 
analysed as triffuoroacetate compounds on a glass 
column packed with 3% OV 210, with a tem- 
perature gradient of 2OCImin from 100 to 220°C. 
meso-Inositol was used as intemal standard. 

Desia!vlat ion 

Desialylation was performed by mild acid hydro- 
lysis (O. 1 M-üifluoroacetic acid for 30min at 80°C) 
and was checked by t.1.c. with solvent P. Untreated 
oligosaccharide served as the control. 

Resulta 

Comparative r.1.c. of the whole oligosaccharide 
chains 

Hydrazinolysis was perîormed on normal IgM 
species and on pathological IgM species with 
increasing contents of carbohydrates, Le. 7% (IgM- 
7), 8% (IgM-8). 9% (IgM-9) and 10% (IgM- 10). The 
reieased oligosaccharides were analysed by t.1.c. on 
silica gel in the solvent F (Fig. 1). All preparations of 
normal IgM exhibited the same pattern, an example 
of which is given (see Fig. 1, slot 1). For both 
polyclonal and monoclonal preparations of patho- 
logical IgM, patterns essentially consisted of the 
same bands, numbered 1 to VIII. A classification 

within three groups could be made: the first one 
included IgM-8 and IgM-9, t.1.c. profiles of which 
resembled that obtained with normal IgM; the 

Fraction no. 

Fig. 1. Comparative t.1.c. of the whole glvcans liberated 
by hydriuinolysis from normal and pathological IgM 

species 
For full experimental details see the text. Solvent 
system F was used. Slot 1, normal IgM: slots 2 and 
7, standards of asialo (S,), monosialo (S,) and 
disialo '(S,) bi-antennary glycans from serum trans- 
f e h ;  slots 3-6, pathologicai IgM species con- 
iaining 796, 896, 9% and 10% carbohydrate re- 
spectivcly. 

Fig. 2. Fractionation by afinity chromatography on a 
concanavalin A-Sepharose 4B column (1  5 cm x 9.5 cm) 
of the oligosaccharides liberated by hydrazinolysis of IgM 

species 
For full experimental details see the text. The flow 
rate was 9mlh. Fractions of volume 1 ml, numbcred 
in order of their emergence from the column, were 
collected and counted for radioactivity. Arrows 
indicate the starting of the elution of fractions B and 
C with 0.01 m- and 0.3~-methyl a-D-glucopyrano- 
side respectiveiy. Profiles obtained: (a )  for normal 
IgM; (b) for pathological IN-7 :  (c) for patho- 
logical IgM- 10. - -  - 
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second and the third groups were represenred by 
monoclonal IgM-7 and IgM-IO. with characteristic 
patterns different from those of the first group. 
Enrichments of band IV for IgM-7 and of band VI 
for IpM-10 were observed. These variations were not 
accompanied by significant differences in the moiar 
monosaccharide composiuon (Table 2). 

Fractionation of oiigosoccharides by afFni& 
chromatography on concanavalin A-Sepharose 

Because of the small quantity of IgM-8 and IpM-9 
at our disposal, further studies were limited to 
normal IgM and to the pathological IgM-7 and 
IgM-10. Fractionation on concanavalin A-Sepha- 
rose of glycans released by hydrazinolysis. N- 
reacetylated and then reduced gave three elution 
patterns corresponding to the three famiiies of IgM 
(Fig. 2). Each profile possessed the three fractions A. 
B and C eluted with staning buffer. 0.01 M-methvl a- 
glucoside and 0.3 M-a-methyl glucoside respectively. 

Qualitatively the pattern obtained for polyclonal 
IgM resembled that of pathological IgM-7, but 
quantitatively marked differences were observed in 
the percentage distribution of fracrions ( s e  Table 2). 
On the one hand N-acetyl-lactosarninic units (frac- 
tions A and B) were predominant in normal IgM and 
pathological IgM-IO. with 80% of the label. On the 
other hand, pathological IgM-7 was enriched in 
high-mannose oiieosaccharides (32% against 20% 
for the two other populations). In addition. for 

N-acetyl-lactosaminic glvcans variations were obser- 
ved ln the proportions of tri- and terra-antennary 
structures (fraction A) and bi-antennary structures 
(fraction B). The proportions were equivalent for 
polyclonal l'M. but the degree of branching was 
increased for monoclonal IgM-IO whereas it was 
decreased for monocIona1 IgM-7. 

Characrerizarion of the carbohvdrate chains 
T o  investigate the extent of the heterogeneity 

exhibited by the carbohydrate mo~eties of 1pM. 
~Iigosaccharidic fractions were submttted to g.1.c. 
after methanoiysis (Table 2). The molar proportions 
obtained were in good agreement with those 
expected after fractionation of the hydrazinolysates 
on  concanavaiin A-Sepharose. and were char- 
acteristic of chiefly tri-antennary structures for 
fraction A. bi-antennary structures for fraction B 
and olipomannosidic structures for fracrion C. 

In addition. the usefuiness of the t.1.c. method in 
the further qualitative resolution of IgM oligo- 
saccharide is demonstrated in Fig. 3. In fraction A 
(Fig. 3a). for the three samples essaved. four 
migrating oligosaccharides were identified (bands 
IV, V,. VI and VIII). with a predorninance of band 
VI. A double band in the position for this band VI 
was noted with polyclonal IgM. This double band 
might represent .oligosaccharides with simiiar struc- 
ture but with a possible additional fucosc risidue on 
the component forming the slower-migrating band. 

Table 2. Carboh.vdrare compositions of natrve IgM glvcnns and of oligosaccharidic fracrrons produced bv afiniy 
chr~rnarograph~v on imrnobilzzed concanaualrn A ajler hydraz~nolvsts oJIgM 

For full expenmental details see the text. Results for native IgM glycans obtained after g.1.c. were the same for 
both nauve IgM glycans and hydrazinolvsates: data for normal IgM and pathological IgM-7 and IgM-IO are 
correcred and expressed in terms of the sum of the oercentage distribution of the fractions A. B and C. Results 
for the concanavalin A-Sepharose fractions are normalized to 3.0 mannose residues for fractions A and B and of 
2.0 N-acetylglucosarn~ne residues for fraction C. L reîers IO structures of tne .%-acetyl-iactosaminic typ:. and hl to 
structures of the oiigomannosiaic type. 

Carbonvdrate comoosition imoiar proportions) 
r A 

7 

Normal IgM 

Native 
IgM 

% of radioactiviry . . . 

?O of L and M structures . . . 
Fucose 0.67 
Mannose 4.1 
Galactose 1.6 
N-Acetylglucosamine 3.1 
N-Acetyineuramlnic 0.78 

acid 

1 

Concanavalin A 
fractions * 

A B C  
40 40 20 

Native 
IgM 

Concanavalin A 
fractions 
0 
A B C  
27 41 32 
v 

68 32 
0.80 0.70 - 
3.0 3.0 7.2 
2.1 1.6 - 
4.8 3.6 2.0 
1.0 0.5 - 

Narive 
IgM 

N arive Native 
IgM IgM 

- - 
1 

Concanavalin A 
Fracrions - 

A B C  
58 24 18 
i-...i 

82 18 
0.98 0.78 - 
3.0 3.0 1.5 
2.0 1.4 - 
4.5 3.7 2.0 
0.85 0.50 - 
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so II' so * .  II' i II 
*"" .-- 

S m  s, v -@! VI 

VI1 *, VI1 
" Vlll 

Fig. 3. T.1.c. of fractions A, B and C obtained by affinity chromatography on immobilized concanavalin A of 
oligosaccharides liberated by hydrazinolysis of normal andpathological ZgM species 

For full experimental details see the text. (a) T.1.c. of fraction A in solvent system F. Slots 1 and 4, standards of asialo 
(SJ, monosialo (SI) and disialo (S,) bi-antennary glycans from serum transferrin: slots 2,5 and 8. oligosaccharides 
released by hydrazinolysis from normal IgM (slot 2). from pathological IgM-7 (slot 5) and from pathologicai IgM-10 
(slot 8); slots 3, 6 and 7, oligosaccharides of fraction A obrained from normal IgM (slot 3), from pathological IgM-7 
(slot 6) and from pathological IgM-IO (slot 7). (b) T.1.c. of fraction B in solvent system F. Slots 1 and 4. standards of 
asialo (S,), monosialo (SI) and disialo (S,) bi-antennary glycans from serum transfenin: slots 2, 5 and 8, 
oligosacchandes reieased by hydrazinolysis from normal IgM (slot 2), from pathological IgM-7 (slot 5) and from 
pathological IgM-IO (slot 8); slots 3, 6 and 7, oligosaccharides of fraction B obtained from normal IgM (slot 3), from 
pathological IgM-7 (slot 6) and from pathological IgM-IO (slot 7). (c) T.1.c. of fraction C in solvent system S. Slots 1 
and 4, standards of urinary oligomannosides (Mi-Mg; slots 2, 5 and 8, oligosaccharides released by hydrazinolysis 
(MrM,) from normal IgM (slot 2), from pathological IgM-7 (slot 5) and from pathological IgM-IO (slot 8): siots 3. 
6 and 7, oligosacchandes of fraction C obtained from normal IgM (slot 3). from pathological IgM-7 (slot 6) and from 
pathological IgM-IO (slot 7) (the bands that migrate above M, have been identified as heavy contarninants of methyl 
a- glucoside); slot 9, nference oligosaccharides having a slight migration in this solvent system, i.e. asialo 
(S,), monosialo (S,) and disialo (S,) bi-antennary glycans from semm transferrin, and asialo tri-antennary (O,) and 
asiaio tetra-antennary (0,) glycans from a,-acid glycoprotein. N.B. Bands VI and Vt migrated as compound V but 
exhibited different affinities for concanavalin A: bands 1 and II contained a mixture of both N-acetyl-lactosaminic 
and oligomannosidic structures because the components were not fractionated on concanavalin A, whereas bands 1' 
and II' were exclusively of the bi-antennary type. With regard to the oiigomannosiaic glycans, Mi-MG designated 
pathological urinary oligosaccharides lacking one IV-acetylglucosamine residue and M,-M, designated hydra- 
zinoiysate complete oligosaccharides. 
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Al1 these glycans were expected to contain more 
than two antennae. With fraction B (Fig. 3b). the 
chromatographic behaviour of its oligosaccharides, 
which were assumed to be bi-antennary, could be 
compared with that of serum transferrin glycans 
(oiigosaccharides S,, S ,  and S,). Four bands, 
numbered I f ,  II', V, and VII, were observed for 
pathological IgM species, band 1' being absent from 
the normal IgM pattern. Compound V, was predomi- 
nant in ail the IgM species and possessed the same 
t.1.c. rnobility as monosialylated and bi-antennary 
standard oligosaccharide S,. Bands 1' and II' 
migrated in the same zone as oligosaccharide S,, 
which is the bi-antennary oligosaccharide with the 
highest mobility because it is desialylated. Migration 
of band VI1 was compared with that of disidylated 
reference oligosaccharide S,. Fraction C (Fig. 3c) 
gave rise to numerous oligosaccharides, which were 
predicted to be of the oligomannosidic type in view 
of their strong afEnity for concanavalm A-Sepha- 
rose. These oligosaccharides were anaiysed by t.1.c. 
with solvent S. In this solvent, N-acetyl-lactos- 
aminic glycans are known to migrate poorly and 
they stayed (slot 9) near to the origin. It could be 
verified for the three samples of fraction C studied 
that there were no such structures left after frac- 
tionation by aflinity chromatography (slots 3, 6 and 
7) by cornparison with the corresponding whole 
range of oiigosaccharides before fractionation (slots 
2, 5 and 8). The chromatographic mobiiities of these 
high-mannose units were checked with appropriate 
standards, Le. urinary oligomannosides (see Table 
1). It should be noted that, because of their origin, 
these reference compounds lack one N-acetylglucos- 
amine residue at the reducing end, and con- 
sequently exhibited a slightly higher mobility than 
the correspondiig oligosaccharides possessing the 
additional N-acetylglucosamine residue. We have 
estimated this difference in migration by comparing 
the behaviour of such pathological IgM oligo- 
saccharides with that of bovine lactotransfemn 
oligomannosides obtained after hydrazinolysis (Van 
Halbeck et al., 1981) in the same t.1.c. system. It was 
approximately equivalent to the effect of the loss of 
one mannose residue of the largest oligomannosidic 
structure, with a progressive enhancement in the 
upper region of the plate. Taking this rule into 
account, we were able to .identify the bands 
numbered M,-M, as oligosaccharides containing 
five to nine rnannose residues respectively; there was 
a predominance of larger oligomannosides for 
pathological IgM-7 and a predominance of smaller 
oligomannosides for normal IgM and pathologicai 
IgM- 10. 

- Further structurai investigation was performed on 
N-acetyl-lactosaminic units by elirninating the 
heterogeneity due to the presence of N-acetyl- 
neurarninic acid residues and by then making a 

provisional identification of the structures of the 
residual oligosaccharides. Desiaiylation with tri- 
fluoroacetic acid was perfonned on fractions A and 
B for each IgM sample, and t.1.c. migration of their 
asialoglycans was compared with that of neutral 
reference oligosaccharides (Fig. 4). On such treat- 
ment of fraction A it was found that aii the 
oligosaccharides obtained migrated more slowly 
than did the neutrai bi-antennary standard oligo- 
saccharide S,. The major compound obtained (X,) 
had the sarne chromatographic behaviour as the 
fucosylated asialo triantennary glycan of oroso- 
rnucoid (oligosaccharide 0,F) and as oligosac- 
charide IV (Fig. 3a). As visualized for pathologicai 
IgM-IO (slot 3), the compound X,, which migrated 
between oligosaccharides 0, and S,, was smaller 
than oligosaccharide O,, and the oligosaccharide 
X,, which migrated the same distance as did 
oligosaccharide O,, was presumed to be a tetra- 
antennary unit. On desiaiylation of fraction B, as 
expected, aü structures were converted into glycans 
that migrated in the same zone as oligosaccharide S, 
(zone X,-X,). From these results it can be con- 
cluded that fraction A is chiefly composed of 
tri-antennary oligosaccharides accompanied by a 
smaüer amount of tetra-antennary ones, and that 
fraction B is essentiaiiy constituted of bi-antennary 
oligosaccharides. The oligosaccharides derived from 
pathologicai IgM-IO exhibited the greater hetero- 
geneity of structure. 

Fig. 4. T.Lc. ofoligosaccharides of desialylated fractions 
A and B 

For experimentai detaiis see the text. Solvent system 
F was used. Slots 1, 2 and 3, asialo-glycans from 
fraction A from nomai IgM (slot l), from 
pathologicai IgM-7 (slot 2) and from pathological 
IgM-IO (slot 3); slots 4 and 5, rrference oligo- 
saccharides from a,-acid glycoprotein [asialo tri- 
antennary (0, and 0,F) and asialo tetra-antennary 
(0,) glycansl (slot 4) and from senim transferrin 
[asialo bi-antennary glycan (S,) (slot 5); slots 6-8, 
asialoglycans from fraction B from normal IgM (slot 
6), from pathological IgM-7 (slot 7) and from 
pathological IgM- IO (slot 8). 
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Discussion 
In the present study. by using reproducibie and 

sensitive methodology, a comparison between the 
numqrous glycans present in various IgM species 
was possible in spite of their well-known hetero- 
geneity . 

The application of these rapid procedures to smail, 
quantities of native immunoglobulins indicates the 
coexistence of both N-acetyl-lactosaminic type and 
oligomannosidic type of structures for each IgM 
population studied. suggesting that oligomannosides 
are not a typical feature of pathological IgM 
molecules. as has been suggested (Jouanneau et al.. 
1981). T.1.c. allows the identification of at least 13 
migraung oligosaccharides for each IgM treated. in 
agreement with the structural heterogeneity pre- 
viously reponed by Chapman & Kornfeld 
(1979a,b). According to those authors. ail high- 
mannose intermediate oligosaccharides seem to be 
present as revealed by t.1.c. in solvent S (see Fig. 3c). 
However, further structural investigations are 
needed to verify the identity of such structures. 

In the present work aflinity chromatography on 
concanavalin A-Sepharose was introduced as an 

A. Cahour. P. Debeire. L. Hartmann and J. Montreuil 

extremely useful tool for the fractionation of glycans 
from the complex mixtures and for the determina- 
rion of tneir respective distribution in IgM families 
(Table 2). Qualitatively and quantitatively poly- 
clonal IgM species show an intermediate behaviour, 
presumably reflecting a statistical cellular production 
of a balanced range of oligosaccharide units. This 
approach was used as the basis for interpretanon of 
the distribution patterns of oligos'accharides ob- 
tained from pathological IgM families. In this 
regard. monoclonal IgM-7 exnibitç a predominance 
of smaller oiieosaccnarides. whrrras Ighl-10 ap- 
Dears IO be enricneci in compiex _oiycans. 

From consideration of Doth the origin of the IgM 
studied and previously published data on the 
biosynthesis of oligosaccharide units (Kornfeld 
et al0, 1978; Li et al., 1978; Tabas et al.. 1978: 
Tabas & Kornfeld. 19?8: Parodi & Leloir. 1979). a 
possible interpretation of the diffeiences observed 
can be proposed. Normal IgM s~ecies reflect their 
polyclonzl oriein and cin be considered as a 
statistical ~ooulanon. whereas a monoclonal 1gM 
appezrs as me exuression of one single immuno- 
globuiin-produc~ng ce11 acrivity amon2 the multi- 
potentiaiity due to the diversity of cells. Since it is 
firmly established that oligomannosidic units serve 
as intermediates in the oiosynthesis of N-acetyl- 
lactosaminic glycans. it can be postuiated that the 
extent of processing of high-mannose oligosac- 
charides alonp the pathway towards the formation of 
complex oligosaccharides is different within each 
IpM population. On taking the polvclonal IgM 
glycans as a standard for comparison. results for 
monoclonal IgM-IO suggest an 'over-processing' 

leading to a higher production of more complex 
units. whereas a smailer degree of elaboration of 
the oligosaccharide chahs seems to occur for 
monoclonal IgM-7. This might be due to altèred 
activity eitha of the N-acetylglucosaminyltransfer- 
ase, responsible for the substitution of one mannose 
residue on the core pentasaccharide. or of the a- 
mannosidase. 

The most probable interpretation of the differ- 
ences observed between normal and pathological , 

IgM species is that regulating factors are involved in 
the sequence of the metabolic events (i.e. mannose 
removal and addition of the outer resiaues) leading 
to the biosyninesis of glvcans. One could imagine 
that in pathological cases ie.g. in the present case of 
Waidenstrom's macroplobulinaemia) such control 
rnechanisms are altered. The factors implicated 
remain to be determined. 

In conclusion, in the field of investigations of 
structure-function relationships, the information 
available on the structures of glycans still does not 
aUow an elucidation of their biological role: never- 
theless. as in the present study, by comparing the 
structures of normal and pathologicai IgM species it 
is possible to make an approach towards an 
understanding of the mechanisms involved in their 
metabolism. 
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La répartition quantitative des différentes 

fractions : 

- A : non retenue sur Con A, 

- B : faiblement retenue, 

- C : fortement retenue, 

donnée dans le Tableau 2 . ;  article 3 ; p. 1 6 9  , a été 
vérifiée par une estimation quantitative, possible à 

partir des résultats obtenus en chromatographie en 

phase gazeuse (Tableau IX ; p.175 ) .  L'identité des 

résultats confirme les conclusions énoncées à la p. 172 

qui utilisent les IgM normales comme base de référence ; 

elles sont en effet représentatives d'un état d'équi- 

libre. Comparativement aux IgM normales, les IgM patho- 

logiques apparaissent (voir Tableau 2 ; article 3 ; 

p. 1 6 9  , et Tableau IX ; p.175 ) : 

- n o i f  ennichien en ntauctunen l e 4  "plun cornplexen" .................................................. 
( f n a c f i o n  A )  : ~ ! e s t  le cas de 1'IgM-10 qui possède ------------- 
58 % dloligosaccharides non retenus sur Con A, contre 
40 % pour les IgM normales. Ces 2 populations dtIgM 
possédant 80 % de structures du type N-acétyl~actosa- 
minique, l'augmentation de la fraction A dans 

1'IgM-10 se fait au détriment de la fraction B 

( biantennée ) . 

- n o i f  ennichien en otauctuneo o l i~ornannonidipuen ................................. ---------- --- 
[ { & a c t i o n  C I  : c'est le cas de 1'IgM-7 qui possède -------------- 
32 % d'oligomannosides contre 20 % pour les IgM 
normales. Les pourcentages de structures biantennées 

étant identiques dans les 2 populations, l'augmentation 

de la fraction C dans llIgM-7 se fait aux dépens de la 

fraction A (27 % contre 40 % pour les IgM normales). -. . - 



TABLEAU I X  

COMPARAISON DES ESTIMATIONS QUANTITATIVES DES FRACTIONS OBTENUES 

PAR CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE SUR C O L O N N E  DE Con A PAR DEUX 

METHODES DIFFERENTES : 

- Comptage de  l a  r a d i ~ a c t i v i t é : [ ~ ~ ]  cpm 

- Chromatographie  en  phase  g a z e u s e  : G L C  

Immunoglobul ines  

( f r a c t i o n s  o b t e n u e s  
s u r  Con A ) 

IgM norma les  : 

- F r a c t i o n  A 

- F r a c t i o n  B 

- F r a c t i o n  C 

IgM-7 : 

- F r a c t i o n  A 

- F r a c t i o n  B 

- F r a c t i o n  C 

IgM-10 : 

- F r a c t i o n  A 

- F r a c t i o n  B 

- F r a c t i o n  C 

E s t i m a t i o n  q u a n t i t a t i v e  d e  chaque  

f r a c t i o n  ( % )  

[ 3 ~ l c ~ m  

40 Io 
40 

20 20 

2 7  1 6 8  
41 

32 32 

58 } B 2  
24 

18 18 

G L C  

4 2  1 86 
4 4  

14 14 

72 
37 

28 2 8  

6 3  1 
20 \ 5 3  

17 17 



Une interprétation de ces premiers résultats 

peut être donnée en fonction des connaissances actuelles 

sur la glycosylation des glycoprotéines. Sachant que 

les structures oligomannosidiques sont les intermédiaires 

nécessaires à la synthèse des structures N-acétyllacto- 

saminiques, un mécanisme de régulation différent pour cha- 

que IgM pathologique,serait impliqué dans l'évolution des 

chaînes oligosaccharidiques: 

- s'agissant de 1'IgM-10, il y aurait une 
différenciation rapide des oligomannosides vers les 

structures les plus complexes ; 

- s'agissant de 1'IgM-7, l'évolution de ces 
structures riches en mannose serait, au contraire, en- 

rayée . 
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CHAPITRE III : ETUDE DE LA STRUCTURE PRIMAIRE DES GLYCANNES 

La p r e m i è r e  é t a p e  d e  f r a c t i o n n e m e n t  d e s  c h a î n e s  

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

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

m o n o s a c c h a r * i d e s  d e s  d i f f é r e n t s  IgM p r é p a r é e s .  La c a r a c t é r i -  

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

mince  r é v è l e  e n  e f f e t  u n e  g r a n d e  h é t é r o g é n é i t é  d e  l e u r s  s t r u c -  

t u r e s ,  u n  minimum d e  13  b a n d e s  d e  m i g r a t i o n  é t a n t  o b s e r v é .  

Ce t te  v a r i é t é  e s t  r e t r o u v é e  d a n s  c h a q u e  f a m i l l e  d ' I g M  e t  n e  

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

t i o n  n i  l e u r  p u r a i f i c a t i o n  ; e l l e  r e f l è t e  p l u t ô t  l a  c o m p l e x i -  

t é  d e  l a  b i o s y n t h è s e  d e s  g l y c a n n e s  ( H a t t o n  e t  R e g o e c z i ,  1 9 8 3 ) .  

A f i n  d ' é v a l u e r  l ' é t e n d u e  d e  c e t t e  h é t é r o g é r i é i t é  

d a n s  c h a q u e  f a m i l l e ,  e t  d ' e s s a y e r  d ' e n  d é g a g e r  u n e  s i g n i f i -  

c a t i o n  b i o l o g i q u e ,  u n e  a p p r o c h e  s t r . u c t u r a l e  s ' i m p o s a i t .  

A u p a r a v a n t  l a  r é s o l u t i o n  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t e s  s t r - u c t u r e s  a  

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

1 - IgM-7 ( Z A J )  

A - SOUS-FRACTIONNEMENT DES FRACTIONS OBTENUES SUR ConA 

Deux t e c h n i q u e s  d i f f é r e n t e s  s o n t  u t i l i s é e s  s e l o n  

l e  t y p e  d e  g l y c a n n e  c o n c e r n é  : u n e  méthode  é l e c t r o p h o r é t i q u e  

p o u r  l e s  composés  c h a r g é s  ou u n e  s é p a r a t i o n  pars  c h r o m a t o g r a -  

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

1 - Electrophorèse préparative à haut voltage sur papier: 

Cet te  t e c h n i q u e  e s t  a p p l i q u é e  a u x  f r a c t i o n s  A ( t r i - e t  t é t r a -  

a n t e n n é e s )  e t  B ( b i a n t e n n é e s )  o b t e n u e s  s u r  c o l o n n e  d e  ConA 

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

sée ( M s )  e t  d i s i a l y s é e  ( D S ) .  Les c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s  

d e  c e t t e  o p é r a t i o n  s o n t  d é c r i t e s  p . 1 2 0  . L e s  F i g s .  1 A  e t  1 B  ; 

a r t i c l e  4 ; p . 1 8 8  r e p r é s e n t e n t  l e s  p r o f i l s  d e  m i g r a t i o n  

o b t e n u s  r e s p e c t i v e m e n t  p o u r  l e s  f r a c t i o n s  A e t  B d e  1'IgM Z A J .  



2 - Chromatographie liquide haute pression (HPLC) : .  

E l l e  e s t  a p p l i q u é e  à l a  f r a c t i o n  C ( o l i g o m a n n o s i d i q u e )  o b t e -  

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

l e u r  t a i l l e .  La t e c h n i q u e  a d a p t é e  à c e l l e  d e  Paz P a r e n t e  

( 1 9 8 2 a ) e s t  d é c r i t e  p.183 .. Le p r o f i l  d ' é l u t i o n  ob tenu  pour  

l a  f r a c t i o n  C d e  l i I g M  Z A J  e s t  r e p r é s e n t é  p a r  l e  F ig . lC;p .188.  

B - CARACTERISATION DES SOUS-FRACTIONS 

1 - Les structures N-acétyllactosaminiques : 

Les s o u s - f r a c t i o n s  N ,  MS e t  DS o b t e n u e s  r e s p e c t i v e m e n t  pour  

l e s  f r a c t i o n s  A e t  B s o n t  c a r a c t é r i s é e s  chimiquement p a r  l e u r s  

r a p p o r t s  m o l a i r e s  e n  monosaccha r ides  p a r  G L C  a p r è s  mé thano lyse .  

Les r é s u l t a t s  s o n t  r a p p o r t é s  d a n s  l e  t a b l e a u  1 ; p.187 . 
a i n s i  que  l a  d i s t r i b u t i o n  q u a n t i t a t i v e  de  chaque  s o u s - f r a c t i o n  

3 pa r  comptage d e  l e u r  r a d i o a c t i v i t é  ( H ) .  

2 - Les structures oligomannosidiques : Une é t u d e  ana- 

l y t i q u e  i d e n t i q u e  à c e l l e  d é c r i t e  précédemment e f f e c t u é e  s u r  

l e s  d i f f é r e n t e s  s o u s - f r a c t i o n s  i n d i v i d u a l i s é e s  pour  l a  f r a c t i o n  

C a p r è s  k l u t i o n  d e  l a  c o l o n n e  amino p a r  HPLC ( t a b l e a u  3  ; p.200 

C - ETUDE STRUCTURALE I 

Comme nous l ' a v o n s  exposé  dans  l a  p a r t i e  " M a r é r i e l  .. ! 
e t  Méthodest1 ( p .  120 ) l a  mé thodo log ie  e s t  commune à t o u t e  i n -  

v e s t i g a t i o n  s t r u c t u r a l e .  Les s o u s - f r a c t i o n s  o b t e n u e s  s o n t  dans  
l 

un p remie r  temps soumises  à un c o n t r ô l e  de  l e u r  homogénéi té  

pa r  examen de  l e u r  p r o f i l  d e  m i g r a t i o n  p a r  TLC ( F i g s  2 ; p.190 

e t  4 ; p .  196 ) . e t  d e  l e u r s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  e n  monosaccha- 

r i d e s  ( T a b l e a u x  1  ; p. 187 e t  3 ; p.  200) .  

L ' a r t i c l e  4 p.179,  d é c r i t  l ' a p p l i c a t i o n  d e  c e t t e  

démarche e x p é r i m e n t a l e  aux s o u s - f r a c t i o n s  l e s  p l u s  c a r a c t é -  

r i s t i q u e s  d e s  f r a c t i o n s  A ,  B ,  C o b t e n u e s  s u r  l e  ConA p o u r  

1 ' IgM Z A J  . 



STRUCTURAL BASIS OF T H E  HETEROGENEITY OF ASPARAGINE- 

L I N K E D  OLIGOSACCHARIDES OF A WALDENSTKOM'S MACROGLO- 

B U L I N E M I A  IMMUNOGLOBULIN M 
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Lucien  HARTMANN) and  J e a n  MONTREUIL** 
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SUMMARY 

The e x t e n t  o f  t h e  h e t e r o g e n e i t y  o f  g l y c a n s  

p r e s e n t  i n  t h e  p a t h o l o g i c a l  human immunoglobulin M Za 

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

h y d r a z i n o l y s i s  f rom t h e  p u r i f i e d  g l y c o p r o t e i n .  A f t e r  
3 r e d u c t i o n  w i t h  NaB H t h e  o l i g o s a c c h a r i d e s  were sepa -  4 ' 

r a t e d  by a f f i n i t y  chromatography on a  c o n c a n a v a l i n  A 

column i n t o  bo th  a s p a r a g i n e - l i n k e d  c ' a rbohydra te  c h a i n s  

of  t h e  o l i g o m a n n o s i d i c  and N - a c e t y l l a c t o s a m i n i c  t y p e s .  

Glycans  of  t h e  o l i g o m a n n o s i d i c  t y p e  w e r e  f u r t h e r  f r a c -  

t i o n a t e d  by h . p . 1 . c .  and t h o s e  of t h e  N - a c e t y l l a c t o s a m i n e  

t y p e  by p r e p a r a t i v e  h i g h - v o l t a g e  e l e c t r o p h o r e s i s .  The 

p r imary  s t r u c t u r e  of  t h e  main o l i g o s a c c h a r i d e s  was i n -  

v e s t i g a t e d  on t h e  b a s i s  of mic ro -me thy la t ion  a n a l y s i s ,  

mass-spec t rometry  and s e q u e n t i a l  e x o - g l y c o s i d a s e  d i g e s t i o n .  

Glycans  o f  t h e  o l i g o m a n n o s i d i c  t y p e  v a r i e d  i n  s i z e  from 

Man GlcNAce t o  Man GlcNAc2. Glycans of  t h e  N - a c e t y l l a c t o -  5 9 
s a m i n i c  t y p e  wcre found of  t h e  b i a n t e n n a r y ,  b i s e c t e d -  

b i a n t e n n a r y ,  and t r i a n t e n n a r y  t y p e s .  T h e i r  microhete- '  

r o g e n e i t y  was r e i n f o r c e d ,  due t o  t h e  p r e s e n c e  of a 
+ 
+ t o  whom cor respondence  s h o u l d  be addressede  



v a r i a b l e  number of NeuAc and Fuc r e s i d u e s .  

The s t r u c t u r e s  w e  r e p o r t  add themse lves  t o  

t h e  major b i an t enna ry  one w e  p r ev ious ly  d e s c r i b e d  

on t h e  b a s i s  of me thy l a t i on  a n a l y s i s  and 500 MHz 

H-NMR spec t roscopy  (Cahour e t  a l . ,  1984 ) : NeuAc 

(42-6)Gal(P1-4)~lc~~c(P1-2 ) ~ a n ( c ( l - 3 )  [Gal(g 1-4)GlcNAc 

(p l -2  ) ~ a n ( d l - 6 ) ]    an(^ ~ - ~ ) G ~ C N A C ( P  1-4) [Fuc(o(l-6)] GlcNAc. 

INTRODUCTION 

Although d i f f e r e n t  c l a s s e s  of human immunoglo- 

b u l i n s  d i f f e r  cons ide rab ly  i n  t h e i r  c a rbohydra t e  

c o n t e n t  (clamp and Johnson,  1972) ,  t h e  g l y c o s y l a t i o n  

s i t e s  a r e  o f t e n  homologous and a r e  r e l a t e d  t o  t h e  b a s i c  

immunoglobulin domain s t r u c t u r e  (Torano e t  a l . ,  1977).  

I n  p a r t i c u l a r ,  f o r  IgM, one of t h e  most g l y c o s y l a t e d  

c l a s s e s  (7-15%),  t h e  Fc r e g i o n s  of s e v e r a l  human) 

c h a i n s  have been compared. I n  a l 1  c a s e s ,  t h e  same as -  

pa r ag ine  r e s i d u e s ,  r e s p e c t i v e l y  Asn 171, 332, 395, 403 and 

563 w e r e  con juga ted  wi th  g lycans  ( F l o r e n t  e t  a l . ,  1974; 

Kehry e t  a l . ,  1979) .  I f  primary amino a c i d  sequence of 

IgMs is now w e l l  known, on t h e  c o n t r a r y ,  t h e r e  is l e s s  

in format ion  concern ing  t h e  s t r u c t u r e  of t h e  o l i g o s a c -  

c h a r i d g s  a t t a c h e d  t o  t h e i r  heavy c h a i n s ,  e s p e c i a l l y  f o r  

ca rbohydra te  c h a i n s  of t h e  N-acetyl lac tosamine type .  

Only one k ind  of t h e  l a t t e r  g lycans  h a s  been desc r ibed  : 

t h e  N-acetyl lac tosamine s t r u c t u r e  of t h e  b i an t enna ry  

t y p e ,  e i t h e r  f u c o s y l a t e d  (Hickman e t  a l . ,  1972) ,  o r  

no t  ( ~ a e n a i g e r ,  1979) .  S ince ,  ano ther  one of t h e  t r i -  

an tennary  t y p e  ha s  been found i n  a  mouse myeloma IgM 

(Brenck le  and Kornfeld ,  1980) .  I n  c o n t r a s t ,  o l i g o s a c -  

c h a r i d e s  of t h e  o l igomannosidic  t ype  have been more 

s t u d i e d  i n  monoclonal human IgMs (Chapman and Kornfeld ,  

1979 a , b ;  Cohen and Ba l lou ,  1980; Jouanneau e t  a l . ,  1981; 

Van Halbeek e t  a l . ,  1981) and a l s o  i n  a  mouse IgM 

s e c r e t e d  by a  plasmocytoma ( ~ r e n c k l e  and Kornfe ld ,  1980).  



I n  a  p r e v i o u s  r e p o r t  (Cahour  e t  a l . ,  1983 ) ,  by 

comparing t h e  c a r b o h y d r a t e  m o i e t i e s  of  normal  and p a t h o -  

l o g i c a l  human IgMs, d i f f e r e n c e s  h a v e  been  obse rved  and  

t h o u g h t  t o  r e f l ec t  any changes  i n  t h e  g e n e r a l  pathway 

of  o l i g o s a c c h a r i d e  p r o c e s s i n g .  S t r u c t u r a l  e l u c i d a t i o n  

o f  t h e  o l i g o s a c c h a r i d e s  was a  p r e r e q u i s i t e  t o  g a i n  i n  

s i g h t  i n t o  t h o s e  e x p e c t e d  b i o l o g i c a l  e v e n t s  a t  t h e  

b i o s y n t h e t i c  l e v e l .  

I n  t h e  p r e s e n t  p a p e r ,  w e  a t t e m p t  t o  l a y  t h e  b a s i s  

of  t h e  s t r u c t u r a l  h e t e r o g e n e i t y  o f  t h e  o l i g o s a c c h a r i d e s  

o f  a  p a r t i c u l a r  monoclonal  and weakly  g l y c o s y l a t e d  ( 7 %  

c a r b o h y d r a t e s )  I g M  Za. I n  a  r e c e n t  work ( ~ a h o u r  e t  a l . ,  

1984 ) ,  500 MHz 'H-NMR s p e c t r o s c o p y  l e d  t o  t h e  d e t e r -  

m i n a t i o n  o f  t h e  s t r u c t u r e  of t h e  ma jo r  (25% of  t o t a l  

o l i g o s a c c h a r i d e s )  m o n o s i a l y l a t e d  and  monofucosy la t ed  

b i a n t e n n a r y  g l y c a n  of  t h i s  IgM. Bu t ,  f o r  o t h e r  minor  

o l i g o s a c c h a r i d e s ,  because  of  t h e  l i m i t e d  amount and t h e  

i m p o r t a n t  h e t e r o g e n e i t y  o f  sample  a v a i l a b l e  f o r  h i g h  
1  

r e s o l u t i o n  H-NMR s p e c t r o s c o p y ,  t h e  anomery o f  g lyco -  

s i d i c  l i n k a g e s  was d e t e r m i n e d  by m i c r o m e t h y l a t i o n  and  

by s t e p w i s e  d i g e s t i o n  w i t h  s p e c i f i c  e x o - g l y c o s i d a s e s .  

EXPERIMENTAL 

. M a t e r i a l s  

A l 1  r e a g e n t s  w e r e  o f  a n a l y t i c a l  g r a d e .  B ioge l  P2 

(200-400 mesh) a n d  r e s i n s  Dowex 50W X 8 ,  Dowex 1 X 8  

and  A g  1 X 2  w e r e  pu rchased  from Bio-Rad L a b o r a t o r i e s  

( ~ i c h m o n d ,  C A ,  USA). S i l i c a  gel  60 t h i n - l a y e r  p l a t e s  

(0 .2  mm l a y e r )  w e r e  p r o d u c t s  of Merck (Darms tad t ,  G e r -  

many). N ~ B ~ H  ( 3 6  Ci/mmol) was o b t a i n e d  f rom t h e  
4  

Commissar ia t  à l l E n e r g i e  Atomique ( S a c l a y ,  F r a n c e ) .  

4-D-mannose and  J a c k  bean  N - a ~ e t ~ l - ~ - ~ - ~ l u c o s a m i n i d à s e  

w e r e  f rom Sigma ( S t - L o u i s ,  MO, USA) and V .  c h o l e r a e  

a(-neuraminidase f rom Calbiochem-Behring Corp. (La J o l l a ,  

CA,  USA) . J a c k  +bearr(-mannosidase and  f - g a l a c t o s i d a s é  

p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  by L i  and L i  (1972)  were a  g i f t  



from Prof .  S. Bouquelet .  

The s t a n d a r d  compounds f o r  h .p .1 .c .  a n a l y s i s ,  

were t h e  o l igomannosides  Man2GlcNAc t o  Man G l c N A c  
9  

i s o l a t e d  f rom u r i n e  of  p a t i e n t s  wi th  mannosidos is  
3  ( S t r e c k e r  e t  a l . ,  1976) and reduced by NaB l1 

4 ' 
M ~ ~ ( ~ ~ - ~ ) G ~ C N A C ( ~ ~ - ~ ) G ~ C N A C ~ ~ O ~  was p r epa red  by re- 

d u c t i o n  ande(-mannosidase d i g e s t i o n  of o l igomannosides  

ob t a ined  by h y d r a z i n o l y s i s  of  bovine l a c t o t r a n s f e r r i n  

( van  Halbeek e t  a l . ,  1981) .  ~an(o(l-3)[Man(<l-6)] 

~ a n ( f  1 - 4 ) ~ l c ~ ~ c ( p 1 - 4 )  Puc(o(1-6 )1 GlcNAcitol ( o l i g o s a c -  

c h a r i d e  1 )  and M a n ( ~ l - 4 ) G l c ~ ~ c ( P 1 - 4 )  Puc(o(1-6) .GlcNAcitol 1 
( o l i g o s a c c h a r i d e  2)  w e r e  p r epa red  by r e d u c t i o n  and 

enzyme d i g e s t i o n  of t h e  monos i a ly l a t ed  b i a n t e n n a r y  

g lycan  o b t a i n e d  from human F a c t o r  V I 1 1  ( ~ e b e i r e  e t  

a l . ,  1983).  Biantennary  r e f e r e n c e  o l i g o s a c c h a r i d e s ,  

r e s p e c t i v c l y  a s i a l y l a t e d  ( s O ) ,  monos ia ly la ted  ( S I )  

and d i s i a l y l a t e d  (S2) were o b t a i n e d  by h y d r a z i n o l y s i s  

of  human serum t r a n s f e r r i n  ( S p i k  e t  a l . ,  1975) .  The 

t r i a n t e n n a r y  s t a n d a r d  GM1 ( G , ) ,  s t r u c t u r e  of which is 
3 

a s  f  o l lows : ~ a l ( ~ 1 - 4 ) ~ l c ~ ~ c ( ~ 1 - 2 )  ~ a l ( ~ 1 - 4 ) ~ l c ~ ~ c ( f 1 - 2  )1 
Man(o(1-3) b a l ( p 1 - 4 )  GlcNAc(P1-6)Man(0(1-6)1 Man(p1-4)GlcNAc, 

was i s o l a t e d  from u r i n e  of p a t i e n t s  w i t 6  g a n g l i o s i d o s i s  

and was k i n d l y  g iven  by D r .  G.  S t r e c k e r .  

. P r e p a r a t i o n  of t h e  IgM Za o l i g o s a c c h a r i d e  samples  

IgM Za was p r epa red  and checked f o r  homogeneity 

a s  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  (Cahour e t  a l . ,  1981) .  I s o l a t i o n  

and c h a r a c t e r i z a t i o n  of  its ca rbohyd ra t e  c h a i n s  w e r e  

d e s c r i b e d  i n  a  p r ev ious  work (Cahour e t  a l . ,  1983 ) .  

Ol igosaccha r ide  u n i t s  were r e l e a s e d  from t h e  n a t i v e  
3  molecule by h y d r a z i n o l y s i s  and reduced by NaB H They 4 '  

were f r a c t i o n a t e d  by a f f i n i t y  chromatography on a  

concanava l in  A-Sepharose column ( ~ e b r a ~  e t  a l . ,  1983) 

i n t o  t h e  t h r e e  f o l l o w i n g  f r a c t i o n s  : F r a c t i o n  A ,  non-aff ine  



f o r  Con A ,  e l u t e d  w i t h  s t a r t i n g  b u f f e r  a n d c o n t a i n i n g  

t h e  most complex g l y c a n s  of  t h e  N - a c e t y l l a c t o s a m i n i c  

t y p e ;  F r a c t i o n  B ,  weakly r e a c t i v e  w i t h  Con A ,  e l u t e d  

w i t h  0 . 0 1  M me thy ld -D-g lucos ide  and composed of N- 

a c e t y l l a c t o s a m i n i c  s t r u c t u r e s ,  e x c l u s i v e l y  of  t h e  b i -  

a n t e n n a r y  complex t y p e ;  F r a c t i o n  C ,  s t r o n g l y  r e a c t i v e  

w i t h  Con A ,  e l u t e d  w i t h  0 . 3  M me thy lo ( -~ -g lucos ide  and 

c h i e f l y  composed of o l i g o s a c c h a r i d e s  of t h e  ol igoman- 

n o s i d i c  t y p e  ( ~ i g .  1 ,  uppe r  p a n n e l ) .  

. High per formance  l i q u i d  chromatography o f  g l y c a n s  

A n a l y s i s  was c a r r i e d  o u t  w i t h  a  S p e c t r a  P h y s i c s  

model-700 l i q u i d  chromatograph,  equipped w i t h  an UV 

8400 v a r i a b l e  wavelength  d e t e c t o r  connec ted  t o  a  4100 

comput ing  i n t e g r a t o r .  H.p.1.c.  was per formed on p r imary  

amine bound s i l i c a  : a  5 - - m  Amino AS-SA column ( 0 . 4  X 

25 cm, Chromatem 33; T o u z a r t  e t  ~ a t i ~ n o n )  ( ~ a z  P a r e n t e  

e t  a l . ,  1982) .  A 1 mg amount of s t a n d a r d  m i x t u r e  of  

o l i g o s a c c h a r i d e s  d i s s o l v e d . i n  1 0 h 1  of d i s t i l l e d  w a t e r ,  

was i n j e c t e d  on t h e  column; f o r  p r e p a r a t i v e  chromato- 

g raphy  o l i g o s a d k h a r i d e s  (200.000 3~ cpn)  d i s s o l v e d  i n  

2 0 ) l  of wa te r  were i n j e c t e d .  The column was e q u i l i b r a -  

t e d  w i t h  t h e  i n i t i a l  s o l v e n t  ( a c e t o n i t r i l e - w a t e r ,  60:40, 

v : v ) .  A f t e r  i n j e c t i o n ,  i s o c r a t i c  c o n d i t i o n s  were a p p l i e d  

f o r  20 min, f o l l o w e d  by a  l i n e a r  g r a d i e n t  t o  a c e t o n i t r i l e -  

w a t e r  (45 :55 ,  v : v )  d u r i n g  80 min, a t  a  f l o w  r a t e  of  1  ml/min. 

F r a c t i o n s  of  0 . 5  m l  w e r e  c o l l e c t e d ,  and a l i q u o t s  w e r e  

c o u n t e d  f o r  t h e i r  r a d i o a c t i v i t y .  S t a n d a r d  o l i g o s a c c h a r i d e s  

were d e t e c t e d  a t  200 nm. 

. Chromatography and e l e c t r o p h o r e s i s  c o n d i t i o n s  

Ascending t h i n - l a y e r  chromatography ( t . 1 . c . )  was 

c a r r i e d  o u t  on S i l i c a  gel  60 p l a t e s  f o r  5 h  i n  s o l v e n t  

1 : ethanol-butanol-pyridine-acetic a c i d - w a t e r  (100:10:  

10 :3 :30 ,  by v o l . )  (Bayard  e t  a l . ,  1979) .  Descending  

chromatography was per formed on Whatman no  1 p a p e r ,  f ,or 



1 9  h  i n  s o l v e n t  II : b u t a n o l - p y r i d i n e - w a t e r  ( 4 : 3 :  

4 ,  by v o l . )  (Chapman and K o r n f e l d ,  1 9 7 9 ) .  P r e p a r a t i v e  

h i g h - v o l t a g e  e l e c t r o p h o r e s i s  on Whatman 3MM was conduc ted  

i n  t h e  b u f f e r  p y r i d i n e -  a c e t i c  a c i d - w a t e r  (18:6 :2320,  

by v o l . ;  pH 5 .4 )  (Grimmonprez and M o n t r e u i l ,  1968) 

a t  7 5   cm f o r  3  h  a t  4OC. 

S t a n d a r d  compounds were r e v e a l e d  e i t h e r  by 

t h e  a l k a l i n e  s i l v e r  n i t r a t e  t e c h n i q u e  ( T r e v e l y a n  e t  

a l . ,  1950) o r  by t h e  a n i l i n e  o x a l a t e  t e c h n i q u e  

( ~ a r t r i d g e ,  1950) f o r  pape r  chromatography,  and b y  

s p r a y i n g  t h e  p l a t e  w i t h  t h e  H2S04-orcinol  r e a g e n t  

(200 mg o f  o r c i n o l  i n  100 m l  o f  aq .  20% H2S04) f o r  

t . le  c . .  Labe led  compLunds were l o c a l i z e d  by c u t t i n g  

1 cm s e c t i o n s  of p a p e r  o r  0 . 4  cm r e g i o n s  of  t h e  t h i n  

l a y e r  p l a t e s  i n t o  v i a l s  c o n t a i n i n g  0 . 3  m l  wa te r  and 
TM 3 m l  of s c i n t i l l a t i o n  f l u i d  Aqualy te  . 

Carbohydra te  c o m p o s i t i o n  

The molar  composi t i -on of  o l i g o s a c c h a r i d e s  was 

de te rmined  by g a s  l i q u i d  chromatography ( g . 1 . c . )  of  

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

d e s c r i b e d  d ane et ta e t  a l . ,  1 9 7 2 ) .  

. Micromethy la t ion  a n a l y s i s  

O l i g o s a c c h a r i d e s  were m e t h y l a t e d  a c c o r d i n g  t o  

F inne  e t  a l .  (1980) a s  m o d i f i e d  by Paz P a r e n t e  e t  a l .  

(1984) .  A f t e r  m e t h a n o l y s i s ,  t h e  l i b e ~ a t e d  methyl-mono- 

s a c c h a r i d e s  were p e r a c e t y l a t e d  a s  d e s c r i b e d  by F o u r n e t  

e t  a l .  ( 1 9 8 1 ) .  R e s u l t i n g  compounds were s e p a r a t e d  and 

a n a l y s e d  by g . 1 . c .  c o u p l e d  t o  m a s s  s p e c t r o m e t r y  under  

t h e  f o l l o w i n g  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  : G i r d e l  (mode1 

300)  a p p a r a t u s  ( ~ u r e s n e s ,  F r a n c e ) ;  c a p i l l a r y  g l a s s  

column c o a t e d  w i t h  OV 1 0 1  ( 0 . 0 3  X 250 cm); t e m p e r a t u r e  

programme -from 150 t o  240°C w i t h  a  t e m p e r a t u r e  g r a d i e n t  

of  4°C/min; Riber-Mag 10-10 mass s p e c t r o m e t e r  ( ~ u e i l -  



Malmaison, F r a n c e ) ;  e l e c t r o n  energy  70 V ;  i o n i z a t i o n  

c u r r e n t  : 0.2 mA; chamber t e m p e r a t u r e  190°C. . 

. S e q u e n t i a l  exo-g lycos idase  d i g e s t i o n  

3 3 NaB H - reduced o l i g o s a c c h a r i d e s  (2-6 10 cpm, 
4 

a b o u t  0.2-0;6 nmol) were d i g e s t e d  a t  37OC w i t h  

g l y c o s i d a s e s  i n  2 0 b l  of t h e  a p p r o p r i a t e  b u f f e r  w i t h  

a  t o l u e n e  a tmosphere ,  a s  f  o l lows  : ( 1  )<-mannosidase 

( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  of enzyme : 15  u n i t s / m l )  i n  0 .05  M 

sodium a c e t a t e  b u f f e r  pH 4.6 must b e  c o n c e n t r a t e d  

( ~ i  and Kornfe ld ,  1978) i n  o r d e r  t o  get comple te  

d i g e s t i o n ;  e q u a l  a d d i t i o n s  of enzyme were made a t  48 h  

i n t e r v a l s  wi th  a  3  days i n c u b a t i o n  f o r  s t r u c t u r e s  

c o n t a i n i n g  5-6 mannose r e s i d u e s  and w i t h  a n o t h e r  3  

days  i n c u b a t i o n  f o r  s t r u c t u r e s  c o n t a i n i n g  more t h a n  

6 mannose r e s i d u e s .  ( 2  )a(-neurarninidase was added i n  

t h e  same b u f f e r  t o  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  of 1  U / m l  

and t h e  mix tu re  was i n c u b a t e d  f o r  24 h .  ( 3 ) p - g a l a c t o -  

s i d a s e  was used a t  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  of  2 U / m l  

i n  0 .1  M sodium c i t r a t e  0,2 M sodium phospha te  b u f f e r  

pH 3 .5 ;  i n c u b a t i o n  t ime  2 4  h. ( 4 ) ~ - a c e t ~ l - Q - ~ - ~ l u c o -  

s a m i n i d a s e  was used  a t  t h e  h igh  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  

of 30  ml i n  0 . 1  M sodium c i t r a t e  0 . 2  M sodium phosphate  

b u f f e r  pH 4 . 5  w i t h  f o u r  a d d i t i o n s  of  enzyme; i n c u b a t i o n  

t i m e  96 h.  R e a c t i o x ~ s  w e r e  s topped  by h e a t i n g  t h e  d i g e s t i o n  

m i x t u r e  i n  a  b o i l i n g  water  b a t h  f o r ' 2  min. Before ana-  

l y s i s  by paper  chromatography o r  t h i n - l a y e r  chromatogra- 

phy, t h e  r e a c t i o n  mix tu re  was d e s a l t e d  i n  b a t c h e s  by 

u s i n g  s u c c e s s i v e l y  Dowex 50W X 8  (25-50 mesh) (H' form) 

and Dowex 1  X 8  (25-50 mesh) ( f o r m i a t e  fo rm) .  For NeuAc 

removal,  a f t e r o ( - n e u r a m i n i d a s e  d i g e s t i o n ,  A g  1  X 2  

(200-400 mesh) ( a c e t a t e  form) was used.  

RESULTS 

S u b - f r a c t i o n a t i o n  of t h e  t h r e e  f r a c t i o n s  A , B , C ,  

produced by a f f i n i t y  chromatography on concanava l in  A 

column, by h .p .1 .c .  o r  h i g h - v o l t a g e  e l e c t r o p h o r e s i s ,  



a s  d e s c r i b e d  i n  "Exper imenta l"  gave t h e  f o l l o w i n g  

r e s u l t s  ( ~ i g .  1 ) .  

. F r a c t i o n  A : " b i s e c t e d n  b i a n t e n n a r y  g l y c a n s  and 

t r i a n t e n n a r y  g l y e a n s .  

Unbound f r a c t i o n  A on Con A was s u b m i t t e d  

t o  h i g h - v o l t a g e  e l e c t r o p h o r e s i s  ( F i g .  1A). Three  

s u b - f r a c t i o n s  were o b t a i n e d ,  r e s p e c t i v e l y ,  n e u t r a l  

( N ) ,  m o n o s i a l y l a t e d  (MS) and d i s i a l y l a t e d  (DS). 

T h e i r  r e l a t i v e  p r o p o r t i o n  and c a r b o h y d r a t e  composi- 

t i o n  a r e  g i v e n  i n  Tab le  1 .  An e x c e s s  of ~ - a c e t ~ l - p -  

glucosamine ( f i v e  r e s i d u e s )  is observed,  compared 

w i t h  g a l a c t o s e  ( o n l y  two r e s i d u e s ) .  The p u r i t y  of 

each f r a c t i o n  was checked by t . 1 . c .  a n a l y s i s  on 

S i l i c a  g e l  60 p l a t e s  ( F i g .  2 ) ;  some h e t e r o g e n e i t y  

c o u l d  be v e r i f i e d  f o r  n e u t r a l  and m o n o s i a l y l a t e d  

f r a c t i o n s  ( s e e  F ig .  2  A-N and A-MS). I n  p a r t i c u l a r ,  

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

n e a r  t o  t h e  p o s i t i o n  of d i s i a l y l a t e d  s t r u c t u r e s  and 

c o n t a i n i n g  20% of t h e  whole r a d i o a c t i v i t y .  Concerning 
- - 

t h e  d i s i a l y l a t e d  f r a c t i o n ,  o n l y  one m i g r a t i n g  band 

was observed ( F i g .  2  A-Ds). F u r t h e r  c h a r a c t e r i z a t i o n  

was r e q u i r e d  t o  p r e c i s e  t h e  e x t e n t  of h e t e r o g e n e i t y  

i n  t h e  t h r e e  f r a c t i o n s .  A micromethy la t ion  w i t h  a  

subsequen t  a n a l y s i s  by g . 1 . c .  coupled  t o  mass s p e c -  

t r o m e t r y  were performed on t h e  major m o n o s i a l y l a t e d  

f r a c t i o n  (A-MS)  a able 2 ) .  R e s u l t s  a r e  c o n s i s t e n t  

w i t h  a  mix tu re  of b o t h  b i s e c t e d  and t r i a n t e n n a r y  s t r u c -  

t u r e s  of t h e  N-ace ty l l ac tosamine  t y p e .  The p r e s e n c e  of - 

' b i s e c t i n g '  N-ace ty l -~ -g lucosami 'ne  was deduced by t h e  

i d e n t i f i c a t i o n  of b o t h  2-mono-methyl d e r i v a t e  of mannose 

and 3 ,4 ,6 - t r i -0 -methy l  d e r i v a t e  of  GlcNAc. I n  a d d i t i o n ,  

t r i a n t e n n a r y  s t r u c t u r e s  were s u g g e s t e d  by t h e  d e t e c t i o n  

of t h e  f o l l o w i n g  methy la ted  d e r i v a t i v e s  of mannose : 

3,4 ,6- t r i -0-methyl ,  3,6-di-0-methyl and 3,4-di-0-methyl.  

A s  o n l y  t h e  2 ,3 ,4 - t r i -0 -methy l  d e r i v a t i v e  of ga1,xctose 

h a s  been d e t e c t e d ,  t h e  t e r m i n a l  NeuAc r e s i d u e  is  l i n k e d  

, t o  t h e  i n n e r  g a l a c t o s e  v i a  2,6 l i n k a g e .  



T a b l e  1 

P e r c e n t a g e  d i s t r i b u t i o n  of 3~ r a d i o a c t i v i t y  and ç a r b o h y d r s t e  compos i t ion  of sub- 

f r a c t i o n s  o b t a i n e d  by h i g h - v o l t a g e  e l e c t r o p h o r e s i s  of o l i g o s a c c h a r i d e  f r a c t i o n s  

A and B produced by a f f i n i t y  chromatography on c o n c a n a v a l i n  A column. 
t h e  

( a )  p e r c e n t a g e  d i s t r i b u t i o n  r e l a t i v e  t o v f r a c t i o n  s t u d i e d  
( b )  p e r c e n t a g e  d i s t r i b u t i o n  r e l a t i v e  t o  t h e  t o t a l  IgM o l i g o s a c c h a r i d e  c o n t e n t :  

( t o t a l  = 27% f o r  f r a c t i o n  A and 41% f o r  f r a c t i o n  B )  
( c )  ~ n o l a r  r a t i o s  c a l c u l a t e d  on t h e  b a s i s  of 3 mannose r e s i d u e s / m o l e c u l e  

O l i g o s a c c h a r i d e  High-voltage e l e c t r o p h o r e s i s  G . 1 . c .  (mola r  r a t i o s )  
f r a c t i o n s  

% / f r a c t i o n ( a )  % / I ~ w ( ~ )  Fuc Ga1 Man ( c )  GlcNAc GlcNAcitol  NeuAc 

F r a c t i o n  A 

N 

M S  

D S  

F r a c t i o n  B 



[ Io, O O 

O 
O 

4 8 VI 
L 



Fig. Preparation of oligosaccharide fractions 

Upper panne1 : Fractionation by affintiy 

chromatography on concanavalin A-Sepharose 4B column 

(1.5 cm X 9.5 cm) of the carbohydrate chains liberated 

by hydrazinolysis of IgM Za (from Cahour et al., 1983 a). 

(A) Sub-fractionation of N-acetyllactosaminic 

fraction A from Con A column by preparative paper high- 

voltage electrophoresis. Products were separated on 

Whatman 3MM paper in pyridine-acetic acid-water (18: 

6:2320 by vol.; pH 5.4) at 75  cm for 3 h at 4OC. Areas 
with diagonal lines indicate standards of asialylated 

(sol, monosialylated (SI) and disialylated (S2) bianten- 

nary glycans from human serum transferrin, and cross- 

hatched areas show the front of migration (bromophenol 

blue). Radioactive strips were cut and eluted with water. 

N : neutral, MS : monosialylated and DS : disialylated 

sub-fractions. 

( B )  Sub-fractionation of N-acetyllactosaminic 

fraction B from Con A column by preparative paper high- 

voltage electrophoresis. ~x~ërimental conditions are 

the same as those described above. N : neutral, MS : 

monosialylated and DS : disialylated sub-fractions. 

(C) Sub-fractionation of oligomannosidic fraction 

C from Con A column by preparative h.p.1.c. Elution 

pattern obtained on 5-hm Amino AS-SA column. For chroma- 

tographic conditions, see section "Experimental". Flow 

rate : 1 ml/min. Fractions of 0.5 ml volume were counted 
for their radioactivity and pooled as indicated by the 

bars (M -Mg), comparatively to an elution pattern ob- 5 
tained with a standard mixture of reduced oligomannosides 

from urine of mannosidosis. 



DISTANCE FROM O R I G I N  ( ~ 0 . 4 c m )  

F i g .  T h i n - l a y e r  chromatography  o f  s u b - f r a c t i o n s  

o b t a i n e d  by h i g h - v o l t a g e  e l e c t r o p h o r e s i s  of 

f r a c t i o n  A f rom Con A column. 

S o l v e n t  s y s t e m  1 : ethanol-butanol-pyridine- 

a c e t i c  a c i d - w a t e r  ( 1 0 0 : 1 0 : 3 : 3 0 ,  by v o l . )  was used .  

0 . 4  c m  r e g i o n s  o f  t h i n - l a y e r  p l a t e s  werme c u t  and  

c o u n t e d  f o r  t h e i r  r a d i o a c t i v i t y .  A-N : n e u t r a l ,  

A-MS : m o n o s i a l y l a t e d , a n d  A-DS : d i s i a l y l a t e d  f r a c -  

t i o n s .  These  two l a s t  f r a c t i o n s  w e r e  o b t a i n e d  b e f o r e  

( @ )  and  a f t e r  ( O  )d-neurani i i i idase d i g e s t i o n  r e s p e c -  

t i v e l y .  The u p p e r  a r e a s  w i t h  d i a g o n a l  l i n e s  i n  e a c h  

panne1  show t h e  m i g r a t i n g  band c o r r e s p o n d i n g  t o  

i n i t i a l  m a t e r i a l  ( O )  r e v e a l e d  by s p r a y i n g ' t h e  o r c i n o l  

r e a g e n t  on t h e  p l a t e .  Arrows i n d i c a t e  t h e  p o s i t i o n  

o f  t h e  s t a n d a r d s  o f  a s i a l y l a t e d  ( s ~ ) ,  m & o s i a l y l a , t e d  

( s ~ )  and  d i s i a l y l a t e d  ( S 2 )  b i a n t e n n a r y  g l y c a n s  f rom 

human serum t r a n s f e r r i n  and o f  a s i a l y l a t e d  t r i a n t e n n a r y  

o l i g o s a c c h a r i d e  GM ( G  ) f rom u r i n e  o f  g a n g l i o s i d o s i s  
1 3  

( s e e  t e x t ) .  



By t h i s  p rocedure ,  t h e  k i n d  of b ranch ing  between 

s u g a r  r e s i d u e s  was deduced b u t  t h e i r  sequence  remained 

t o  be e l u c i d a t e d .  It was e s t a b l i s h e d  by u s i n g  s e q u e n t i a l  

s t e r e o - s p e c i f i c  exo-g lycos idase  d i g e s t i o n  ( F i g .  3 ) .  

I n  a  f i r s t  s t e p ,  when reduced,  o l i g o s a c c h a r i d e  f r a c t i o n  

was t r e a t e d  s u c c e s s i v e l y  w i t h  O(-neuraminidase and P - 
g a l a c t o s i d a s e ,  r e s u l t i n g  m a t e r i a l  ana lysed  bydascending 

paper  chromatography ( F i g .  3b)  migra ted  w i t h  a  f a s t e r  

m o b i l i t y  t h a n  t h e  i n i t i a l  p r o d u c t .  I n c u b a t i o n  of  t h i s  

m i x t u r e  d i g e s t  w i t h  N - a c e t y l -  ?-glucosaminidase ( F i g .  

3 c )  l i b e r a t e d  m a t e r i a l  CO-migra t ing  i n  p a r t  w i t h  t h e  

p e n t a s a c c h a r i d e  c o r e  u n i t  f u c o s y l a t e d  i n  C-6  p o s i t i o n  

of t h e  N-ace ty lg lucosamin i to l  r e s i d u e  : ~ a n ( o ( 1 - 3 )  

Fan(.(l-611 ~ a n ( ~ l - 4 ) G l c ~ ~ c ( ~ 1 - 4 )  [Fuc(o(l-6)] G l c ~ ~ c i t o l .  

The non-completion of t h e  hexosaminidase  d i g e s t i o n  of 

p roduc t  i n  ( b )  c o u l d  be  p a r t l y  e x p l a i n e d ,  t a k i n g  i n t o  

account  t h e  p r e s e n c e  of t h e  b i s e c t e d  s t r u c t u r e s u g g e s t e d  

by m e t h y l a t i o n  d a t a ,  w i t h  t h e  p r e v i o u s  r e p o r t  by I r i m u r a  

e t  a l .  (1981)  r e l a t i n g  t h e  d i f f i c u l t y  t o  y i e l d  a  r e l e a s e  

of N-acetylglucosamine r e s i d u e s  wi th  hexosaminidase  

t r a a t m e n t ,  p robab ly  due t o  -the p resence  of t h e  l ' b i s e c t i n g "  

GlcNAc. I n  a  l a s t  s t e p ,  a  f o u r t h  a d d i t i o n  of hexosamini-  

d a s e  was done t o  enzyme d i g e s t ,  a t  t h e  same t i m e  a s d -  

mannosidase ( F i g .  3 d ) .  T h i s  t r e a t m e n t  c o n v e r t e d  m a t e r i a l  

o b t a i n e d  i n  ( c )  t o  a  compound moving a s  t h e  a u t h e n t i c  

s t a n d a r d  : Man(? 1  -4)GlcNAc($l-4) [Fuc(o( 1-61] GlcNAcitol .  

A p r e l i m i n a r y  i n c u b a t i o n  of t h e  i n i t i a l  m o n o s i a l y l a t e d  

m a t e r i a l  withu(-mannosidase d i d  n o t  produce any d e c r e a s e  

i n  s i z e ,  s u g g e s t i n g  t h a t  mannose is n o t  a t e r m i n a l  

monosaccharide i n  c a r b o h y d r a t e  c h a i n s .  Th i s  series of 

r e s u l t s  is compat ib le  w i t h  t h e  f o l l o w i n g  sequence : 

Q( -NeuAc 3 P - ~ a l -  ? - G l c N ~ c ~ " ( - M a n ~ P - ~ a n ~ .  

Taking i n t o  account  exo-g lycos idase  d i g e s t i o n  

r e s u l t s  and p e r c e n t a g e  d i s t r i b u t i o n  of pe rmethy la ted  

d e r i v a t e s  r e p o r t e d  i n  Table  2 ,  a  good ev idence  was g i v e n  

f o r  t h e  p r e s e n c e  of b i s e c t e d  component which appeared  

predominant  among t h e  m o n o s i a l y l a t e d  o l i g o s a c c h a r i d e s  

from t h e  f r a c t i o n  A (A-MS). Thereby,  t r i a n t e n n a r y  s t r u c -  

t u r e s  a r e  minor i n  t h i s  f r a c t i o n  a s  i n  t h e  d i s i a l y l a t e d  



Tab le  2 

~ o l a r  r a t i o s  of monosaccharide methyl  e t h e r s  p ~ e s e n t  i n  t h e  methanolysates of  
I 1 p e r n e t h y l a t e d  o l i g o s a c c h e r i d e s  i s o l a t e d  f rom major monosialylated s u b - f r a c t i o n  
(MS) ob ta ined  by h igh -vo l t age  e l e c t r o p h o r e s i s  ot a l lgosaccha r ide  f r a c t i o n s  
A and B produced by a f f i n i t y  chroaotography on concanaval in  A column. 

Monosaccharide methyl  e t h e r s  Molar r a t i o s  i n  sub - f r ac t ions  

A-MS ( a )  fb )  B-MS 

Fucose 
'(Z,3i4) -Me3-Fuc 

Ga lac tose  
(2,3,4,6)-Me -Ga1 

4 
(2,3,4)-Me3-Ga1 

Mannose 
. ' ( 3 , 4 , 6 ) - ~ e ~ - ~ a n  

N-acetylneuraminic a c i d  
74,7,8,9)-Me -~eu(Me)Ac 4 

(a) c a l c u l a t e d  on t h e  b a s i s  of 1 r e s i d u e  of (2 ,3 ,4)-Me34al .  
( b )  c a l c u l a t e d  on t h e  b a s i s  of 2 r e s i d u e s o f  (3 4 ,6 )-Me3-Man. 



- 
DISTANCE FROM ORIGlN (cm) 

F i g .  3 - S t e p w i s e  e x o - g l y c o s i d a s e  d i g e s t i o n  o f  mono- 

s i a l y l a t e d  s u b - f r a c t i o n  ( A - M ~ ) o b t a i n e d  by h i g h -  

v o l t a g e  e l e c t r o p h o r e s i s  of  f r a c t i o n  A f rom 

Con A colurnn. 

Reduced and r a d i o a c t i v e  o l i g o s a c c h a r i d e s  were 

s u h m i t t e d  t o  d e s c e n d i n g  p a p e r  chromakography i n  s o l v e n t  

II f o r  19  h ;  1  c m  s e c t i o n s  w e r e  c u t  and  c o u n t e d  f o r  

t h e i r  r a d i o a c t i v i t y .  Arrows i n d i c a t e  t h e  p o s i t i o n s  o f  

a u t h e n t i c  s t a n d a r d s  : ( 1 )  Man(o(1-3) b a n ( o ( l - 6 ) ] ~ a n ( f 1 - 4 )  

G ~ C N A ~ ( ~  1-4)  r~uc(o(1-6)] G lcNAci to l ;  ( 2 )  Maii(f 1  - 4 ) ~ l c N ~ c  
-1 ( a  1 - 4 )  F u c ( 4  ;-611 GlcNAci to l .  ( a )  : i n i t i a l  p r o d u c t ;  

( b )  : p r o d u c t  r&leasecl  by d i g e s t i o n  witho(  -rieuramiriiciase 

aiid t l ien f -.galart;osiciase o f  n a t e r i a l  i n  ( a )  ( c )  : ina t ,e r ia l  

l i b e r a t e d  by t r e a t i n c n t  of product;  i n  ( b )  w i t h  N-ace ty l -p-  

g l u c o s a m i n i d a s e ;  ( d )  r a d i o a c t i v e  peak o h t a i n e d  a f t e r  

i n c u l > a t i o n  of maLeria  1 i i i  ( c )  w i t h  N - a ~ e t ~ l - ~ - ~ l u c o s a m i n i -  



one (A-DS) on which on ly  q u a l i t a t i v e  mic romethy la t ion  

a n a l y s i s  ( because  of  l i m i t e d  amount of  ' m a t e r i a l )  ha s  

been made. The r e s u l t s  o b t a i n e d  were t h e  same a s  f o r  

A-MS f r a c t i o n  excep t  f o r  g a l a c t o s e  r e s i d u e s  which 

w e r e  a l 1  s u b s t i t u t e d  by N-acetylneuraminic  a c i d  and 

gave t h e  2 ,3 ,4- t r i -0-methyl  d e r i v a t e  on ly .  Concerning 

t h e  n e u t r a ï  f r a c t i o n  (A-N), no  me thy l a t i on  cou ld  be 

performed because  of  t h e  y i e l d  of n o t  enough p u r i f i e d  

p roduc t  b u t  t . 1 . c .  a n a l y s i s  ( F i g .  2A-N) r e v e a l e d  a  

minor (1 .56% of t o t a l  o l i g o s a c c h a r i d e s )  "more complex" 

s t r u c t u r e  t h a n  b i s e c t e d  and t r i a n t e n n a r y  ones  w i t h  

r e g a r d  t o  its s lower  mig ra t i on .  Th i s  s t r u c t u r e  does  

n o t  seem t o  e x i s t  i n  A-MS and A-DS f r a c t i o n s  a s h o w n  

i n  Fig.  2A-MS and A-DS : each  f r a c t i o n  t r e a t e d  witho(- 

neuramin idase  was comple te ly  conve r t ed  t o  f a s t e r  mate- 

r i a l  t han  t h e  one co r r e spond ing  t o  t h e  unknown s t r u c t u r e ,  

m i g r a t i n g  w i t h  about  t h e  same m o b i l i t y  a s  t h e  s t a n d a r d  

G M ' ( G ~ )  (see ~ x p e r i m e n t a l ) .  

Neve r the l e s s ,  on t h e  b a s i s  of mic romethy la t ion  

and enzymat ic  d i g e s t i o n  d a t a ,  t h e  f o l l o w i n g  s t r u c t u r e s  

can  be proposed ( ~ i g .  6 - - ) f o r  t h e  main o l i g o s a c c h a r i d e s  
3a ,b  

con t a ined  i n  f r a c t i o n  A produced by a f f i n i t y  chromato- 

graphy on Con A column. Concerning t h e  i n n e r  p a r t  of 

t h e  ca rbohyd ra t e  u n i t s ,  beyond 4 - l i n k e d  mannose r e s i d u e s ,  

w e  have concluded t o  t h e  u s u a l  t e t i r a s accha r ide  sequence  : 

Man(P 1-4) G ~ C N A C ( ~  1-4) [Fuc(o(l-6)] GlcNAc, t a k i n g  i n t o  

account  t h e  l a r g e  d i s t r i b u t i o n  of t h i s  s t r u c t u r e  i n  

g l y c o p r o t e i n s  from s e v e r a l  o t h e r  s o u r c e s  ( f o r  a  r e c e n t  

review,  see Mont reu i l ,  1982),  and g .1 .c .  and micromethy- 

l a t i o n  d a t a .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  same monos ia ly la ted  and 

monofucosylated b i s ec t ed -b i an t enna ry  s t r u c t u r e  a s  one 

of t h o s e  d e s c r i b e d  i n  F ig .  62 h a s  been i s o l a t e d  from 

a n o t h e r  monoclonal human IgM Gra i n  which it is pre -  

dominant. T h i s  s t r u c t u r e  h a s  been confirmed by 500 MHz 

'H-NMR spec t ro scopy  i n  a  r e c e n t  work (Cahour e t  a l . ,  

1984 ) -  



. F r a c t i o n  B : b i an t enna ry  g lycans .  

O l igosaccha r ide s  B, weakly r e a c t i v e  w i t h  Con A ,  

were s e p a r a t e d  by p r e p a r a t i v e  h igh -vo l t age  paper  

e l e c t r o p h o r e s i s  i n t o  t h r e e  s u b - f r a c t i o n s  a s  f o l l o w s  

( s e e  F ig .  1 ~ )  : n e u t r a l  f r a c t i o n  ( N ) ,  monos i a ly l a t ed  

f r a c t i o n  (MS) and d i s i a l y l a t e d  f r a c t i o n  ( D S ) .  Percen- 

t a g e s  of r a d i o a c t i v i t y  and ca rbohyd ra t e  composi t ion  

of  each  f r a c t i o n  a r e  g iven  i n  Table  1 .  T.1.c.  a n a l y s i s  

( ~ i ~ .  4 )  s u g g e s t s  t h a t  t h e  samples a r e  homogeneous and 

d i f f e r  on ly  i n  t h e i r  NeuAc c o n t e n t .  Monos ia ly la ted  (B-MS) 

and d i s i a l y l a t e d  (B-DS) f r a c t i o n s  w e r e  t r e a t e d  wi tho(  - 
neuraminidase  ( F i g .  4  B-MS and B-DS, r e s p e c t i v e l y )  and 

r e l e a s e d  m a t e r i a l ,  a n a l y s i d  on S i l i c a  g e l  60, migra ted  

wi th  t h e  same m o b i l i t y  a s  t h e  n e u t r a l  f r a c t i o n  i n  Fig .  

4  B-N. These r e s u l t s  l e a d  t o  t h e  conc lu s ion  t h a t  t h e  

f r a c t i o n  B e l u t e d  from Con A c o n t a i n s  a  unique s t r u c t u r e  

of which t h e  on ly  h e t e r o g e n e i t y  observed is due t o  t h e  

NeuAc c o n t e n t .  

I n  a  p r ev ious  work.(Cahour e t  a l . ,  1984 ) ,  t h e  

s t r u c t u r e  of t h e  major  monos ia ly la ted  f r a c t i o n  (B-MS) 

of t h a t  IgM has  been d e s c r i b e d ,  based on me thy l a t i on  
1 and 500 MHz H-NMR spec t ro scopy  d a t a .  I n  t h i s  r e p o r t ,  

Our aim was t o  v e r i f y  t h e  v a l i d i t y  of s e q u e n t i a l  exo- 

g l y c o s i d a s e  d i g e s t i o n  i n  t h e  approach of  th; above 

s t r u c t u r e .  Such a  s e r i a l l y  deg rada t i on  was a p p l i e d  t o  

f r a c t i o n  B-MS and d i g e s t e d  p roduc t s  were l o c a t e d  by des-  

cend ing  paper  chromatography ( s e e  F i g .  5 ) .  The f i r s t  
3 s t e p  ( F i g .  Sb) r e l a t e d  t h e  convers ion  o f  i n i t i a l  NaB Hd- 

reduçed o l i g o s a c c h a r i d e  (B-Ms) t r e a t e d  . success ive ly  wi th  

<-neUraminidase and P - g a l a c t o s i d a s e  t o  m a t e r i a l  wi th  a  

f a s t e r  m o b i l i t y .  I n c u b a t i o n  of t h i s  m ix tu r e  d i g e s t  with 

N-a~et~l-~-~lucosaminidase ( ~ i g .  Sc)  l i b e r a t e d  m a t e r i a l  

CO-migra t ing  wi th  t h e  hexa>sacchari.de s t a n d a r d  ( 1 )  ( s e e  

"Exper imenta l " ) .  I n  a  l a s t  s t e p  product  i n  ( c )  d i g e s t e d  

withc( -mannosidase was conver ted  t o  a  compound moving 

a s  t h e  a u t h e n t i c  s t a n d a r d  : ~ a n ( Q 1 - 4 ) ~ l c ~ ~ c ( Q l - 4 )  [~uc(o(l-6j]  

GlcNAcitol ( F i g .  5d ) .  Based on t h i s  s e r i e s  of r e s u l t s ,  



I'ig. 4 - Thir i - layer  chromatography  o f  sub- f  r a c t i o r i s  

o b t a i n e d  by h i g h - v o l t a g e  e l e c t r o p h o r e s i s  of 

f r a c t i o n  B f rom Con A column. 

S o l v e n t  s y s t e m  1 ( s e e  t e x t )  was u s e d  and 0 . 4  cm 

r e g i o n s  o f  t t i i n - . l aye r  p l a t e s  w e r e  c u t  and  c o u n t e d  

f o r  t h e i r  r a d i o a c t i v i t y .  B-N : n e u t r a l ,  8-MS : mono- 

s i a l y l a t e d ;  B-DS : d i s i a l y l a t e d  f r a c t i o n s ;  t h e s e  two 

l a s t  f r a c t i o n s ,  b e f o r e  (e ) and  a f t e r  ( O )  o( -neu ramin i -  

d a s e  d i g e s t i o n  r e s p e c t i v e l y .  Arrows i n d i c a t e  t h e  

p o s i t i o n  o f  t h e  s t a n d a r d s  o f  a s i a l y l a t e d  ( S  ), mono- 
0 

s i a l y l a t e d  ( s , )  and d i s i a l y l a t e d  (S  ) b i a n t e n n a r y  
2 

g l y c a n s  f rom human serum t r a n s f e r r i n .  Upper a r e a s  w i t h  

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

DISTANCE FROM ORIGIN ( X  O .4cm)  



F i g .  5 - S t e p w i s e  e x o - g l y c o s i d a s e  d i g e s t i o n  of  mono- 

s i a l y l a t e d  s u b - f r a c t i o n  (B-MS) o b t a i n e d  bx  

h i g h - v o l t a g e  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  f r a c t i o n  B 

f rom Con A column. 

Reduced and  r a d i o a c t i v e  o l i g o s a c c h a r i d e s  w e r e  

s u b m i t t e d  t o  d e s c e n d i n g  p a p e r  ch roma tography  i n  s o l v e n t  

II f o r  1 9  h ;  1  c m  s e c t i o n s  w e r e  c u t  and  c o u n t e d  f o r  I r 
\D 

t h e i r  r a d i o a c t i v i t y .  Arrows i n d i c a t e  t h e  p o s i t i o n s  o f  
I 

a u t h e n t i c  s t a n d a r d s  : ( 1 )  Mand(1-3) [~an(o( l -O)]  ~ a n ( f 1 - 4 )  

~ l c ~ ~ c ( @ 1 - 4 )  [ ~ u c ( ~ ( i  - 6 1  G l c ~ ~ c i t o l ;  ( 2 )    an(( 1  - ~ ) G ~ C N A C  

( a l - 4 )  @uc(~(1-6)] G lcNAci to l .  ( a )  : i n i t i a l  p r o d u c t ;  

( b )  : p r o d u c t  r e l e a s e d  by s u c c e s s i v e  d i g e s t i o n  w i t h  

O(-neuraminidase  and  - g a l a c t o a i d a s e  o f  m a t e r i a l  i n  ( a ) ;  

( c )  : m a t e r i a l  l i b e r a t e d  by t r e a t m e n t  o f  p r o d u c t  i n  ( b )  

w i t h  N-acetyl-f-glucosaminidase; ( d )  r a d i o a c t i v e  peak 

o b t a i n e d  a f t e r  i n c u b a t i o n  o f  m a t e r i a l  i n  ( c )  w i t h d  - 
mannos idase .  

DISTANCE FROM ORIGIN (cm) 



t h e  anomeric c o n f i g u r a t i o n  and monosaccharide sequence 

of t h e  monos ia ly la ted  g lycan- (B-MS)  can  be w r i t t e n  : 

d - ~ e u ~ c  jf'-~al~~-~lc~~cjo(-~anI~-~an--i. These 

r e s u l t s  compi l l ed  w i t h  t h o s e  of mic romethy la t ion ,  

r e c a l l e d  i n  Table  2, a l lowed u s  t o  propose  t h e  s t r u c -  

t u r e s  shown i n  F ig .  61. These l a s t  ones  a r e  i n  good 

agreement w i th  t h e  one determined by u s i n g  NMR spec-  

t r o s c o p y  . 
F r a c t i o n  C : g l y c a n s  of t h e  o l i g o a a n n o s i d i c  t y p e .  

F r a c t i o n  C , . h i g h l y  r e a c t i v e  w i t h  Con A ,  was 

f u r t h e r  r e s o l v e d  by h .p .1 .c .  i n t o  f i v e  d i f f e r e n t  sub- 

f r a c t i o n s  pooled compara t i ve ly  wi th  a  s t a n d a r d  mix tu r e  

p r o f i l e  e l u t i o n ,  and numbered M th rough  M a s  i n d i c a t e d  5 9 
i n  F ig .  1C. Exper imenta l  c o n d i t i o n s  w e r e  t h o s e  d e s c r i b e d  

i n  vExper imenta l l l .  A l 1  f r a c t i o n s  w e r e  q u a n t i f i e d  f o r  

t h e i r  r e l a t i v e  p r o p o r t i o n s  and chemica l l y  c h a r a c t e r i z e d  

by g .1 . c .  (Tab l e  3 ) .  They e x h i b i t e d  an i n c r e a s e d  c o n t e n t  

i n  mannose r e s i d u e s  i n  d i r e c t  r e l a t i o n  w i t h  t h e i r  re- 

t e n t i o n  t i m e .  

A f t e r  e x h a u s t i v e  d i g e s t i o n  w i th  J a c k  bean <-manno- 

s i d a s e ,  t h e s e  f r a c t i o n s  a l 1  gavp m a t e r i a l  CO-migra t ing  

w i t h  t h e  a u t h e n t i c  t r i s a c c h a r i d e  M a n ( Q l - 4 ) ~ l c ~ A c (  1-4) P 
GlcNAcitol by paper  chromatography,al lowing u s  t o  conclude 

t h a t  t h e  l i n k a g e s  between a l 1  t h e  Man r e s i d u e s  a r e < - l i n k a g e s .  

None of t h e  g lycans  was found p a r t i a l l y  r e s i s t a n t  tao(- 
mannosidase i n d i c a t i n g  t h e  absence  of  e i t h e r  g lucose-  

c o n t a i n i n g  high-mannose o l i g o s a c c h a r i d e  ( ~ i  and Kornfe ld ,  

1978) o r  "hybr id"  s t r u c t u r e  a s  d e s c r i b e d  i n  myeloma IgM 

(Chapman e t  a l . ,  1979 b ) .  I n  a d d i t i o n ,  a  pe rme thy l a t i on  

procedure  performed on t h e  i n i t i a l  m ix tu r e  of  oligoman- 

n o s i d e s  gave t h e  f o l l o w i n g  methyl  e t h e r s  : 1 , 3 , 5 , 6 - t e t r a -  

O-methyl and 3,6-di-0-methyl d e r i v a t e s  f o r  N-acetylgluco- 

samine r e s i d u e s ,  and 2,3,4,6-tetra-0-methyl-, 3 , 4 , 6 - t r i -  

O-methyl- and 2,4-di-0-methyl-derivates f o r  mannose r e s i d u e s .  

Ne i t he r  pe rmethy la ted  g l u c o s e  no r  pe rmethy la ted  N-acetyl-  

glucosamine have been d e t e c t e d  g i v i n g  a n o t h e r  ev idence  
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that these two residues do not exist as outer chain 

monosaccharides. Micromethylation data showed that 

oligomannosides contain the same linkages as those 

found in several glycans of the oligomannosidic type 

( ~ i  and Kornfeld, 1979; Chapman and Kornfeld, 1979 a,b; 

Cohen and Ballou, 1980; Jouanneau et al., 1981; Vap 

Halbeek et al., 1981) i.e. 1,2-, 1,3- or l,6-linked 

mannose residues and 1,4-linked N-acetylglucosamine 

residue. 

DISCUSSION 

The classical technics, i.e. micrometh_ylation 

. analysis, mass spectrometry and sequential exo-glycosidase di- 

gestion have been successfully used in the approach of 

the structural heterogeneity of oligosaccharides present - 
ik the human monoclonal IgM Za. The same general protocol 

has been followed to elucidate the different structures, 

except for the step of subfractionation of fractions 

obtained from Con A column; high-voltage electrophoresis 

was performed on fractions-A and B, of the N-acetyllacto- 

samine type, and h.p.1.c. was applied to oligomannosidic 

fraction C. 

Concerning the oligosaccharides of the oligomannosi- 

dic type, the goal of the present study was to precise 

the size of the glycans and to characterize eventual unusual 

structures. Our results confirm that monoclonal IgM Za 

contains "typical" structures of the oligomannosidic type 

as aforesaid by Chapman and Kornfeld (1979 a,b); Ballou 

et al. (1980); Jouanneau et al. (1981) and Van Halbeek et 

al. (1981), with 5 to 9 mannose residues of which al1 are 
4-linked, except the innermost one, which is -1inked to Q 
a GlcNAc residue. No intermediate glycan has been found, 

therefore no further structural investigation was required. 

Regarding oligosaccharides of the N-acetyllactosamine 

type, the biantennary glycan is the simplest structure 

which occurs in majority under the monosialylated and mono- 

fucosylated form as earlier described in a human myeloma 



IgM by Hickman e t  a l .  (1972) and i n  a lmos t  o t h e r  c l a s s e s  

of immunoglobulins a s  i n  numerous human g l y c o p r o t e i n s  

( f o r  r e c e n t  review,  see Mont reu i l ,  1982) .  The micro-  

h e t e r o g e n e i t y  of b i an t enna ry  s t r u c t u r e s  is r e i n f o r c e d ,  

due only  t o  v a r i a b l e  c o n t e n t  i n  NeuAc and Fuc, 

and not  t o  t h e  n a t u r e  of t h e i r  l i n k a g e .  NeuAc can be 

e i t h e r  4 - 2 , 6 -  o r  4 - 2 , 3 - l i n k e d  t o  g a l a c t o s e  r e s i d u e s  a s  

de sc r i bed  i n  a  r a t  IgE by Rear ick  e t  a l .  ( 1983 ) :~o r  

f ucose r e s i d u e s ,  t h e  occur rence  of bo th  -(dl, 6 - l inkage  . , 
t o  t h e  GlcNAc con juga t ed  t o  a s p a r a g i n e ,  ando(-1 ,J - l inkage 

t o  t h e  GlcNAc t a k i n g  p a r t  of t h e  N-ace ty l l ac tosamine  

r e s i d u e  of t h e  4 - 1 , 6  antennae ,  h a s  been d e s c r i b e d  i n  

a  s e c r e t o r y  human mi lk  IgA (~ierce- rét tel e t  a l . ,  1982) .  

Concerning t h e  IgM Za, t h e  p resence  of  onlyd, -2 ,6- l inked 

NeuAc and 4 - l , 6 - l i n k e d  Fuc r e s i d u e s .  ha& been fodnd by 

u s i n g  mic romethy la t ion  t e c h n i c s ,  d i s c a r d i n g  t h e  p o s s i b l e  

occur rence  of  any o t h e r  d e s c r i b e d  t y p e s  of  l i n k a g e s .  

Concerning t h e  more compl ica ted  g lycans  of t h e  

N-acetylPactosamine t y p e ,  a l 1  have i n  common a  b i an t en -  

na ry  b a s i c  s t r u c t u r e .  The i r  h e t e r o g e n e i t y  is due, on t h e  
- * 

one hand, t o  an a d d i t i o n a l  GlcNAc r e s i d u e  4-1,4-l inked t o  

t h e  innermost  mannose r e s i d u e ,  g i v i n g  a "b i s ec t ed - typeu  

o l i g o s a c c h a r i d e .  T h i s  l a t t e r  one is  predominant i n  t h e  

s t u d i e d  monos i a ly l a t ed  f r a c t i o n  (A-MS), though it h a s  

never  been found t o  occur  till nowsin any human IgM. Never- 

t h e l e s s ,  such  a  s t r u c t u r e  has  been d e s c r i b e d  i n  s e v e r a l  

immunoglobulin c l a s s e s ,  i . e .  i n  human serum IgE ( ~ a e n z i ~ e r  

e t  a l . ,  1974 a , b ) ,  IgA ( ~ a e n - i g e r  and Kornfe ld ,  1974 c , d )  

and IgD ( ~ s h i h a r a ' e t  a l . ,  1983) and i n  s e c r e t o r y  hurnan mi lk  

I g A  ( S I ~ A )  ( P i e r c e - C r é t e l  e t  a i . ,  1984) .  
\ 

On t h e  o t h e r  hand, an a d d i t i o n a l  antennae  of  t h e  

N - a c e t y l l a c t o s ~ m i n e  t y p e  is l i n k e d  t o  t h e  4-1,3- o r  4-1 ,6-  

Man r e s i d u e ,  g i v i n g  a  t r i a n t e n n a r y  g lycan .  Such a  s t r u c t u r e  

wi th  t h e  t h i r d  @ - l , 4 - l i n k e d  o u t e r  c h a i n  ha s  been r e p o r t e d  

i n  a  myeloma mouse IgM ( ~ r e n c k l e  and Kornfe ld ,  1980) b u t  
- - - - . . - 
- -.. -net y e t  i n  a  human IgM. NeuAc and Fuc l i n k a g e s  a r e  t h e  same 

a s  t hose  r e p o r t e d  f o r  b i an t enna ry  g lycans .  A mtnor and 

somewhat more compl ica ted  o l i g o s a c c h a r i d e  can be observed 



in the neutral fraction (A -N)  but no further structural 

identification could be attempted because of the limited 

quantity we isolated. 

In order to precise the extent of oligosaccharide 

heterogeneity, and to establish the biological signifi- 

cance, if any, of such a phenomenon, the same methodology 

is now applied to individualized fractions obtained from 

the three IgM familries previously described (~ahour et 

al., 1981). This work is under investigation and will 

be further reported. 
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L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  peuvent  ê t r e  a i n s i  résumés : 

1 - F r a c t i o n  A : La combina i son  d e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  

a p r è s  m i c r o m é t h y l a t i o n  e t  d i g e s t i o n s  enzymat iques  s u c c e s s i v e s  

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

s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  p o r t e u s e  d ' u n e  N-acé ty lg lucosamine  

(GlcNAc) l i é e  e n  8 - 1 , 4  s u r  l e  6 mannose du noyau p e n t a s a c c h a -  

r i d i q u e  e t  d e  s t r u c t u r e s  t r i a n t e n n é e s .  C e t t e  GlcNAc s u p p l é -  

m e n t a i r e  e s t  a p p e l é e  " i n t e r c a l a i r e "  ( " b i s e c t i n g "  ou " i n t e r -  

s e c t i n g "  GlcNAc d a n s  l a  n o m e n c l a t u r e  i n t e r n a t i o n a l e )  à c a u s e  

de  s a  p o s i t i o n  d e  b i s s e c t r i c e  p a r  r a p p o r t  aux deux b r a n c h e s  

d ' u n e  s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e .  L ' a n a l y s e  s t r u c t u r a l e  a  é t é  e f -  

f e c t u é e  s u r  l a  f r a c t i o n  m o n o s i a l y l é e ,  m a j o r i t a i r e  ( 5 7 % )  d a n s  

l a  f r a c t i o n  A (A-MS). La s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  p o r t e u s e  d ' l  

GlcNAc i n t e r c a l a i r e  e s t  l a r g e m e n t  dominante  ( 9 0 % )  d a n s  l a  

sous- f  r a c t i o n  ; s a  p r é s e n c e  e s t  oonfirmée p a r  1 ' o b t e n t i o n  d e s  

2  s p e c t r e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  en  s p e c t r o m é t r i e  de  masse : 

c e l u i  d e  l ' o s a m i n e  t r i m é t h y l é e  e n  3 ,  4 ,  6 ,  e t  c e l u i  du man- 

nose  m o n o s u b s t i t u é  en  2  ( F i g .  30 ; p .  210 ) .  C ' e s t  l a  p r e -  

mière f o i s  q u ' u n e  t e l l e  s t r u c t u r e  a  é t é  i d e n t i f i é e  d a n s  une 

IgM humaine ( v .  a r t i c l e  4 ; p.  1 7 9 ) .  

Les  s t r u c t u r e s  t r i a n t e n n é e s  s o n t  m i n e u r e s  mais  

l a  p r é s e n c e  d e s  2 t y p e s  ( a v e c  1  a n t e n n e  l i é e  en  8  - 1 , 4  

ou en  B - 1 , 6 )  c o n f i r m é e  p a r  l ' o b s e r v a t i o n  d e s  s p e c t r e s  de  

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

l é  en  3 ,  4 ,  6 du mannose, e t  d '  a u t r e  p a r t  ceux  .des  2  d é r i -  

v é s  d i m é t h y l é s  e n  3 , 6  e t  en  3 , 4 .  

De p l u s  l a  f r a c t i o n A a p p a r a î t  t r è s  h é t é r o g è n e  p u i s q u e  l a  s o u s -  

f r a c t i o n  n e u t r e  ( A - N )  pos sède  une  s t r u c t u r e  complexe de  

m i g r a t i o n  p l u s  l e n t e  que l e s  s t r u c t u r e s  t r i a n t e n n é e s  ( F i g .  2;  

p . l 9 O ) ,  non c a r a c t é r i s é e  du f a i t  d e  s a  f a i b l e  d i s t r i b u t i o n  

( 2 0 ~ 2 %  d a n s  l a  s o u s - f r a c t i o n  A-NS, ma i s  é q u i v a l e n t e n  r é a l i t é  à 1,58% 
de  l a  f r a c t i o n  g l u c i d i q u e  de  1 ' I g M  Z A J ) .  

2 - F r a c t i o n  8 : Les r é s u l t a t s  l a  c o n c e r n a n t  c a r a c -  

t é r i s e n t  l a  p r é s e n c e  e x c l u s i v e  d e  s t r u c t u r e s  N - a c é t y l l a c -  

t o s a m i n i q u e s d e  t y p e  b i a n t e n n é .  L ' h é t é r o g é n é i t é  o b s e r v é e  d a n s  

l a  F i g .  1 B ; p .  188 p a r  l a  s u b d i v i s i o n  en  s o u s - f r a c t i o n  

N ,  MS e t  DS e s t  uniquement  due à l a  t e n e u r  e n  a c i d e  s i a l i q q e  : 
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une d é s i a l y l a t  i o n  p a r  1 ' a - n e u r a m i n i d a s e  d e s  ~ ~ u ~ - f ~ ~ ~ t i ~ ~  

B-MS e t  B-DS f o u r n i t  d a n s  l e s  deux c a s  l a  s t r u c t u r e  B-N 

F 2  ; p . 1 9 0 ) .  

C e t t e  f r a c t i o n  é t a n t  abondamment r e p r é s e n t é e  

d a n s  l t I g M  Z A J  ( 4 1 % ) ,  une é t u d e  e n  RMN a  pu ê t r e  e f f e c t u é e  

s u r  l a  s o u s - f r a c t i o n  B-MS ( 2 5 % ) ,  c o n f i r m a n t  l e s  r é s u l t a t s  

o b t e n u s  p a r  l a  m é t h o d o l o g i e  c l a s s i q u e  ( . c f .  a r t i c l e  no  5 ; 

p . 2 1 7 ) .  

C e t t e  s t r u c t u r e  du t y p e  b i a n t e n n é e ,  a  d é j à  é t é  o b s e r v é e  d a n s  

d e s  I g M  p a t h o l o g i q u e s  ; c ' e s t  l e  s e u l  exemple de  s t r u c t u r e  

complexe d é c r i t  d a n s  l e s  IgM humaines ,  s o i t  f u c o s y l é  e t  p l u s  

ou moins  s i a l y ' l é ,  p a r  H i c k m a n e t d . ( 1 9 7 2 ) ,  s o i t  non f u c o s y l é  

( c h a î n e  J ) ,  p a r  B a e n z i g e r  ( 1 9 7 9 ) .  

3 - Fraction C : Déjà c a r a c t é r i s é s  du t y p e  o l igoma-  

n n o s i d i q u e  à c a u s e  d e  l e u r  f o r t e  a f f i n i t é  pour  l a  ConA e t  

p a r  l a  d é t e r m i n a t i o n  d e  l e u r s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  e n  mono- 

s a c c h a r i d e s  ( c e u x - c i  é t a n t  l i m i t é s  au  Man e t  à l a  GlcNAc), 

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

t a i l l e  dans  l e s  d i f f é r e n t s  p i c s  é l u é s  d e  l a  c o l o n n e  amino 

p a r  HPLC. Les r a p p o r t s  m o l a i r e s  d a n s  l e s  d i f f é r e n t e s  sous -  

f r a c t i o n s  o b t e n u e s  p a r  GLC(Tab1eau 3 ; p . 2 0 0 )  s o n t  r e p r é -  

s e n t a t i f s  de  c h a î n e s  g l y c a n n i q u e s  c o n t e n a n t  de  5 à 9  r é -  

s i d u s  d e  Man. L ' a c t i o n  d e  1' a -mannos idase  de  J a c k  bean 

s u r  chacune  d e s  s o u s - f r a c t i o n s ,  d é c r i t e  p.185 e t  r e p r é s e n -  

t é e  F i g . 3 1  ; p .212 ,  c o n f i r m e  l ' a n o m é r i e  d e  t y p e  a d e s  

l i a i s o n s  e n t r e  l e s  r é s i d u s  Man. C e s  r é s u l t a t s  s o n t  en  ac -  

c o r d  a v e c  ceux  d e  l a  l i t t é r a t u r e  ( c f .  p . 2 0 1 ) .  Notons ,  de  

p l u s ,  que  l a  d i g e s t i o n  enzymat ique  a  é t é  complè t e  d a n s  t o u s  

l e s  c a s  é t u d i é s  ; e l l e  suggère l ' a b s e n c e  de  s t r u c t u r e  i n t e r m é -  

d i a i r e  ( o u  m i x t e )  e n t r e  un g l y c a n n e  de  t y p e  o l igomannos i -  

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

G l c N A c  (Man) (GlcNAc12 ( l a  p r e m i è r e  GlcNAc e x t e r n e  é t a n t  
5  

l i é e  e n  B-1,2 s u r  l e  Man 4 ) , o b s e r v é e  d a n s  un IgM d e  Wal- 
e 

dens t rom (Chapman e t  K o r n f e l d ,  1979 b ) .  D e  m ê m e ,  aucune  

s t r u c t u r e  immature ,  du t y p e  ( G l c )  (Man)9(GlcNAc)2 ,  
1-3  

t e l l e  que  c e l l e  q u i  e s t  t r a n s f é r é e  du Dol-P-P s u r  l a  c h a î n e  

p e p t i d i q u e  en  c o u r s  d ' é l o n g a t i o n ,  n ' a  é t é  d é c e l é e .  





Une t e l l e  g l u c o s y l a t i o n  r é s i d u e l l e  a  é t é  récemment i d e n t i -  

f i é e  dans  une IgD p a r  Mellis e t  Baenz ige r  ( 1 9 8 3 ) .  

C - CONCLUSION 

Ces r é s u l t a t s  montrent  q u ' u n e  t e l l e  méthodolo-  

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

de  s t r u c t u r e ,  permet  d ' a p p r é c i e r  l ' h é t é r o g é n é i t é  s t r u c t u -  

r a l e  d e s  c h a î n e s  g l y c a n n i q u e s  d ' u n e  IgM donnée.  La F i g . 6  ; 

p.199 r e p r é s e n t e  l e s  s t r u c t u r e s  p r o p o s é e s  pour  1 ' I g M - ~ ( z A J ) .  

L ' a p p l i c a t i o n  p o s s i b l e  d e  l a  RMN à c e r t a i n s  g l y c a n n e s  

a p p o r t e  un complément d ' i n f o r m a t i o n s  e t  permet de v a l i d e r  

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

II - ETUDE DE L ' H E T E R O G E N E I T E  STRUCTURALE DES 3 IgM 

A - SOUS-FRACTIONNEMENT ET CARACTERISATION 
Ils s o n t  e f f e c t u é s  pour  chaque f r a c t i o n  é l u é e  

d e  l a  co lonne  d e  ConA, e t  dans  l e s  mêmes c o n d i t i o n s  pour  l e s  

3 IgM. 

1 - Fraction A : Le p r o f i l  d e  m i g r a t i o n  d e s  s o u s -  

f r a c t i o n s  N ,  MS e t  DS, ob tenu  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  à h a u t  v o l -  

t a g e  e s t , d a n s  chacun d e s  c a s ,  s e m b l a b l e  à c e l u i  ob tenu  pour 

1'IgM-7 ( F i g .  1A ; a r t i c l e  4 ; p.188 ) .  S e u l e s  l e s  p r o p o r -  

t i o n s  r e s p e c t i v e s  d e s  s o u s - f r a c t i o n s  v a r i e n t  e t  s o n t  rassem- 

b l é e s  dans  l e  t a b l e a u  1  ; p.187 a i n s i  que l e s  r a p p o r t s  

m o l a i r e s  d e  l e u r s  monosaccha r ides .  

Dans c e t t e  s é r i e  d e  v a l e u r s  il résul te  une  précbminance d e s  

s t r u c t u r e s  m o n o s i a l y l é e s  A-MS ; l e s  IgM normales  s o n t  

l e s  p l u s  r i c h e s  e n  s t r u c t u r e s  d i s i a l y s é e s .  Les r a p p o r t s  mo- 

l a i r e s ,  p r i n c i p a l e m e n t  ceux du g a l a c t o s e  e t  de  l a  N-acé ty l -  

g lucosamine  r e f l è t e n t  une c e r t a i n e  h é t é r o g é n é i t é  de s t r u c -  

t u r e .  

2 - Fraction B : Les p r o f i l s  de  m i g r a t i o n  é l e c t r o -  

p h o r é t i q u e  o b t e n u s  pour  chaque IgM r e s s e m b l e n t  à c e l u i  obtenu 

pour  l a  f r a c t i o n  B de1'IgM-7 ( F i g .  1B ; a r t i c l e 4  ; p.  188 1 .  
La d i s t r i b u t i o n  d e s  s o u s - f r a c t i o n N ,  MS e t  DS, e t  l e u r s  r a p p o r t s  

m o l a i r e s  e n  monosacchar ides  s o n t  r a p p o r t é s  dans  l e  t a b l e a u 1  ; 
p.  187 . 



En ce qui concerne les structures sialylées, une conclusion 

identique à celle.de la fraction A est obtenue. Les rapports 

molaires traduisent une homogénéité structurale et sont 

caractéristiques de structures biantennées ; ils confirment 

les prévisions déjà formulées pour la fraction B d'après ses 

propriétés d'élution de la ConA. Seule une microhétérogénéité 

due au fucose (Fuc) et à l'acide N-acétylneuraminique (?JeuAc) 

est enregistrée. 

2 - Fract ion C'. : Dans chacun des cas cette fractioi 

est soumise à une chromatographie liquide à haute pression 

et donne un profil d'élution ressemblant à celui de la Fig. 1( 

article 4 ; p. 1 8 8  . Les rapports molaires en monosaccharides 
déterminés pour chaque sous-fraction, sont caractéristiques 

de structures oligomannosidiques contenant de 5  à 9  résidus de 
Man ; cependant leur répartition varie d'une population à 

l'autre comme l'indiquent les 3 histogrammes de fréquence 
(Fig. 32 ; p. 215 ) .  Les profils obtenus pour les IgM normales 

et 1'IgM-10 sont similaires : les glycannes courts de 5 à 6 Mi 
prédominent. Cette observation serait en faveur d'une évolu- 

tion normale de la glycosylation des chaînes vers des structui 

N-acétyllactosamiques, compte tenu des données acquises à ce 

sujet (cf. p. 6 5  ) .  Un élagage progressif des structures de 

9 à 5 résidus Man permettrait la fixation du premier résidu 
de GlcNAc sur le Man 4 - (Tabas et aL..,1978 ; Li et Korn- - 
feld, 1978). 

L'histogramme obtenu pour 1'IgM-7 traduit au contraire un 

"blocage" à un certain niveau de la chaîne réactionnelle ; 

cela se manifeste par une accumulation des structures oli- 

gomannosidiques, les plus lourdes atteignant progressivement 

le taux des plus légères. Une interprétation de ce phénomène 

sera donnée dans le chapitre IV . 
B - ETUDE STRUCTURALE 

L!étude structurale des IgM normales et de l'IgM-7 

P- .- s'est déroulée selon une démarche expérimentale identique à 
celle adoptée pour 1'IgM ZAJ . Lorsque cela a été possible, 
les résultats concernant les 3 IgM , pour une fraction donnée , 
ont été regroupés dans un même tableau . De plus une analyse 
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e n  RMN a  é t é  e f f e c t u é e  s u r  l e s  s o u s - f r a c t i o n s  l e s  p l u s  

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

- l a  s o u s - f r a c t i o n  B - ~ ~ ( 2 5  % )  de l a  f r a c t i o n  b i a n t e n n é e  ..................... 
( B ) ,  pour l l I g M - 9  ( Z A J ) ,  

- l a  s o u s - f r a c t i o n  A-MS<42,3 % )  d e  l a  f r a c t i o n  p l u s  com- --------------------- 
p l e x e  ( A ) ,  pour  1'IgM-10 ( G R A )  . 

Les r é s u l t a t s  o b t e n u s  par  RMN à 500 MHz f o n t  l ' o b j e t  de 

l ' a r t i c l e  N 0 5 p . 2 f 7  . 
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The carbohydrate chains of the pathological human im- 

munoglobulins M from two patients with Waldenstrom's macro- 

globulinemia were released by hydrazinolysis. The N-acetyl- 

lactosamine-type glycans were obtained by afffinity chroma- 

tography on Concanavalin A and fractionated by high-voltage 

paper electrophoresis. The primary structure of the major 

compounds was elucidated on the basis of carbohydrate ana- 

lysis, methylation analysis, including mass-spectrometry, 

and 500-MHz 1~-NMR spectroscopy. For both patients, this 

appeared to be a monosialyl monofucosyl Siantennary struc- 

ture; the compounds differed by the presence of an intersecting 

N-acetylglucosamine residue. - 
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1. Introduction 

Immunoglobulins M (IgMs) a-Le glycoproteins that have 

a relatively high (7-15%) carbohydrate content and show 

a large chemical heterogeneity of the oligosaccharides con- 

jugated to the heavy chains. In a recent study (1) an illus- 

tration of such a heterogeneity has been given : oligosaccha- 

rides derived from normal as well as from pathological human 

IgMs could be fractionated by affinity-chromatography into 

N-acetyllactosamine-type and oligomannoside-type carbohydra- 

te chains. 

The structure of the oligosaccharides of immunoglobulins 

M has been investigated for more than a decade. Meanwhile, 

their oligomannoside-type structures are rather well esta- 

blished (2-5); however, as to the - N-acetyllactosamine type, 
so far only a structure of the biantennary type was found, 

either fucosylated (6) or non-fucosylated; the latter forms 

part of e,g the J-chain of a pathological human IgM (7). 
In addition, for mouse plasmocytoma IgM a glycan of the 

triantennary type was described ( 8 ) .  

Here we report the primary structure of each of the 

major glycans of the N-acetyllactosamine type, derived £rom 

two pathological human IgMs. The structural studies involved 

hydrazinolysis, followed by determination of carbohydrate 

composition, methylation analysis including mass-spectro- 

metry, and 500-MHz 1~-NMR spectroscopy. 

2. Materials and methods 

Pathological human IgMs were prepared from plasmaphaere- 

ses of patients (ZAJ) and (GRA) with Waldenstr6m1s macroglo- 

bulinemia as described ( 9 )  i.e. IgM(ZAJ) by cryoprecipita- 

tion and IgM(GRA) by euglobulin precipitation. N ~ B ~ H * -  

reduced oligosaccharides obtained from the native molecules 

-- - 
by hydrazinolysis and subsequent reduction, were separated 

.- - by affinity chromatography on a Con A column. The glycans 

- - - -  . - .  were characterized previously (l), with respect to their 

binding capacity with Con A (101, as oligomannoside-type 

and N-acetyllactosamine-type chains. The major fractions 



of the latter type of IgM(ZAJ) (41%) and of IgM(GRA) 

(58%) were further subfractionated by high-voltage electro- 

phoresis on Whatman 3MM paper in the buffer : pyridine-acetic- 

acid-water (18:6:2320, by vol.; pH 5.4) at 75 V/cm for 3 h 

at 4OC. Radioactive strips were cut and eluted with water. 

Standards used were asialyl (NI, monosialyl (MS) and disia- 

lyl (DS) biantennary structures (11,121 obtained £rom human 

serum transferrin by hydrazinolysis. 

Molar ratios of monosaccharides were determined after 

methanolysis and trifluoroacetylation by gas-liquid chro- 

matography (13). Exhaustive methylation of reduced oligosa- 

ccharides was carried out according to Finne et al. (14). 

The methylglycosides obtained by methanolysis of permethy- 

lated oligosaccharides were peracetylated and identified 

by gas-liquid chromatography coupled to mass-spectrometry, 

as described by Fournet et al. (15). 

For NMR analysis, the reduced oligosaccharide fractions 

were repeatedly treated with D20 at pD /v7 and room tempe- 

rature. After each exchange treatment, the materials were 

lyophilized. Finally, each sample was dissolved in 400 pl 

D20 ( 99.96 atom % D, Aldrich) . 500-MHz l~-NMR spectroscopy 
was performed on a Bruker WM-500 spectrometer (SON hf-NMR 

facility, Department of Biophysical Chemistry, Nijmegen 

University, The Netherlands), operating under control of 

an Aspect-2000 computer. Experimental details have been 

described (16). The probe temperature was kept at 27 

( f  0.1)OC. Chemical shifts are expressed in ppm downfield 
from internal sodium 4,4-dimethyl-4-silapentane-1-sulfonate 

(DSS), but were actually measured by reference to internal 

acetone ( b 2.225 in D20 at 27 OC) , with an accuracy of 
0.002 ppm. 

3. Results and discussion 

3.1. Separation of N-acetyllactosamine-type glycans by high- 

voltage electrophoresis 

Reduced oligosaccharides obtained from the two pathological 

IgMs (ZAJ and GRA) were fractionated by affinity chromatography 



on a Con A column (10) into biantennary N-acetyllactosamine- 

type structures exhibiting a weak affinity for Con A and - 

more complex structures having no affinity for Con A. 

Each of these fractions was submitted to high-voltage paper 

electrophoresis, affording 3 subfractions (fig. 1). The 

latter comigrated with the. reference compounds, namely, 

the neutral (NI, monosialyl (MS) and disialyl (DS) oligosac- 

charides. For IgM (ZAJ), proportions of these sub-fractions 

were found to be : N : 23%, MS : 61% an6 DS : 16%, and for 

IgM(GRA) they were N : 15%, MS : 73% and DS : 12%. 

These fractions appeared homogeneous by thin-layer 

chromatography (TLC) on Silica gel for IgM(ZAJ1, but hete- 

rogeneous for IgM(GRA1. 

3.2. Primary structure determination 

The primary structure of the major fractions MS obtained 

£rom IgMs(ZAJ1 and (GRA) was established on the basis of 

sugar composition (table l), the results of methylation 

analysis (table 2 1 and 500-MHz 1~-NMR spectroscopy. 

500-MHz IH-NMR spectra were recorded of neutral D20- 
solutions of the fractions MS obtained £rom IgM(ZAJ) and 

IgM(GRA1. The spectrum of the latter is depicted in fig.2. 

The chemical shifts of the structural-reporter groups for 

both fractions have been compiled in table 3. 

The IH-NMR data for the IgM(ZAJ) preparation point 

to the presence of a monosialyl biantennary oligosaccharide- 

alditol of the N-acetyllactosamine type. The reasoning is 

as follows. The reduced GlcNAc-1 lacks an anomeric proton 
m 

signal, but instead it has its H-2 signal as structural- 

reporter group at 6 4.220, among the Man H-2 signals. The 
N-acetyl singlet at 62.057 is ascribed to this GlcNAc-01 - 
residue (cf. - (18-20)). H-1 and the NAc methyl protons of 
G~CNAC-2, - @ (l+ 4 ) linked to G~CNAC-1-01, - were f ound to re- - 
sonate at 64.714 and 62.088, respectively (see table 3 1. 

-. - 
-- The deviations of these values from those reported previously, 

namely, SH-1 4.637 and bNAc 2.076 (18,19), are attributed 

to the presence of Fuc in o((l+6)-linkage to GlcNAc-1-01. - - 



Fig. 1. Radioelectropherogram of the ~ a ~ ~ ~ ~ - r e d u c e d  oligo- 

saccharides derived £rom IgM(ZAJ) and £rom IgM(GRA) 

by hydrazinolysis (for details, see section 3.1.). 

( N )  refers to neutral, (MS) to monosialyl and (DS) 

to disialyl oligosaccharide fractions, respectively. 

The arrows indicate the position of the following 

standards : asialylated (Sol, monosialylated (S1) 

and disialylated (S2) biantennary glycans from- human 

serum transferrin. 
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Table 1 .  Nolar carbohydrate composi t ion o f  f r a c t i o n s  (MS) 

obta ined  by  h i g h - v o l t a g e  e l e c t r o p h o r e s i s  from 

IgM ( Z A  J )and IgM ( GRA) . 
The molar r a t i o s  were c a l c u l a t e d  on t h e  b a s i s  

o f  3 mannose r e s i d u e s .  

Monosaccharide I g M  ( Z A J )  

Fuc 

Ga1 

Man 

GlcNAc 

GlcNAcitol 

Neu Ac 



Table 2. Molar ratios of monosaccharide methyl ethers 

present in the methanolysates of the perme- 

thylated major fractions MS isolated from 

I~M(ZAJ) and I~M(GRA). 

The molar ratios were calculated on the basis 

of 1 residue of (2,3,4)-Me -Gala ( =  2,3,4-tri- 
3 

O-methyl galactose).. - 

Fraction MS Fraction MS 

Monosaccharide methyl ethers 
from IgM(ZAJ) from I~M(GRA) 

9 
Traces, no determined. 



T a b l e  3 .  'H Chemical shifts of structural reporter 

groups of constituent monosaccharides for the 

monosialylated oligosaccharide-alditols ob- 

tained from IgM of patients ZAJ and GRA. 

R e p o r t e r  ~ e s i d u e '  a )  Chemical  ~ h i f t ( ~ > ~ ) i n  

H- 1  GlcNAc-2 

Man-? 

Man-% 

H-3ax 

H-3eq 

ti-5 

CH3 

NAc 

NeuAc 

NeuAc 

Fuc 

GlcNAc- 1-01 = 
GlcNAc-:! - 
GlcNAc-2 

GlcNAc-5' 

ClcNAc-2 

NeuAc 

( a )  For  numbering of  monosiiccharide r e s i d u e s  and c o m p l e t e  

s t r u c t u r e s ,  s e e  F i g s .  '2 and 3 .  

(b '  ~ h e i i c a l  s h i f t s  a r e  g i v e n  f o r  n e u t r a l  s o l u t i o n s  a t  

27*C, i n  ppm d o w n f i e l d  from i n t e r n a 1  DSS i n  DZO.  

( c )  Compounds a r e  r e p r e s e n t e d  by s c h e a a t i c  s t r u c t u r e s  

(g. [16] ) ; c = GlcNAc; - Man; = Gal ;  

+ = Fuc and  r = NeuAc. 

( d )  A d o u b l i n g  o f  t h i e  d o u b l e t  ( 3 1.224 and  1.220)  was 

observed  upon r e s o l u t i o n - e n h a n c e m e n t  o f  t h e  spec t rum.  

S o  Car t h i a  P e a t u r e  c o u l d  n o t  b e  e x p l a i n e d .  



The 4 , 6 - d i s u b s t i t u t i o n  of  G l c N A c - 0 1  i s  e v i d e n t  from t h e  

r e s u l t s  of m e t h y l a t i o n  a n a l y s i s  ( t a b l e  2 ) .  Fuc b e i n g  l i n k e d  

t g  C-6 i s  f u r t h e r  s u b s t a n t i a t e d  by t h e  magnitude o f  t h e  

downfie ld  s h i f t s  of H - 1  and  NAc of  GlcNAc-2 a s  compared - - 
t o  a f u c o s y l  s t r u c t u r e s  ( f o r  H - 1 ,  A & - 0 . 0 8  ppm; f o r  

N A c ,  AL=  0.012 ppm, c . f , ( 1 6 ) ) .  The c o u p l i n g  c o n s t a n t  JJf2 
f o r  Fuc, b e i n g  3.8 Hz, i n d i c a t e s  the&-anomer ic  c o n f i g u r a t i o n  

of t h i s  l i n k a g e .  The set o f  c h e m i c a l  s h i f t  v a l u e s  f o r  t h e  

Fuc r e p o r t e r  g roups ,  t h a t  a r e ,  H - 1 ,  H-5 and CH3, are c o n s i -  

d e r a b l y  a l t e r e d  due  t o  t h e  p r e s e n c e  of  G l c N A c - 0 1  i n s t e a d  

of G l c N A c  ? ( l + N ) - ~ s n  (compare t a b l e  3  w i t h  (16)). The re- 

maining set of chemical  s h i f t  v a l u e s  l i s t e d  f o r  IgM(ZAJ) 

i n  t a b l e  3, shows a v e r y  c l o s e  resemblance  w i t h  t h o s e  repor -  

t e d  f o r  a cor respond ing  g l y c o p e p t i d e  and r e d u c i n g  o l i g o s a c -  

c h a r i d e  (compounds 31 and 27, ( 1 6 )  1 .  T h i s  d e f i n e s  t h e  t y p e  

of b ranch ing  t o  t h e  b i a n t e n n a r y ,  and t h e  NeuAc r e s i d u e  t o  

b e g ( 2 - 6 1 - l i n k e d  t o  Gal-6 - r a t h e r  t h a n  t o  Gal-6'  ( 1 6 ) .  - = 
On t h e  b a s i s  of s imilar  f e a t u r e s  i n  t h e  s p e c t r a  o b t a i -  

ned £rom IgM (GRA) (see f i g . 2 )  and I ~ M ( z A J ) ,  t h e  p r e s e n c e  

of t h e  ( + 4 I G l c N A c  4 (1- 4 1 [ ~ u c  d (1 -2 6  - G l c N A c - 0 1  

moie ty  i s  concluded.  The t y p i c a l  set  of Man H-1  and H-2 

chemical  s h i f t s  f o r  IgM(GRA) (see t a b l e  3 )  p o i n t  t o  t h e  i n t e r -  

s e c t e d  b i a n t e n n a r y  t y p e  of b r a n c h i n g ,  a s  w a s  observed 

b e f o r e  (16 ,21-23) .  The t y p i c a l  p a r a m e t e r s  of t h e  i n t e r s e c -  

t i n g  GlcNAc-9 r e s i a u e ,  namely, i t s  H-1  s i g n a l  a t  6 4 . 4 6 7  
d - 

(21 .2  8 .0  Hz).  and i t s  NAc s i n g l e t  at 52.066.  are n o t  i n -  

f l u e n c e d  by t h e  reduced n a t u r e  of  G l c N A c - 1 .  As w i t h  IgM(ZAJ1, - - 
t h e  s i a l i c  a c i d  r e s i d u e  c o u l d  r e a d i l y  be l o c a t e d  by NMR 

i n 0 ( ( 2 - 6 ) - l i n k a g e  t o  Gal-6 - i n  t h e  ( l + 3 ) - l i n k e d  b ranch ,  - 
because of  t h e  s p e c i f i c  i n f l u e n c e s  on t h e  chemical  s h i f t s  

of H-1  of Man-4 and Gal-6, and of  N A c  of GlcNAc-5, a s  corn- - - = = 
pared  t o  t h e  cor respond ing  a s i a l y l a t e d  s t r u c t u r e  ( 1 6 , 2 1 ) .  

The s t r u c t u r e s  of t h e  g l y c a n s  p r e s e n t  i n  f r a c t i o n s  

MS £rom IgM(ZAJ) and IgM(GRA), a s  deduced by l~-NMR spec-  

t r o s c o p y  i n  combinat ion  w i t h  s u g a r  and m e t h y l a t i o n  a n a l y s e s ,  

a r e  p r e s e n t e d  i n  f i g . 3 .  I n  a d d i t i o n ,  it shou ld  be no ted  



Fig.  2.  500-MHz l~-NMR spectrum ( D z O ;  pD 7;  27OC) of t h e  

monosia lyl  reduced-o l igosacchar ide  f r a c t i o n  ob ta ined  

£rom IgM(GRA1. The numbers i n  t h e  spec t run  r e f e r  

t o  t h e  corresponding r e s i d u e s  i n  t h e  s t r u c t u r e .  

The appearance of t h e  as ter isk-marked doublet -of-  

d o u b l e t s  a t  5 3 . 2 7 ,  c l e a r l y  a p a r t  from t h e  bulk of 

skele ton-proton s i q n a l s ,  has  been proposed ( 1 7 )  

t o  be c o r r e l a t e d  wi th  t h e  presence  of GlcNAc-9 i n  - - 
t he  s t r u c t u r e .  S o - f a r ,  t h i s  s i g n a l  could n o t  be 

ass igned  unambiguously. 
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that for IgM(GRA), methylation results, in particular the 

finding of (3,6)-Me2-Man and (3,4) -Me2-Man (see table 21, 

suggested tri- and/or tetraantennary oligosaccharides to 

occur also in fraction MS, besides the major, intersected 

biantennary glycan. This is consistent with the fact that 

this fraction does not react with Con A, and may account 

for the heterogeneity observed by TLC. Such tri- and/or . 

tetraantennary structures were not detected by NMR spectros- 

copyr probably due to the low content (10%) of that.type 

of glycans. The percentage can be derived from the ratio 

of (3,4)-Mes-Man to (2)-Mel-Man, being 0.1 to 0.9. 
. . 

4. Conclusions 

The primary structures proposed for the major - N-ace- 
tyllactosamine-type glycans from pathological IgM(ZAJ1 and 

IgM(GRA1 are given in fig. 3. They differ with respect to the 

intersecting GlcNAc residue. The biantennary type of struc- 

ture has already been deçcribed for human IgM(6,7), and 

for numerous other glycoproteins (24). The intersected structure 

has so far been found onlyain a limited number of glyco- 

proteins e.g. in glycophorin A (25), but mainly in immunoglo- 

bulins like human serum IgG (26,27), IgA (281, IgD (29130) 

and sIgA (231, but neither in human IgM nor in mouse plas- 

mocytoma IgM. 

With respect to the 1~-NMR features of the compounds, 

it can be concluded that modification of GlcNAc-1 does not 
31 

affect the chemical shifts of reporter group signals of 

residues which are more remote from GlcNAc-1 than the-adja- = 
cent residues GlcNAc-2 and Fuc. This is in accordance with = 
earlier observations 718,19 ) . The library of reference data 
compiled for glycopeptides and reducing oligosaccharides 

ending in GlcNAc-2 (16) retains its validity, also for-re- 
9 

duced oligosaccharides ending in GlcNAc-1-01. It should = 
be emphasized that well-defined oligosaccharide-alditols 

- prepared by reduction of GlcNAc-1 - after having accomplished - 



t h e  r e l e a s e  o f  t h e  o l i g o s a c c h a r i d e  by h y d r a z i n o l y s i s ,  

have  t o  be p r e f e r r e d  f o r  s t r u c t u r a l  a n a l y s i s  f a r  above  t h e  

weak ly  d e f i n e d  p r o d u c t s  upon o m i t t i n g  t h e  r e d u c t i o n  s t e p  

( 2 2 , 3 1 1 .  

The i n t e r s e c t i n g  G l c N A c  r e s i d u e  i s  known t o  e x e r t  a 

pronounced  i n f l u e n c e  on t h e  c o n f o r m a t i o n  and ,  by c o n s e q u e n c e ,  

on t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  a b i a n t e n n a r y  o l i g o s a c c h a r i d e  c h a i n  

( 1 6 , 3 2 1 .  I t  r e m a i n s  t o  b e  a c h a l l e n g e  t o  f i n d  o u t  w h e t h e r  

t h e  p r e s e n c e  o f  t h i s  i n t e r s e c t i n g  G l c N A c  i n  t h e  ca rbohy-  

d r a t e  c h a i n s  of p a t h o l o g i c a l  IgM i s  somehow c o r r e l a t e d  

w i t h  t h e  c l i n i c a l  f e a t u r e s  of t h e  p a t i e n t .  
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L'hétérogénéité structurale observée pour les 3 IgM 

est la suivante : 

1 - Fraction A : Les rapports molaires obtenus 

sont rassemblés dans le tableau X;p.234 . 
a - D é x i v é ~  méthgléo et eéxacétgLé~ : Le -------------- ------- ------ ----- 

T a b l e a u x ~ ~  ; p . ~ ~ ~  réunit les rapports molaires des 

dérivés des monosaccharides détectés après méthano- 

lyse et peracétylation par couplage chromatographie 

en phase gazeuse-spectrométrie de masse, dans la 

sous fraction majeure A-MS de chaque IgM, Les dérivés 

identifiés sont identiques dans les 3 IgM ; les plus 

significatifs sont : 

- La perméthylglucosamine et le dérivé monosubs- 
titué du mannose (v. les spectres : Fig.30 ; p.210) 

caractéristiques de la structure biantennée porteuse 

dl1 GlcNAc intercalaire liée en fi-1,4 sur le Man 3 ; - - 

- Les dérivés diméthylés en 3,6 et 3,4 du Man, 

caractéristiques de l'addition d'une troisième 

antenne en 8'-1,4 sur le Man - 4 ou en 8-1,6 sur le - 
Man 4 '  d'une structure biantennée. 

Prenant en considération la coexistence de ces trois 

types structuraux dans chaque IgM, le galactose 

trisubstitué en 2, 3, 4 est le seul dérivé méthylé 
qui demeure constant ; il est donc pris comme base 

de calcul des rapports molaires. 

Les compositions molaires varient d'IgM à 

l'autre et leur confrontation permet d'estimer les 

proportions des types structuraux pour 1 IgM donnée. 

(Tableau XIV ; p. 244 ; et Fig. 34 ; p. 245). Il 

en résulte une prédominance dans la fraction A-MS 

de la structure biantennée munie d'l GlcNAc 

intercalaire, et ceci dans les 3 IgM ; ltIgM-10 

-- - est la plus riche (90 % contre 80 % pour 1'IgM-7, 

- 
et 70 % pour les IgM normales). Les structures trian- 

- 

tennées sont mineures ( ,< 30 % )  mais les deux possi- 

bilités de fixation de la 3" antenne existent dans 



l e s  3 IgM. Une prédominance d e  l a  s t r u c t u r e  t r i a n -  

t e n n é e  en  B-1 ,6  e s t  n o t é e  pour  l e s  IgM p a t h o l o g i q u e s  ; 

l ' a u t r e  s t r u c t u r e  e s t  au  c o n t r a i r e  ma jeu re  chez l e s  

IgM normales .  

6 - P n é ~ e n c e  é v e n t u e l l e  de o t n u c t u a e ~  ................................... 
fnèo  comp.iexe4 : La p r é s e n c e  é v e n t u e l l e  d ' u n e  ~ t r u c -  ---------------- 
t u r e  t é t r a a n t e n n é e  e s t  à c o n s i d é r e r  s i  l ' o n  t i e n t  

compte d e  l ' h é t é r o g é n é i t é  d e  l a  s o u s - f r a c t i o n  é t u d i é e  

e t  d e  l a  p r é s e n c e  s i m u l t a n é e  d e s  2 d é r i v é s  d i m é t h y l é s  

du mannose en  3 , 6  e t  e n  3 , 4 .  La p r é s e n c e  d e  s t r u c t u r e s  

p l u s  complexes que l a  s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  p o r t e u s e  

d ' l  G ~ C N A C  i n t e r c a l a i r e  t e l l e s  que l e s  s t r u c t u r e s  

t r i -  e t  t é t r a - a n t e n n é e s  munies d ' l  GlcNAc i n t e r c a -  

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

o n t  d é j à  é t é  d é c r i t e s  (Dor land  ef a 1 . , 1 9 7 9  ; Paz 

P a r e n t e  ef a L j  i ?82b ;  Paz -Pa ren te  ef ad ,  1 9 8 3 ) .  

Cependant s i  e l l e s  e x i s t e n t  d a n s  l e s  IgM é t u d i é e s  

e l l e s  s o n t  m i n o r i t a i ~ e s  ; il e s t  i m p o s s i b l e  d ' e n  

d é t e r m i n e r  l e s  p r o p o r t i o n s  e x a c t e s  d ' a p r è s  l e s  

r a p p o r t s  m o l a i r e s  o b t e n u s  en  s p e c t r o m é t r i e  de  masse .  

C ' e s t  pourquoi  nous  l es  a s s o c i o n s  aux s t r u c t u r e s  

t r i a n t e n n é e s  d a n s  l e s  h is togrammes de  f r é q u e n c e  du 

b i l a n  q u a n t i t a t i f  é t a b l i  pour  l e s  d i f f é r e n t s  t y p e s  

s t r u c t u r a u x  p r é s e n t s  d a n s  chaque IgM ( F i g . 3 4  ; 

p . 2 4 5 ) .  Ces g l y c a n n e s  " p l u s  complexes" peuvent  cepen-  

d a n t  ê t r e  é v a l u é s  d a n s  l a  s o u s - f r a c t i o n  A - N  de chaque 

IgM ( F i g .  33  ; p.236 ) p a r  comptagz de  l a  r a d i o -  

a c t i v i t é  de  l a  bande d o n t  l a  m i g r a t i o n  e s t  l a  p l u s  

l e n t e  e t  é q u i v a l e n t e  à c e l l e  du témoin S2  d i s i a l y l é  

d e  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e .  Leur r e p r é s e n t a t i v i t é  d a n s  

l a  c o p u l e  g l u c i d i q u e  e s t  f a i b l e  p u i s q u ' e l l e  n ' e s t  

e s t i m é e  q u ' à  4 , 4  % pour  l e s  IgM normales ,  à 1 , 6  % 
pour l e s  IgM-7 e t  à 1  % pour l e s  IgM-10. Les 

f r a c t i o n s  A-MS e t  A-DS l a i s s e n t  e n v i s a g e r  d e s  t a u x  

e n c o r e  p l u s  f a i b l e s  c a r  a p r è s  d é s i a l y l a t i o n  aucune 

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

n i v e a u  du témoin  S 2  ( c f .  F i g .  2 ; a r t i c l e  no  4 ; 

p.190 pour  l l I g M - 7 ) .  



TABLEAU X 

- DISTRIBUTION DE LA RADIOACTIVITE ( 3 ~ )  ET COMPOSITION MOLAIRE EN MONOSACCHARIDES DANS 

LES SOUS-FRACTIONS OBTENUES PAR ELECTROPHORESE A HAUT VOLTAGE DE LA FRACTION O L I G O -  

SACCHARIDIQUE A OBTENUE PAR CHROMATOGRAPHIE DIAFFINITE SUR COLONNE DE Con A .  

( a )  Pourcentage  de r a d i o a c t i v i t é  r e l a t i f  à l a  f r a c t i o n  A é t u d i é e .  
( b )  Pourcentage  de r a d i o a c t i v i t é  r e l a t i f  à l a  t e n e u r  g l o b a l e  en  o l i g o s a c c h a r i d e s  de l l I g M .  
( c )  L e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  s o n t  c a l c u l é s  s u r  l a  ba se  de 3 r é s i d u s  de mannose. 

r 

S o u s - f r a c t i o n s  
o l i g o s a c c h a r i d i q u e s  
( f r a c t i o n  A )  

IgM normales 

A-N 

A-MS 

A-DS 
IEM-7 (ZAJ)  

.A-N 

A-MS 

A-DS 
I ~ M - I O  (GRA) 

1 5  8 , 7  194 2 , O  3 , 0  4,O 0 , 4 8  - A-N 

A-MS 7  3  4293 0 , 7 4  2 , O  320 490 0 , 5 3  0 ,  64 

A;DS 1 2  .7 1 , 3  2 , 7  3 , O  - 3 , 7  0 , 4 5  1 , 4  

Chromatographie en  phase gazeuse  
( c o m p o s i t i o n . m o l a i r e )  

Fuc 

1 , 2  
0 , 8 6  

1 , 3  

1 , 3  

1 , o  
0 , 8  . 

E l e c t r o p h o r è s e  à h a u t  v o l t a g e  

% / f r a c t i o n ( a )  

31 
44 

2 5  

29 

57 
14 

Ga1 

2 , 4  
2 , 0  

2 , 8  

2 , 3  

1 3  

2 , 2  

(b) % / I ~ M  

1294 
1 7 , 6  
IO 

7,8 
1594 

398 

Man 

3 , O  
3 , 0  

3 , o  

320 

320 

3 , 0  

GlcNAcitol 

0 , 4 0  
0941 
0 , 6 2  

0 , 4 5  

0 , 5 2  

O,7 

GlcNAc 

3 , 7  
3 , 2  

3 , 3  

398 

3 , 4  
396 

NeuAc 

- 
0 , 6 6  

1 , 4  

- 

0 , 47 

1 , 3  



TABLEAU XII 

COMPOSITION MOLAIRE DES DERIVES METHYLES ET ACETYLES PRESENTS 

DANS LA SOUS-FRACTION OLIGOSACCHARIDIQUE MONOSIALYLEE (A-MS) 

OBTENUE PAR ELECTROPHORESE HAUTE TENSION DE LA FRACTION LA 

"PLUS COMPLEXE" (A) . 

(a) Les calculs sont effectués sur la base d'un résidu de 

(2,3,4,-Me3-Gal. 

( b )  Traces non déterminées. 

Nature des dérivés 

méthylés 

Fucose 

(2,3,4)-Me3-Fuc 

Galactose 

(2,3,4,6)-Me Ga1 
4-(a) (2,3,4)-Me3Gal 

Mannose 

( 3,4,6)-Me3-Man 

(3,6)-Me2-Man 

(3,4)-Me2-Man 

(2.4)-Me2-Man 

(2)-Mel-Man 

N-acétylglucosamine ' ( 1,3, 5)-Me3--GlcN(Me)Acitol 

(3,4,6)-Me -GlcN(Me)Ac 3 
(3,6)-Me2-~lcN(Me)Ac 

Acide N-acétylneuraminique 

(4,7,8,9)-Me4-~eu(Me)Ac 

1 

1 gM 

normales 

074 

096 

A 1 O 

176 

0 , 2  

091 

094 

0,7 

092 

0, 7 

2,s 

0,s 

Fractions A-MS 

IgM pathologiques 

IgM-7 

0, 5 

099 

2 1 O 

1,7 

O,i 

0 1 2  

0)4 
0 3  

0, 3 

099 

2,s 

.O, 6 

1 

IgM-lO 

034 

0,7 1 
A 1 0  1 

1 

1 
2,2 1 j 

o,u(~) I 
0,1 

0,1 
1 
1 

0,9 ! 

1 
0,4 i 1 

I 
l 
1 

1 
I 

0 ,  5 
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Migration ( x  0 , 4  c m )  

Figuae  3 3  : Chnomatopaphie  UR couche mince d e  La 

taac t ion  A - N pou4 Len 3ph: 

- 
lémoin4 d e  m i p a a t i o n  b i a n t e n n é 4  paovenant  

d e  La , ~ é n u t a a n 4 ~ e n a c n e : n e u k a e  1 S o l  ,mono- 

o i a l y l é  IS,) , d i ~ i a L y l é  1 S21; 
1 + 1 : F a a c t i o n  " . t / r f i . ~  complexe"  dan-9 chaque 
popuLat ion .  



c - A c t i o n  de4 e x o - & y c o ~ i d a ~ e 4  : La .............................. 
d é g r a d a t i o n  r é c u r r e n t e  d ' u n e  s t r u c t u r e  g l y c a n n i q u e  p a r  

l ' a c t i o n  d ' e x o - g l y c o s i d a s e s  s p é c i f i q u e s  e s t  une 

o p é r a t i o n  l a b o r i e u s e .  Une p r e m i è r e  e s t i m a t i o n  d e s  

d i f f é r e n t e s  l i a i s o n s  c o n t r a c t é e s  par l e s  monosaccha- 

r i d e s  e s t  e f f e c t u é e  e n  s o u m e t t a n t  l a  s t r u c t u r e  à 

é t u d i e r  à l ' a c t i o n  d ' u n  mélange e n z y m a t i q u e  e x t r a i t  

d e  l a  s o u c h e  b a c t é r i e n n e  B a c A e a i o 6 i { i d u r n  b i f i d u r n "  

( tampon c i t r a t e  Na 0 , l  M ,  p h o s p h a t e  Na 0 , 2  M pH 5 , O )  

c o n t e n a n t  l e s  a c t i v i t é s  a - n e u r a m i n i d a s e ,  6 - g a l a c t o -  

s i d a s e  e t  N - a c é t y l -  6 -D-g lucosamin idase .  D ' a p r è s  

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

d ' a c t i o n  d e s  e x o - g l y c o s i d a s e s  e s t  f i x é  e n  t e n a n t  

compte d e s  s t r u c t u r e s  d é j à  c o n n u e s .  En c e  q u i  

c o n c e r n e  l e s  s o u s - f r a c t i o n s  A - M S ,  donc  l e s  p l u s  

complexes ,  l ' h y d r o l y s e  e n z y m a t i q u e  s ' e s t  a v é r é e  incom- 

p l è t e  : d a n s  t o u s  l e s  c a s  l e  p r o d u i t  o b t e n u  p o s s é d a i t  

une m i g r a t i o n  c h r o m a t o g r a p h i q u e  s u r  p a p i e r  i n f é r i e u r e  

à c e l l e  du composé a t t e n d u  : Man ( a 1 - 3 )  [ Man ( a  l - b )  ] 

Man ( 6 1 - 4 )  G 1  c N Ac ( 1-4 )  [ Fuc ( a 1-61 ] GlcNAci%ol 

L ' a c t i o n  s u c c e s s i v e  d e  l ' a  - n e u r a m i n i d a s e  
>c 

d e  V .  c h o d e / r a e  e t  d e  l a  @ - g a l a c t o s i d a s e  d e  J a c k  bean  

.a l i b é r é  un p r o d u i t  d e  m o b i l i t é  i d e n t i q u e  à c e l l e  

du  composé o b t e n u  a p r è s  a c t i o n  du  mélange e n z y m a t i q u e  

b a c t e r i e n .  La d é g r a d a t i o n  d e  c e  p r o d u i t ,  e t  p a r  

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

l ' a d d i t i o n  d e  l a  N - a c é t y l -  B -D-g lucosamin idase  d e  

J a c k  bean  ( p r o d u i t  S igma) .  Compte t e n u  d e s  r é s u l t a t s  

d e  l a m é t h y l a t i o n  s u g g é r a n t  l a  p r é s e n c e  d l 1  G ~ C N A C  

i n t e r c a l a i r e ,  e t  l e s  o b s e r v a t i o n s  d e  I r i m u r a  eA a l  

( 1 9 8 1 )  c o n c e r n a n t  l ' empèchement  s t é r i q u e  d e  c e  r é s i d u  

- 

-;$ Nous t e n o n s  à r e m e r c i e r  l e  P r o £ . S . B o u q u e l e t  pour  l e s  

d o n s  du mélange enzyma t ique  e x t r a i t  d e  B.bifidum , d e  l a  

f - g a l a c t o s i d a s e  e t  d e  l ' d - m a n n o s i d a s e  d e  J a c k  bean . 



à l ' a c t i o n  de l ' h e x o s a m i n i d a s e ,  une c o n c e n t r a t i o n  de 

l ' enzyme ( 3 0  ' ~ / m l )  a  provoqué une h y d r o l y s e  e f f e c t i v e  

d e  l a  s t r u c t u r e  j u s q u ' i c i  r é s i s t a n t e .  Dans une 

d e r n i è r e  é t a p e  l ' a c t i o n  d e  1' a-mannosidase a  l i b é r é  

un p r o d u i t  co-migrant  avec  l e  témoin 

Man($l-4)  GlcNAc(f3l-4)[Fuc(al-6)]~lc~Acitol,confirmant 

l a  séquence:aNeuAc+$ Gai+@ GlcNAc+a Man+$ Man . 

Le p r o t o c o l e  e x p é r i m e n t a l  s u i v i  pour l e s  

d i g e s t i o n s  enzymatiques e s t  d é c r i t  dans  l ' a r t i c l e  

no  4 ; p.185;  l e s  r é s u l t a t s  concernan t  l a  m i g r a t i o n  

d e s  p r o d u i t s  o b t e n u s  au c o u r s  d e s  d i f f é r e n t e s  é t a p e s  

s o n t  r a s semblés  d a n s  l a  F i g .  3  ; a r t i c l e  4  ; p.193 

i l s  cor responden t  à l a  s o u s - f r a c t i o n  A-MS de  l l IgM-7 

mais ne  d i f f è r e n t  p a s  s i g n i f i c a t i v e m e n t  de  ceux  

ob tenus  pour l a  même s o u s - f r a c t i o n  de  1'IgM-IO e t  d e s  

IgM normales .  

Rappelons que  l a  s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  

munie d l 1  GlcNAc i n t e r c a l a i r e  a é té  conf i rmée  par  

RMN d a n s  l a  f r a c t i o n  A-MS d e  1'IgM-10 ( a r t i c l e  5 ; 

p .  225) 

2 - Fract ion  B : Dans t o u s  l e s  c a s  l a  f r a c t i o n  

B e s t  c e l l e  q u i  a  o f f e r t  l e  minimum d e  d i f f i c u l t é s  

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

m o l a i r e s  obtenus  a p r è s  méthanolyse  (Tab leau  X I ; '  

p.240 ) e t  a p r è s  m é t h y l a t i o n  (Tab leau  X I I J ; p . 2 4 1  ) ,  

s o n t  c a r a c t é r i s t i q u e s  d ' u n e  s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e .  

L ' a c t i o n  de  1' a -neuramin idase  s u r  l e s  s o u s - f r a c t i o n s  

B-MS e t  B-DS l i b é r a n t  l e  g lycanne n e u t r e  B-N,  

prouve q u ' i l  s ' a g i t  d ' u n e  s t r u c t u r e  unique  d o n t  l a  

m i ~ r o h é t é r o ~ é i é i t é  a p p a r e n t e  e s t  l i é e  à l a  t e n e u r  en  
.- - - a c i d e  N - a ~ é t y l n e u r a m i n i ~ u e  . La Fig. 4 ; a r t i c l e  4 ; 
-- - - - - . . -. - - - 

. -. - .- 

p.196 r é s u m e ' c e t t e  d e r n i è r e  e x p é r i e n c e  d a n s  l e  c a s -  

de  1 ' IgM-7,  mais l e s  p r o f i l s  ob tenus  pour 1'IgM-10 

e t  l e s  IgM normales s o n t  s e m b l a b l e s .  Les s o u s - f r a c t i o n s  



B-MS des 3 IgM n'ont opposé aucune résistance à 

l'action enzymatique du mélange extrait de la souche 

bactérienne B. bi{idum, et l'utilisation des exo-gly- 

cosidases spécifiques a permis de confirmer la séquence 

des monosaccharides. Les détails techniques sont 

décrits dans l'article no 4 ; p. 185 et les résultats 

obtenus pour chaque IgM peuvent être assimilés à ceux 

concernant la fraction B-MS pour 1'IgM-7 (Fig. 5 ; 

article 4 ; p. 197 1.  

Rappelons que la présence d'une structure 

~iantennée monosialylée et monofucosylée, a été 

confirmée par RMN dans la fraction B-MS de 1'IgM-7 

(article 5 ; p. 220 ) 

3 - Fract ion  C : La fraction C de chaque 

IgM s'est révélée composée de structures oligomanno- 

sidiques contenant de 5 à 9 résidus de mannose, 

habituellement rencontrées dans les IgM pathologiques 

(v. revue bibliographique p.39 ) .  Ceci apporte une 

réponse négative à la question posée par Jouanneau 

e t  a: (1981) : la présence de structures oligomanno- 

sidiques est-elle associée uniquement au caractère 

pathologique de la molécule ? 

Notre principal objectif concernant 

cette fraction était, dans un premier temps, de 

vérifier les différents stades de dégradation (il 

s'agit en fait d'une maturation) de ces structures 

par les 2 a-mannosidases tels qu'ils sont impliqués 

dans l'évolution générale de la glycosylation. Dans 

un deuxième temps nous espérions identifier des 

structures intermédiaires, voir même inusuelles ; 

à ce propos un exemple a été décrit dans une IgM 

pathologique Miller, 1972) : il concerne une 



TABLEAU X I  

DISTRIBUTION DE LA R A D I O A C T I V I T E  ( 3 ~ )  ET COMPOSITION M O L A I R E  EN MONOSACCHARIDES DANS 

LES SOUS-FRACTIONS OBTENUES PAR ELECTROPHORESE A HAUT VOLTAGE DE LA FRACTION O L I G O -  

SACCHARIDIQUE B OBTENUE PAR CHROMATOGRAPHIE D I A F F I N I T E  SUR COLONNE DE Con A .  

( a )  Pourcen tage  de  r a d i o a c t i v i t é  r e l a t i f  à l a  f r a c t i o n  B é t u d i é e .  
( b )  Pourcen tage  de  r a d i o a c t i v i t é  r e l a t i f  à l a  t e n e u r  g l o b a l e  e n  o l i g o s a c c h a r i d e s  de  1lIgM. 
( c )  L e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  s o n t  c a l c u l é s  s u r  l a  b a s e  d e  3  r é s i d u s  d e  mannose. 

S o u s - f r a c t i o n s  
o l i g o s a c c h a r i d i q u e s  
( f r a c t i o n  B) 

IgM norma les  

8 - N  

B-MS 

B-DS 
i g ~ - 7  (ZAJ)  

B-N 

B-MS 

B-DS 
IPM-10 (GRA) 

B-N 

B-MS 

8-DS 

Chromatographie  e n  phase  g a z e u s e  E l e c t r o p h o r è s e  à h a u t  v o l t a g e  

$ / f r a c t i o n ( a )  

i 8  

54 
28 

2  3  

61 

i 6  

24 

6  i 

15 

GlcNAci to l  

O,86 

0990 

0 , 6 3  

0 , 8 9  

Oj73 

0 , 5 9  

0 ,72  

0 , 5 8  

0 3  

Fuc 

0 , 2  

0 , 6  

0 , 5  

0 ,88  

192 

0 3 4  

0 , 6 5  

0 , 9 6  

0 ,67  

% / I ~ M ( ~ )  

792 

26 ,6  

11 ,2  

9 ,4  

2 5 

696 

598 

1 4 , 6  

3 Y 6  

NeuAc 

- 

O,64 

1 , 6  

- 

0 , 7 9  

194 

- 

0 , 4 8  

195 

Ga1 

1 , 6  

2,O 

2 , 3  

i , 8  

1 , 9  

2 , 2  

1 , 9  

2 , 3  

2 , 2  

( c o m p o s i t i o n  

Man 

3,O 

3,O 

3,O 

3 , 0  

3,O 

3,O 

3 , 0  

3,O 

3,O 

m o l a i r e )  

GlcNAc 

2 , 6  

390 

2 , 9  

2 3  

298 

330 

2 , 7  

2 , 9  

2 , 7  



TABLEAU XII1 

COMPOSITION MOLAIRE DES DERIVES METHYLES ET ACETYLES PRESENTS 

DANS LA SOUS-FRACTION OLIGOSACCHARIDIQUE MONOSIALYLEE (B-MS) 

OBTENUE PAR ELECTROPHORESE HAUTE TENSION DE LA FRACTION BIAN- 

TENNEE (B). 

* Les calculs sont effectués sur la base d'un résidu de 
(2,3,4)-Me3-Gal. 

Nature des dérivés 

méthylés 

Fucose 

(2,3,4)-Me3-Fuc 

Galactose 

(2,3,4,6)-Me -Ga1 
4 ,, 

(2,3,4)-Me3-Ga1 

Mannose 

(3,4,6)-Me3-Man 

(2,4)-~e~-Man 

N-acétylglucosamine 

(1,3,5)-~e~-GlcN(Me)Acitol 

(3,6)-~e~-GlcN(Me)Ac 

Acide N-acétylneuraminique 

(4,7,8,9)-Me4-Neu(~e)Ac 

1 gM 

normales 

O,3 

096 

1,o 

1,7 

191 

0, 5 

2 , s  

0,6 

Fraction B-MS 

IgM pathologiques 

IgM-7 

0,5 

0,7 

- 1,O 

1,s 

098 

095 

2,2 

0,7 

IgM- 10 

O, 5 

1,1 

L 1 O 

2,1 

1,1 

076 

2,7 

0 3  



s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  d o n t  l e  noyau du p o i n t  d ' a t t a c h e  

e s t  p r i v é  de  l a  GlcNAc - - 2 .  

L o r s  d e  n o s  t r a v a u x  l ' a c t i o n  d e  

1 '  a - m a n n o s i d a s e  d e  J a c k ,  bean  s ' e s t  r é v é l é e  e f f i c a c e  

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

I l  f a u t  c e p e n d a n t  p r é c i s e r  q u ' u n e  c o n c e n t r a t i o n  d e  

l ' e n z y m e  ( i 5  ~ / m l )  a  é t é  n é c e s s a i r e  (comme l ' o n t  

n o t é  L i  e t  K o r n f e l d  e n  1978)  pou r  o b t e n i r  une l i b é -  

r a t i o n  d e s  r é s i d u s  Man a u - d e l à  d e  l a  s t r u c t u r e    man)^ 
( G ~ c N A c ) ~  , c ' e s t - à - d i r e  l e s  2  a u t r e s  r é s i d u s  l i é s  e n  

a - 1 , 3  e t  en  a - 1 , 6  ; l ' e n z y m e  s e m b l e  en  e f f e t  p l u s  

s p é c i f i q u e  d e s  l i a i s o n s  e n  a  - 1 , 2 .  Les d i f f é r e n t s  

t y p e s  d e  l i a i s o n  o n t  é t é  c o n t r ô l é s  p a r  p e r m é t h y l a t i o n  

du mélange d ' o l i g o m a n n o s i d e s  ; l e s  é t h e r s  m é t h y l i q u e s  

o b t e n u s  pou r  l e s  r é s i d u s  Man e t  G l c N A c  s o n t  

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

1'IgM-7 ( a r t i c l e  n o  4 ; p . 1 9 8 )  e t  c o n f i r m e n t  l a  

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

c l a s s i q u e s .  Nous n ' a v o n s  donc p a s  poussé  p l u s  l o i n  

nos  i n v e s t i g a t i o n s  s t r u c t u r a l e s ,  d ' a u t a n t  p l u s  q u e  

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

1' a  -mannos idase  c o - m i g r a i t  a v e c  l e  t émoin  Man 

Glc  N A c  ( 8 1 - 4 )  G lc  N A c i t o l  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  

s u r  p a p i e r  ; c e l a  s i g n i f i e ,  p a r  a n a l o g i e  a v e c  l e s  

s t r u c t u r e s  couramment d é c r i t e s ,  q u e  l e s  s t r u c t u r e s  

é t u d i é e s  p o s s è d e n t  t o u t e s  l e  t r i s a c c h a r i d e  mannodi-  

c h i t o b i o s e .  La p r é s e n c e  d e  2 r é s i d u s  Glc  N A c  a v a i t  

d é j à  é t é  d é d u i t e  l o r s  d ' e s s a i s  p r é l i m i n a i r e s  

e f f e c t u é s  s u r  u n e  f r a c t i o n  g l y c o p e p t i d i q u e  d e  1 ' IgM-10  

é l u é e  d ' u n e  c o l o n n e  d e  Con A p a r  une  m o l a r i t é  d e  0,s M 

en a - m é t h y l - D  - g l u c o s i d e ,  donc d e  n a t u r e  o l igoman-  

n o s i d i q u e .  L ' a c t i o n  enzyma t ique  d e  l t e n d o - N - a c é t y l -  
9 

B-D-glucosaminidase  B d e  Badidiomyce4 s e l o n  

2 Don d u  D r  O .  Kol que n o u s  t e n o n s  à r é m e r c i e r .  



Bouqueletet a1.(1980)et Kol(1983) a libéré 2 fractions : 

-une fraction radioactive (acétylation au tritium de -----------_----_-______ 
1 ' ~ s n  du point d'attache) ,non retenue sur Con A et co- 

migrant avec le témoin GlcNAc-Asn par chromatographie 

sur papier ; 

-une autre fraction retenue sur Con A, gluée par l'a-mé- ............................... 
thyl-D-glucoside,correspondant à la partie oligomannosi- 

dique porteuse de la GlcNAc S . - 



CHAPITRE IV : ETUDE COMPARATIVE DES DIFFERENTES FAMILLES 

D' IGM 

1 - ASPECT STRUCTURAL 

La d i s t r i b u t i o n  d e s  d i f f é r e n t s  g r o u p e s  

s t r u c t u r a u x  o b t e n u e  pour  chaque  IgM e s t  r a s s e m b l é e  

d a n s  l e  Tab leau  XIV ; p .244  e t  r e p r é s e n t é e  p a r  d e s  

h i s tog rammes  de  f r é q u e n c e  ( F i g . 3 4  ; p . 2 4 5  ) . 

1 - Aspect q u a l i t a t i f :  Un examen a t t e n t i f  

d e  c e  b i l a n  s t r u c t u r a l  f o u r n i t  l a  c o n c l u s i o n  p r i n c i -  

p a l e  d e  n o t r e  t r a v a i l  : l e s  d i f f é r e n c e s  o b s e r v é e s  

e n t r e  IgM n o r m a l e s  e t  IgM p a t h o l o g i q u e s  n e  s o n t  p a s  

q u a l i t a t i v e s  m a i s  p l u t ô t  q u a n t i t a t i v e s .  C e  r é s u l t a t  

e s t  e n  a c c o r d  a v e c  ceux  o b t e n u s  p a r  d e  nombreuses  

a u t r e s  é q u i p e s  comme n o u s  l e  v e r r o n s  d a n s  l a  

d i s c u s s i o n .  L e s  f o r m u l e s  d e s  s t r u c t u r e s  g l y c a n n i q u e s  

communes aux 3  f a m i l l e s  d l I g M ,  q u i  o n t  é t é  p r o p o s é e s  

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

F i g .  6  ; a r t i c l e  4  ; p .  199 . Les  p r é c i s i o n s  

a p p o r t é e s  p a r  l a  RMN f i g u r e n t  p .  227 . 

2 - Aspect  q u a n t i t a t i f : P e u t - o n  a f f i r m e r  

que c e r t a i n e s  d i f f é r e n c e s  o b s e r v é e s  p e r m e t t e n t  de  

c a r a c t é r i s e r  une  f a m i l l e  d'IgM ? D e s  r é s u l t a t s  

r a s s e m b l é s  d a n s  l e  T a b l e a u  XIV ; p .  244 e t  l a  

F i g .  34 ; P . 245 il r e s s o r t  que  l a  s t r u c t u r e  

m a j o r i t a i r e  e s t  du t y p e  : 

- b i a n t e n n é  m o n o s i a l y l é ,  pour  l e s  IgM ---------------- - - - -  - 

n o r m a l e s  ( 2 1 , 6  % ) ,  

- b i a n t e n n é  m o n o s i a l y l é ,  pour  1 ' IgM-7 ( 2 5  % ) ,  - - - -  - - - - . -  - - - - - A - -  
- b i a n t e n n é  m o n o s i a l y l é ,  muni d ' u n e  GlcNAc - - - - - - - -  - -  - - -  - - - -  - - - -  - - - -  - - -  - 

i n t e r c a l a i r e  pour  1' IgM-10 (36',4 % )  . - - -  - - - - - -  - 



Une t e l l e  b a s e  d e  compara i son  ne  permet  p a s  d e  

d i s t i n g u e r  l e s  IgM n o r m a l e s  d e  1'IgM p a t h o l o g i q u e  

à 7 % d e  m o n o s a c c h a r i d e s .  I l  e s t  n é c e s s a i r e  d e  s e  

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

f a m i l l e s  s t r u c t u r a l e s  : o l i g o m a n n o s i d i q u e  e t  

N - a c é t y l l a c t o s a m i n i q u e s  ( b i a n t e n n é e s  e t  p l u s  

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

s u r  Con A ( v .  T a b l e a u  s u i v a n t ) .  L e s  IgM n o r m a l e s  

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

donc comme r é f é r e n c e  d e  b a s e .  LtIgM-7 p o s s è d e  a u t a n t  

d e  g l y c a n n e s  b i a n t e n n é s  ( B )  q u e  l e s  IgM n o r m a l e s  : 

c e  n ' e s t  donc p a s  l a  s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e ,  p o u r t a n t  

m a j o r i t a i r e  d a n s  c e t t e  IgM, q u i  l a  c a r a c t é r i s e ,  

m a i s  s a  t e n e u r  e n  s t r u c t u r e s  o l i g o m a n n o s i d i q u e s  ( C )  

d e  32 %. L'IgM p a t h o l o g i q u e  c o n t e n a n t  10 % d e  

g l u c i d e s  se d i s t i n g u e  d e s  2  a u t r e s  IgM p a r  s o n  

t a u x  é l e v é  ( 5 8  % )  d e  g l y c a n n e s  p l u s  complexes  ; 

l a  s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e ,  p o r t e u s e  d ' u n e  GlcNAc 

i n t e r c a l a i r e ,  m o n o s i a l y l é e  e t  monofucosy l ée ,  en  

r e p r é s e n t e ,  e n  r é a l i t é ,  3 8 , 1  % .  

3 - Conclusions : 11 r e s s o r t  d e  c e t t e  

é t u d e  c o m p a r a t i v e  q u ' a u c u n e  d e s  2 IgM p a t h o l o g i q u e s  

é t u d i é e s  n e  r e s s e m b l e  aux IgM n o r m a l e s ,  e t  q u ' a u c u n  

rapprochement  n e  p e u t  ê t r e  f a i t ,  même e n t r e  IgM 

m o n o c l o n a l e s .  Les  c o n c l u s i o n s  t i r é e s  c o n f i r m e n t  

c e l l e s  annoncées  l o r s  d ' e s s a i s  p r é l i m i n a i r e s  

( a r t i c l e  3  ; p .  1 7 2  ) à s a v o i r  q u e  l e s  s t r u c t u r e s  

o l i g o m a n n o s i d i q u e s  p rédominen t  c h e z  l e s  IgM p a t h o -  

l o g i q u e s  l e s  moins  g l y c o s y l é e s  a l o r s  que  l e s  IgM 

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

e n  s t r u c t u r e s  m u l t i a n t e n n é e s .  B i e n  que  l a  s t r u c t u r e  

m a j o r i t a i r e  d e  1 ' IgM-10 s o i t  l o i n  d ' ê t r e  m u l t i a n -  

t e n n é e ,  e l l e  e s t  c o n s i d é r é e  , p a r  s a  GlcNAc 

i n t e r c a l a i r e ,  " t r è s  complexe" p a r  r a p p o r t  aux 
-, 

s t r u c t u r e s  b i a n t e n n é e s  c a r  e l l e  n ' i n t e r a g i t  p a s  
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6 sous-fraction STRUCTURES STRUCTURES N-ACETYLLACTOSAMINIQUES 
h 

% 

/ IgM OLIGOMANNOSIDIQUES Biantennées Structures "plus complexes" 
h . 

I N i n e u t a e ,  l~'VS)monooiaAgAée( DSldioiaAy Aée; 

S tauc tuaeo  o l i ~ o m a n n o o i d i g u e o ;  -------------- ---------- --- 
(-1 Bian tennéeo;  '1 

Bianxennéeo munie4 ci ' u n e  54cNAc S tauc tuae4  4 - a c é t y l -  

i nXeaca4a iae ;  Aactooaminiqueo --------------- 
. , r ~ i . a n ~ e n n é e n ;  

"F'lu'd complexeo";  1 



avec  l a  Con A (Naras imhan,  1982 ; Debray ef ad, 

1983) .son .comportement e s t  à r a p p r o c h e r  d e  c e l u i  

d ' u n e  s t r u c t u r e  t r i a n t e n n é e  ( B r i s s o n  e t  C a r v e r ,  

1983b) 

S i  nous  r a i s o n n o n s  s u r  l a  n o t i o n  r é e l l e  d e  s t r u c t u r e  

p l u r i a n t e n n é e ,  c e  s o n t  l e s  IgM normales  q u i  

semblen t  l e s  p l u s  r i c h e s  ( 4 , 4  % c o n t r e  1 , 6  % pour 

1'IgM-7 e t  1  % pour  1 ' IgM-10) d a n s  l a  f r a c t i o n  

n e u t r e  A-N ; l e  p o u r c e n t a g e  est  i n f é r i e u r  à 1  d a n s  

l a  f r a c t i o n  MS, e t  n é g l i g e a b l e  d a n s  l a  f r a c t i o n  DS. 

D e  même l e s  s t r u c t u r e s  N - a c é t y l l a c t o s a m i n i q u e s  

d i s i a l y l é e s  q u i  r e f l è t e n t  une  b i o s y n t h è s e  p l u s  

achevée  ( l e s  r é s i d u s  Neu Ac s o n t  f i x é s  e n  f i n  

d e  m a t u r a t i o n  d e s  c h a î n e s  g l y c a n n i q u e s ) ,  p rédo-  

minent parmi l e s  IgM n o r m a l e s .  

II - INTERPRETATION DES DIFFERENCES OBSERVEES 

Même s i  l a  f o n c t i o n  e x a c t e  d e s  g l u c i d e s  

n ' e s t  p a s  connue ,  de  nombreux f a i t s  s u g g è r e n t  que 

l e s  p o s s i b i l i t é s  de  r a m i f i c a t i o n s  de  c e r t a i n s  

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

d i v e r s  phénomènes de  r e c o n n a i s s a n c e  c e l l u l a i r e  

( v .  G é n é r a l i t é s  : r ô l e  b i o l o g i q u e  d e s  g l y c a n n e s  

p .  79 1 .  

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

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

s e l o n  un  . mécanisme u n i q u e  ; l e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  

p r é s e n t a n t  un a s p e c t  m u l t i b r a n c h é ,  p a r f o i s  t r è s  

complexe, ne peuvent  s u p p o r t e r  une t e l l e  r e s t r i c t i o n  

dans  l e u r  assemblage .  L ' o b t e n t i o n  d ' u n e  t e l l e  

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

d e  deux t y p e s  d e  f a c t e u r s  : 



- des facteurs contrôlant la synthèse des 
glycoprotéines ; 

- des facteurs déterminant la voie synthétique 
que doit suivre une chaîne glycannique en cours de 

maturation. 

Avant d'aborder le problème de la régulation 

de la biosynthèse nous allons montrer que nos 

résultats, obtenus à partir dtIgM normales et patho- 

logiques, n'échappent pas au phénomène non moins 

important d 'hétérogénéité oligosaccharidique 

observée dans de nombreuses glycoprotéines. 

A - HETEROGENEITE STRUCTURALE 

1 - Hétérogénéité majeure : Elle concerne 
la présence simultanée dans les IgM des structures 

oligomannosidiques et complexes (ou N-acétyllacto- 

saminiques). Elle n'est pas particulière aux IgM 

puisqu'elle a été observée aussi chez les IgD et 

chez les IgE (cf. p.33 ) ,  mais aussi dans certaines 

glycoprotéines de sécrétion. Elle est plutôt carac- 

téristique des glycoprotéines membranaires (Pollack 

et Atkinson, 1983). En ce qui concerne les structures 

N-acétyllactosaminiques l'hétérogénéité s'étend à 

leur mode de branchement bi-, tri-, et tétraantenné, 

ou encore plus complexe. 

Dans la revue bibliographique concernant 

les structures glycanniques décrites dans des 

IgM humaines p. 36 nous concluons que 1,es auteurs 



ont le plus souvent observé la présence de 3 chaînes 

glycanniques complexes, N-acétyllactosaminiques 

(C-N), et de 2 chaînes o l i g ~ m a n n o s i d i ~ ~ ~ s  (0) par 

chaîne H ,  ce qui donne un rapport C-N/O de 1,s. 

Ce rapport peut être calculé pour les trois IgM 

étudiées à partir des pourcentages obtenus pour 

chaque fraction glycannique par chromatographie 

d'affinité sur Con A. La radioactivité repérée 

correspondant à la Glc N Acitol, est proportionnelle 

au nombre de chaînes oligosaccharidiques (voir 

Tableau suivant) : 

C'est 1'IgM pathologique à 7 % d'oligosaccharides 
qui possède le rapport le plus voisin (2,l) de 

celui relevé dans la littérature (1,s). Une inter- 

prétation de cette observation est suggérée : le 

rapport de 1,s est obtenu uniquement à partir 

d'IgM pathologiques provenant de macroglobulinémie 

de Waldenstrom ; or 1'IgM -7 appartient à la 

famille dtIgM pathologique la plus représentée 

(67 % )  dans l'échantillonnage étudié. Les IgM 

normales servant de référence, les trois rapports 

C-NI0 définissent un comportement inverse de 

chacune des IgM pathologiques vis à vis des IgM 

normales. 

Immunoglobulines 

Fraction Con A 

Pourcentage -- 
radioactivité 

Rapport C-N/O 4 

I 

2,1 4 , 6  



Une t e l l e  h é t é r o g é n é i t é  de  l a  p a r t i e  g l y c a n -  

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

d e r n i è r e s  a n n é e s  d a n s  d e  nombreux c a s  e t  a p p a r a î t  

donc comme une  r é a l i t é  d e  l a  b i o s y n t h è s e  p l u t ô t  

q u ' u n  a r t e f a c t  d e  p r é p a r a t i o n  ( H a t t o n  e t  a l , 1 9 8 3 ) .  

Les g l y c o p r o t é i n e s  p l a s m a t i q u e s  ( l ' a  - g l y c o p r o t é i n e  
1  

a c i d e ,  l ' o v a l b u m i n e ,  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  . . . )  o n t  é t é  

l e s  p l u s  é t u d i é e s  c a r  e l l e s  s o n t  s é c r é t é e s  donc 

f a c i l e m e n t  d i s p o n i b l e s .  Pour  5  s i t e s  de  g l y c o s y l a t i o n  

1' a l - g l y c o p r o t é i n e  o f f r e  15  à 20 o l i g o s a c c h a r i d e s  

d i f f é r e n t e s  ( F o u r n e t  e t  ad., 1978 ; Van H a l b e e k )  

e t  c l ,  1 9 8 1 ~  ; Yoshima e t  cl., 1 9 8 1 ) .  Concernant  

l ' o v a l b u m i n e  une d i z a i n e  d e  g l y c a n n e s  d i f f é r e n t s  

a  é t é  i d e n t i f i é e  pour1  s e u l  s i t e  de  g l y c o s y l a t i o n  

( A t k i n s o n  e t  a l ,  1982 ; C a r v e r  e t  al., 1 9 8 1 ) .  La 

s é r o t r a n s f e r r l i n e  possède  un minimum d e  4 s t r u c t u r e s  

d i f f é r e n t e s  pour  2 s i t e s  d e  f i x a t i o n  ( S p i k  eA al., 

1975 ; Dorland  e t  al., 1977 ; Metz-Boutigue e f  c d ,  

1980 ; Marz e t  al., 1982 ; Mac-Gi l l i v ray  ek a l ,  

1 9 8 3 ) .  

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

i m m o b i l i s é e s  s u r  S e p h a r o s e  s ' e s t  r é v é l é e  t r è s  

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

d ' a f f i n i t é  d e s  g l y c a n n e s  l i é s  R-glycos id iquement  

d e s  g l y c o p r o t é i n e s  (Debray  e t  ad-, 1 9 8 3 ) .  L ' é t e n d u e  

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

d é t e r m i n é e  mais  s o n  i n t e r p r é t a t i o n  d i f f è r e  s e l o n  

l e s  a u t e u r s .  Bayard e t  K e r c k a e r t  p r o p o s a i e n t ,  

e n  1980,  un a r r angemen t  un i fo rme  d e s  g l y c a n n e s  

complexes s u r  l e s  s i t e s  d e  g l y c o s y l a t i o n  d ' u n e  

c h a î n e  p o l y p e p t i d i q u e .  Pour  d e  nombreuses  g l y c o -  

p r o t é i n e s  p l a s m a t i q u e s ,  au  c o n t r a i r e ,  un a r r angemen t  

m i x t e  d e s  s t r u c t u r e s  g l y c a n n i q u e s  a  é t é  démont ré .  



Dans l e  c a s  d ' u n e  IgM d e  plasmocytome de  S o u r i s  

MOPC 104 E Anderson e t  G r i m e s  ( 1 9 8 2 )  o n t  é t u d i é  l e  

d e g r é  d ' h é t é r o g é n é i t é  c o r r e s p o n d a n t  à chaque  s i t e  

d e  g l y c o s y l a t i o n .  La c h a î n e  H c o n t i e n t  5 s i t e s  d e  

g l y c o s y l a t i o n  l o c a l i s ë s  d a n s  l a  p a r t i e  c o n s t a n t e  ; 

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

quement aux r é s i d u s  Asn 171 ,  332,  364,  403 e t  563.  

En combinant  l a  f r a g m e n t a t i o n  p a r  l e  CN B r  e t  

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

avec  l a  Con A i l s  o n t  o b s e r v é  que  l e s  4  p r e m i e r s  

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

d e  t y p e  b i -  e t  t r i a n t e n n é s  a l o r s  que  1 ' A s n  563 

n ' a  f i x é  que  d e s  s t r u c t u r e s  o l i g o m a n n o s i d i q u e s .  

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

p a r  l a  RMN à 500 MHz (Ander son  ex CL, 1984)  d e s  

t y p e s : b i a n t e n n é  e n  p o s i t i o n  171 ,  t r i a n t e n n é  p l u s  

ou moins  c o m p l e t s  aux  p o s i t i o n s  332,  364 e t  403 ,  e t  

o l i g o m a n n o s i d i q u e  e n  p o s i t i o n  365.  

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

de  P o l l a c k  e t  A t k i n s o n  ( 1 9 8 3 )  e f f e c t u é e  s u r  une  

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

l a  s é q u e n c e  en  a c i d e s  aminés ,  l e s  s i t e s  d e  g l y c o -  

s y l a t i o n ,  e t  l e  t y p e  d e  g l y c o s y l a t i o n  d e  chacun  

de  c e s  s i t e s .  I ls  e n  o n t  d é d u i t  q u ' i l  e x i s t a i t  

une d i s s y m é t r i e  d e  r é p a r t i t i o n  d e s  c h a i n e s  

N-glycanniques  s u r  l a  c h a î n e  p o l y p e p t i d i q u e  . 
l a  b . i o s y n t h è s e  d e s  c h a î n e s  o l i g o s a c c h a r i d i q u e s  

s e r a i t  p l u s  c o m p l è t e  du c ô t é  N- t e rmina l  où 

a p p a r a i s s e n t  p l u s  f réquemment  l e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  

complexes .  Parmi l e s  r é s u l t a t s  q u ' i l s  o n t  r e l e v é s  

d a n s  l a  l i t t é r a t u r e  l e s  105  s i t e s  p o r t e u r s  d e s  

s t r u c t u r e s  complexes  s o n t  s i t u é s  e n  moyenne a u  

n i v e a u  d e  l ' a c i d e  aminé 109 a l o r s  que  l e s  s i t e s  

c o r r e s p o n d a n t s  aux  s t r u c t u r e s  o l i g o m a n n o s i d i q u e s  



sont localisés au niveau du résidu 224. Les auteurs 

ont délimité la chaîne polypeptidique en 3 zones 

et calculé les rapports moyens des pourcentages des 

structures oligomannosidiques/structures complexes 

dans ces 3 zones (v. schéma suivant) : 

- v 

Acides aminés 

Plus un séquon est éloigné de l'extrémité N-termi- 

nale plus il a de chance de porter un glycanne de 

type oligomannosidique, ceci en étroite relation 

avec l'évolution de la synthèse protéique. Parmi 

les Ig contenant les 2 types de glycannes, 

oligomannosidiques et complexes (IgM, IgE et IgD), 

une distribution asymétrique identique à celle 

décrite précédemment a été observée pour les 

chaînes p (v. revue générale p.36 ) et pour 

les chaînes e (Baenziger et Kornfeld, 1974c,d). 

Exceptionnellement le fragment Fc d'une IgD 

humaine, porteur de 3 sites de glycosylation, 

possède les structures oligomannosidiques au site 

68 et les structures complexes aux sites 159 et 2 1 0  

(Mellis et Baenziger,l983 ) .  

Personnellement nous n'avons pas fragmenté les chaînes 

H des IgM étudiées afin d'identifier la nature des oli- 

gosaccharides portés par chaque séquon ; notre but 

était essentiellement d'apprécier l'étendue de l'hété- 

rogénéité structurale à l'intérieur d'une même IgM et 

entre populations. Nous venons de traiter la plus im- 

portanteYsans pour autant ignorer l'existence d'une 

certaine microhétérogénéité . 



2 - Hétérogénéité mineure : C e t t e  h é t é r o g é n é i t é  

se t r a d u i t  p a r  d e s  v a r i a t i o n s  d a n s  l a  t e n e u r  e n  r é s i d u s  

l e s  p l u s  e x t e r n e s  (NeuAc e t  F u c ) .  Techniquement e l l e  e s t '  

f a c i l e m e n t  d é t e c t a b l e .  En c e  q u i  c o n c e r n e  l ' a c i d e  s i a l i -  

que  une c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  couche mince en  s o l v a n t  r a p i -  

d e  ( v . p . 1 1 9  ) ou une  é l e c t r o p h o r è s e  à h a u t  v o l t a g e  e n  

tampon a c é t a t e  d e  p y r i d i n e  ,pe rme t  d e  s é p a r e r  l e s  s t r u c - .  

t u r e s  n e u t r e s  , mono e t  d i s i a l y l é e s  . L e s  s t r u c t u r e s  f u -  

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

l e n t i l l e  (Leno c u l i n a n i o )  i n s o l u b i l i s é e  s u r  Sepharose  

(Debray e t  M o n t r e u i l , l 9 8 1 )  , à c o n d i t i o n  q u ' e l l e s  s o i e n t  

s o u s  forme d e  g l y c o p e p t i d e s  e t  non d ' o l i g o s a c c h a r i d e s  . 
Dans c e  d e r n i e r  c a s  l e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  o b t e n u s  pour  

l e  f u c o s e  a p r è s  mé thano lyse  e t  m é t h y l a t i o n  p e r m e t t e n t  

cependane d e  d é f i n i r  l a  q u a n t i t é  e t  l e  mode de  l i a i s o n  

du f u c o s e  . 
Un d é f i c i t  e n  l ' u n  d e  c e s  deux r é s i d u s  d o i t  ê t r e  i n t e r -  

p r é t é  du p o i n t  d e  vue  m é t a b o l i q u e ,  s o i t  p a r  une s y n t h è s e  

incomplè te  du g l y c a n n e ,  s o i t  p a r  un d é b u t  d e  d é g r a d a t i o n  

i n .  v i v o  . Dans l e s  s t r u c t u r e s  composant l e s  IgM que  nous 

avons  é t u d i é e s  c ' e s t  s u r t o u t  au  n i v e a u  du NeuAc que  c e t t e  

m i c r o h é t é r o g é n é i t é  e s t  marquée . 
3 - Signification biologique de l'hétérogénéité 

des glycannes : Quel  que s o i t  s o n  c a r a c t è r e  majeur  ou m i -  

n e u r  , e l l e  semble a v o i r  une i m p o r t a n c e  b i o l o g i q u e  . Baen- 

z i g e r  e t  F i e t e  ( 1 9 8 0 )  o n t  démontré  l ' é v o l u t i o n  d i f f é r e n t e  

d e s  s t r u c t u r e s  b i -  e t  t r i a n t e n n é e s  d a n s  l e  sys t ème  d e  

c a p t u r e  h é p a t o c y t a i r e  du Rat : l e s  deux t .ypes d e  g l y c a n n e s  

s o n t  r econnus  mais  s e u l e s  l e s  s t r u c t u r e s  t r i a n t e n n é e s  

exposant  3 r é s i d u s  d e  Ga1 au l i e u  de  2 peuvent  ê t r e  endo- 

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

pour  une v a r i a t i o n  mineure  ; nous  r a p p e l o n s  à c e  p ropos  

l ' o b s e r v a t i o n  de  S t a n l e y  e t  Sudo ( 1 9 8 1 )  s u r  l a  r é p e r c u s -  

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

Ga1 s u r  l e  phénomène de  r e c o n n a i s s a n c e  de  s t r u c t u r e s  

o l i g o s a c c h a r i d i q u e s  à l a  s u r f a z e  c e l l u l a i r e  . Ajou tons  



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

nescence  d e  l ' e r y t h r o c y t e  (Aminoff e t  a1 . ,1977  ) .  Atk inson  

e t  a 1 . ( 1 9 8 1 )  , à propos  d e  m i c r o h é t é r o g é n é i t é  f o n c t i o n n e l l e ,  

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

f é r e n c e s  s t r u c t u r a l e s  e n t r e  g l y c a n n e s  , l a  RMN à 500 MHz s e  

r é v é l a n t  un o u t i l  d e  c h o i x  . 
Une t e l l e  h é t é r o g é n é i t é  d a n s  l a  g l y c o s y l a t i o n  

d e s  p r o t é i n e s  dépend du sys t ème  d e  r é g u l a t i o n  d e  l a  b i o -  

s y n t h è s e  ( v o i r  l e  p a r a g r a p h e  s u i v a n t )  . Ce q u i  demeure 

p a r  c o n t r e  , une inconnue  , c ' e s t  l a  s i g n i f i c a t i o n  b i o l o -  

g i q u e  d ' u n e  t e l l e  d i s t r i b u t i o n  a s y m é t r i q u e  d e s  o l i g o s a c -  

c h a r i d e s  s u r  l a  c h a î n e  p o l y p e p t i d i q u e  . Le f a i t  q u ' e l l e  

s o i t  o b s e r v é e  d a n s  l a  p l u p a r t  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  s u g g è r e  

q u ' e l l e  e s t  d é t e r m i n a n t e  d a n s  d e  nombreux phénomènes d e  

r e c o n n a i s s a n c e  a u x q u e l s  p a r t i c i p e n t  l e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  

( P o l l a c k  e t  A t k i n s o n , l 9 8 3 ) .  I l  p o u r r a i t  y  a v o i r  un sys t ème  

d e  r e l a i  e n t r e  l e s  deux t y p e s  d e  s t r u c t u r e  . 
D e s  t r a v a u x  u l t é r i e u r s  , annoncés  p a r  Anderson 

e t  Grimes ( 1 9 8 2 )  d e v r a i e n t  p e r m e t t r e  d ' a v a n c e r  dans  l a  

compréhension de l a  g l y c o s y l a t i o n  d e s  p r o t é i n e s  e t  s o n  

h é t é r o g é n é i t é  . Ce s e r a i e n t  p a r  exemple : 

- l ' é t u d e  d e s  s t r u c t u r e s  g l y c a n n i q u e s  aux mêmes s i t e s  

d e  g l y c o s y l a t i o n  d ' u n e  IgM i n t r a c e l l u l a i r e  e t  de  1 ' IgM 

c o r r e s p o n d a n t e  , i n t é g r é e  à l a  membrane c e l l u l a i r e  ; 

- l ' é t u d e  d e s  s t r u c t u r e s  o l i g o s a c c h a r i d i q u e s  d ' IgM pro-  

d u i t e s  p a r  d e s  m u t a n t s  d ' u n e  l i g n é e  c e l l u l a i r e  provoquant  

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

B - PROBLEMES POSES AU PLAN DE LA BIOSYNTHESE DES 

GLYCANNES 

1 - Problèmes p a r t i c u l i e r s  liés à l a  présence 

d'une GlcNAc i n t e r c a l a i r e  dans les struc- 

tu res  biantennées : Le r é s u l t a t  p r i n c i p a l  

d e  nos  i n v e s t i g a t i o n s  s t r u c t u r a l e s  e s t  l ' i d e n t i f i c a t i o n  

d e  l a  s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  p o r t e u s e  d'u-n r é s i d u  de GlcNAc 

l i é  e n  B-1,4 s u r  l e  B-mannose du noyau p e n t a s a c c h a r i d i q u e .  



Ce glycanne a déja été isolé d t I g  humaines diverses :IgA 

( B a e n z i g e r . e t ~ o d e l d , l 9 7 4 b ) ,  IgG (Kornfeldet ad, 1971 ; Radema- 

cher et a1.,1983),IgD (Ishihara et Teijima ,1983; Mellis 

et Baenziger ,1983) et IRA sécrétoires du lait de femme 

(Pierce-Crétel et aL.,1984), ainsi que d'autres glycopro- 

téines comme la glycophorïne A (Yoshima et aL,i980; Irimu- 

ra et aL.,1981),l'al-fetoprotéine de Rat (Bayard et Ker- 

ckaert,l98l),l'ovotransferrine de Poule (Dorland e t  al. , 
1979),l'ovomucoïde (Paz Parente et ad.,1982 b;1983) et 

l'ovalbumine de Poule (Tai e t  ad.,l977;Yamashita e t  al., 

1978) 
a - Lea taavaux de Schachtea e t  Naaaaimhan. ....................................... 

La découverte de plus en plus fréquente de GlcNAc inter- 

calaire depuis années suggère son importance 

dans la biosynthèse des chaînes glycanniques . C'est ce 
qui a fait l'objet des recherches de l'équipe de Schachter, 

spécialisée dans l'étude de l'orientation de la synthèse 

glycoprotéique au niveau de l'appareil de Golgi; les gly- 

cosyltransférases sont impliquées car elles sont responsa- 

bles de l'élongation d'un précurseur auparavant transformé 

par l'action de glycosidases, et de son évolution vers une 

structure complexe . Les travaux de ces auteurs fondés 
surla.spécificité étroite des glycosyltransférases, repo- 

sent sur une méthodologie très fine qui permet la résolu- 

tion de glycopeptides différant dIufi seul monosaccharide, 

par électrophorèse à haut voltage en tampon borate (Nara- 

simhan et ad. ,1980) 

Le schéma suivant rappelle la séquence des 

évènements depuis la fixation du précurseur à teneur 

élevée en mannose, jusqu ' à 1 ' obtention d' un glycanne complexe. 

Man Elongation 

G~CNAC(M~~)~(G~CNAC )2Asn-peptide bOligosaccharides complexes 



La N-acétylglucosaminyltransférase 1 (Gn-TI) p e r -  

m e t  l a  f i x a t i o n  d e  l a  p r e m i è r e  GlcNAc s u r  l e  Man l i é  en  

a - 1 , 3  (Man 4 )  - s u r  l e  O-Man (Man 3 )  e t  l a  Gn-TII c e l l e  de  - - 

l a  deuxième GlcNAc s u r  l e  Man l i é  en  a - 1 , 6  (Man 4 ' )  ( ~ a r -  - 
paz e t  S c h a c h t c r ,  1980 a , b )  , c e l u i - c i  Gtant rendu l i b r e  

p a r  l ' a c t i o n  d e s  deux a -mannos idases  g o l g i e n n e s  . L ' é q u i p e  

d e  S c h a c h t e r ,  a i n s i  que  Tabas  e t  K o r n f e l d  ( 1 9 7 8 )  o n t  mon- 

t r é  que  c e s  deux d e r n i e r s  enzymes d é p e n d e n t  de  l ' a c t i o n  

d e  l a  Gn-TI ; l e u r  s u b s t r a t  ne  p e u t  ê t r e  q u e  l e  g lycopep-  

t i d e :  G ~ C N A C ( M ~ ~ ) ~ ( G ~ C N A C ) ~ - A s n - p e p t i d e  [Gn M -R] . En 5 
é t u d i a n t  l ' a c t i o n  d e s  deux  Gn-T e t  Gn-TII Harpaz e t  Scha- 1 
c h t e r  (1980  b )  o n t  m i s  e n  é v i d e n c e  un s u b s t r a t  p o r t e u r  

d ' u n e  GlcNAc i n t e r c a l a i r e  q u i  i n h i b e  l ' a c t i o n  d e s  deux 

a -mannos idases  g o l g i e n n e s  e t  donc l ' a c t i o n  d e  l a  Gn-T II ' 
Ils o n t  p o s t u l é  l ' e x i s t e n c e  d ' u n e  a u t r e  G l c N A c - t r a n s f é r a s e  

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

e t  l ' o n t  a p p e l é e  Gn-TIII . En 1982,  Narasimhan a  m i s  en 

é v i d e n c e  un t e l  enzyme d a n s  l a  membrane d ' o v i d u c t e  de  P o u l e .  

L ' a n n é e  s u i v a n t e  , G l e e s o n  e t  S c h a c h t e r  ( 1 9 8 3 )  o n t  décou-  

v e r t  d a n s  l e  m ê m e  m a t é r i a u  une q u a t r i è m e  GlcNAc- t r ans fé ra -  

se  (Gn-TIV) ,capable  d ' i n i t i e r  l a  t r o i s i è m e  a n t e n n e  p a r  

i n c o r p o r a t i o n  d ' u n  r é s i d u  GlcNAc e n  B - 1 , 4  s u r  l e  Man 4 ,  - 
lui-même d é j à  p o r t e u r  d ' u n e  GlcNAc l i é e  e n  8-1,2  . D'au-  

t r e s  enzymes d o i v e n t  ê t r e  r e s p o n s a b l e s  d e  l a  f i x a t i o n  

d e s  r é s i d u s  GlcNAc i n i t i a n t  l e s  s t r u c t u r e s  t é t r a -  e t  Pen- 

t a a n t e n n é e s ,  m a i s  il n ' o n t  p a s  e n c o r e  é t é  i s o l é s  d e  s y s -  

t èmes  membrana i res  . S c h a c h t e r  ef a 1 . , ( 1 9 8 3 )  o n t  p o s t u l é  

q u ' i l  p o u v a i t  e x i s t e r  7 Gn-T d i f f é r e n t e s  c o r r e s p o n d a n t  

aux 7 p o s s i b i l i t é s  de  b ranchemen t s  s u r  l e s  r é s i d u s  Man 

du noyau p e n t a s a c c h a r i d i q u e  (v . schéma s u i v a n t ) :  

GlcNAc ( I I )  

GlcNAc (VI I )  Man 

GlcNAc ( V I  . . 
P4 

\ 
GlcNAc ( I l l )  Man-R 

GlcNAc ( 1 )  

GlcNAc (IV) 

GlcNAc (VI) 



Narasimhan ( 1 9 8 2 ) , a p r è s  a v o i r  d é f i n i  l e s  s p é c i f i . -  

c i t é s  de l a  Gn-TIIIsur d e  nombreux s u b s t r a t s  , a  c o n c l u  

q u e  l a  s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  p o s s é d a n t  une  GlcNAc i n t e r c a -  

l a i r e  [ ~ n  ~ n ( ~ n ) ]  j o u a i t  un r ô l e  p r i m o r d i a l  d a n s  l e  con- 

t r ô l e  de l a  b i o s y n t h è s e  d e s  g l y c a n n e s  complexes . Nous 

résumons c i - a p r è s  l e s  p r i n c i p a l e s  f o n c t i o n s  a t t r i b u é e s  à 

c e t t e  s t r u c t u r e  ( s e  r é f é r e r  à l a  F i g .  35 ; p .  257 pour  l e s  

symboles  e t  l e s  d i f f é r e n t e s  é t a p e s ) :  

1  ) La ÇLcNAc i n i t e x c a d a i n e  e e u t  4e f i x e z  à 2 n i v e a u x  ...................... ....................... 

- s o i t  s u r  une s t r u c t u r e  à 5 Man [ ~ n  M - ~ ] , e n t r a î n a n t  l a  5 
f o r m a t i o n  d e  g l y c a n n e s  h y b r i d e s  ou m i x t e s  ; 

- s o i t  s u r  une  s t r u c t u r e  à 3 Man [ M  ~ n ]  , e n t r a î n a n t  l a  

f o r m a t i o n  d e  g l y c a n n e s  avec une  GlcNAc i n t e r c a l a i r e  . Il  

n ' a  pas  e n c o r e  é t é  démontré  s i  deux enzymes d i f f é r e n t s  

( Gn-TIII e t  Gn-TIIIt: s e l o n  Harpaz e t  S c h a c h t e r , l 9 8 0  b ) ,  

ou si l e  m ê m e  enzyme (Gn-T III : s e l o n  N a r a s i m h a n , l 9 8 2 ) , i n -  

t e r v i e n n e n t  dans  l e s  deux r é a c t i o n s  . 
- F i x a t i o n  d e  l a  GlcNAc i n t e r c a l a i r e  a u  n i v e a u  ............................................ 

5 Man : La Gn-TIII ----- p r é s e n k e  une a f f i n i t é  pour l e s  deux 

s u b s t r a t s  [ M 5 - ~ ]  e t  [ ~ n  M g - R ] ,  mais  p l u s  importante pour  

c e  d e r n i e r  ,pouvant  à e l l e  s e u l e  e x p l i q u e r  l a  p r é s e n c e  

d e  s t r u c t u r e s  m i x t e s  o b s e r v é e s  dans  c e r t a i n e s  , z l y c o p r o t é i -  

n e s  t e l l e s  que  l t o v a l b u h i n e  . En e f f e t ,  une f o i s  f i x é e  e n  

0 - 1 , 4  s u r  l e  0-Man , l a  GlcNAc i n t e r c a l a i r e  i n h i b e  l ' a c t i o n  

d e  l a  Gn-TI s i  c e l l e - c i  n ' a  p a s  e n c o r e  a g i t  , c e l l e  d e s  2 

a -mannos idases  r é s i d u e l l e s  , e t  donc c e l l e  d e  l a  Gn-TII. 

L ' i n t e r v e n t i o n  de  l a  Gn-TIII à c e  s t a d e  l i m i t e  donc l e s  

p o s s i b i l i t é s  d e  s y n t h è s e  . 
- F i x a t i o n  d e  l a  GlcNAc i n t e r c a l a i r e  a u  n i v e a u  ............................................ 

3 Man : La Gn-TIII ----- p r é s e n t e  une s p é c i f i c i t é  maximale pour  
l e  s u b s t r a t  t r i m a n n o s i d i q u e  p o r t e u r  d e  deux r é s i d u s  GlcNAc 

l i é s  en 0 - 1 , 2  s u r  l e s  .Man 4 - e t  4 ' [ ~ n  ~ n ]  ; s o n  a c t i v i t é  es t  - - 
r é d u i t e  de  85 % en  a b s e n c e  d e  l a  GlcNAc l i é e  e.n 0-1,2 s u r  

l e  Man 4 ' e t  - d e  93  % e n  absence  d e s  deux GlcNAc . De p l u s  - 
e l l e  p r é s e n t e  une a f f i n i t é  pour  l e  s u b s t r a t  [ M  G ~ ( F ) ]  d a n s  



I G n -  T l  

Y - P  

1 Col - T 

F i g u a e  35  : Voie4 de a y n t h è ~ e   de^ N-glgcannea bi- e t  tniantennéd 

î  elo on Nana4inthan, l9821 

( R é a c t i o n 4  d é m o n f a é e ~  i n  v i t a u - ; h y p o t h é t i q u e 4  

- - - + ; a é a c t i o n 4  g u i  n e  p e u v e n t  a v o i a  L i e u  -( - l .  
- 

M,Man ; Çn,ÇLcNAc  ; F ,  F u c  ; / , p l y c o 4 y L t n a n o C é n a 4 e ;  

R ,ÇLcNAc/  $7-4 )SLcNAc (B I  1-A4n-X . 



I e q u e l  l e  Fuc , l i é  e n  a - 1 , 6  s u r  l a  GlcNAc du p o i n t  d ' a t t a -  

c h e  , e s t  normalement  f i x é  a ~ r è s  l ' a c t i o n  d e  l a  Gn-T e t  1 
a v a n t  m ê m e  l ' a c t i o n  d e s  deux a - m a n n o s i d a s e s  . La Gn-TIII 

e s t  de ,   lus a c t i v e  s u r  l e  s u b s t r a t  [ G  Gn] e t  SUI* l e  sub -  

s t r a t  t r i a n t e n n é  [ ~ n  Gh Gn] p o s s é d a n t  3  GlcNAc t e r m i n a l e s .  

2" ) La { i x a t i o n  d e  La ÇLcNAc i n k e n c a l a i n e  e n t n a î n e  d e  ................................................. 
~ o { o n d e 4  n é e e a c u 4 n i o n o  4un La con  f o x m a t i o n  de4 gLucanne4 : e,,-----,--- -,--------------------------------- --------- 

- s a  p o s i t i o n  de  b i s s e c t r i c e  p a r  r a p p o r t  aux 2 

a n t e n n e s  p r i n c i p a l e s  d ' u n e  s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  provoque 

d e s  d i s t o r s i o n s  d a n s  l a  s t r u c t u r e  t r i d i m e n s i o n n e l l e  d e  

l ' o l i g o s a c c h a r i d e  ( B r i s s o n  e t  C a r v e r , 1 9 8 3  a ) :  s t r u c t u r e  

e n  " o i s e a u  b l e s s é "  . 
- une t e l l e  i n t e r f é r e n c e  s p a t i a l e  empêche l a  

r e c o n n a i s s a n c e  de  c e t t e  s t r u c t u r e  p a r  l a  Con A (Debray 

e t  a l .  , 1 9 8 3 ) ;  

- l a  p r é s e n c e  de  c e  r é s i d u  G l c N A c  s u p p l é m e n t a i r e  

p r o d u i t  d e s  s i g n a u x  c a r a c t é r i s t i q u e s  e n  RMN à 500 MHz 

( C a r v e r  e t  Grey,  1981;  V l i e e e n t h a r t  e t  a l .  , 1 9 8 3 ) ;  e t  v o i r  

a r t i c l e  No 5 ; p .  225 

30 )  La e n é 4 e n c e  d e  La ÇLcNAc i n t e x c a l a i n e  m o d i f i e  --- -----_-------___------------------------- 
L ' e f f i c a c i t é  d ' a c t i o n  d e  c e n t a i n 4  enzgme4:  B r i s s o n  e t  --------_-----_--------------------- --- 
C a r v e r  ( 1 9 8 3  b )  o n t  mont ré  Q u e  l a  G l c N A c  i n t e r c a l a i r e  

r e c o u v r a i t  p a r t i e l l e m e n t  1 ' a n t e n n e  GlcNAc(B1-2 )Man(a 1-3 ), 

provoquant  donc un empêchement s t é r i q u e  l ' a c t i o n  de  

nombreux enzymes t e l s  que l e s  deux a - m a n n o s i d a s e s  g o l -  

e i e n n e s  , l  ' a - f u c o s y l t r a n s f é r a s e  en  a  - 1 , 6  , l es  Gn-TII e t  

Gn-TIV ( c e t t e  d e r n i è r e  é t a n t  r e s p o n s a b l e  de  l a  forma-  

t i o n  d e s  g l y c a n n e s  t r i a n t e n n é s ) .  p a r  c o n t r e  e l l e  n ' i n h i -  

b e  pas  l ' a c t i o n  d e s  enzymes i m p l i q u é s  d a n s  l ' a l l o n g e m e n t  

d e s  c h a î n e s  a u - d e l à  d e s  r é s i d u s  GlcNAc t e l s  que  l a  

Gal-T e t  l a  S i a l y l - T  : l e u r  s i t e  d ' a c t i o n , p l u s  é l o i g n é ,  

n '  e s t  p a s  masqué . 
d o )  La ÇLcNAc i n k e n c a l a i n e  & v u e  u n  n o l e  dan4 L ' o n i e n -  ................................................ 

t a t i o n  d e  La b i o n y n t h è 4 e :  E l l e  i n t e r v i e n t  à d i f f é r e n t s  ........................ 
s t a d e s  où d e s  d é c i s i o n s  i m p o r t a n t e s  d o i v e n t  ê t r e  p r i s e s :  

- pa r  s a  f i x a t i o n  a u  n i v e a u  d ' u n e  s t r u c t u r e  à 5 Man ou 

à 3  Man, e n t r a î n a n t  s o n  é v o l u t i o n  v e r s  un g l y c a n n e  m i x t e  



complexe ; 

- p a r  l ' i n h i b i t i o n  de  G n - t r a n s f é r a s e s  r e s p o n s a b l e s  d e  

l a  f o r m a t i o n  d e  s t r u c t u r e s  p l u r i a n t e n n é e s  . 
Concernant  c e  d e r n i e r  p o i n t  l a  Gn-T III e t  l a  Gn-TIV s o n t  

c o m p é t i t i v e s  (Gleeson  e t  S c h a c h t e r , l 9 8 3 )  c a r  l e u r  s p é c i -  

f i c i t é  conce rne  l e s  mêmes s u b s t r a t s  : [ M  G n ] , [ ~ n  G n ] e t [ ~ ~ n ]  ; l a  

p r é s e n c e  de  deux r é s i d u s  Ga1 s u r  une s t r u c t u r e  b i a n t e n -  

née  i n h i b e  l e u r  a c t i o n .  I l  r e s s o r t  d e  c e s  o b s e r v a t i o n s  

q u ' u n  l a p s  d e  temps t r è s  c o u r t  e s t  l a i s s é  à chaque enzyme 

pour  a g i r  a v a n t  l ' a u t r e  ,donc  pour  d é c i d e r  du s o r t  du 

g l y c a n n e  e n  c o u r s  de  s y n t h è s e  . 
Notons cependant  1 ' impor tance  du s u b s t r a t  [Gn Gn] 

q u i  s e  s i t u e  à un c a r r e f o u r  d e  l a  g l y c o s y l a t i o n  ( v . F i g . 3 5 ;  

p . 2 5 7 ) c a r  il e s t  s o l l i c i t é  p a r  l ' a c t i o n  d ' u n  minimum d e  

4 g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s  : l e s  Gn-TIV e t / o u  Gn-TIII, l a  Gal-T 

e t  l a  F-T . 
b - Sntexpétakion de non x é ~ u L t a t n  en concfion --------- 

de. cen donnéen. La s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  p o r t e u s e  d ' u n e  -------------- 
GlcNAc i n t e r c a l a i r e  [Gn Gn(Gn)]  n ' e s t  p a s  t o u j o u r s  d ' o r i -  

g i n e  p a t h o l o g i q u e  ( S t r e c k e r  ek ad,1977;  P l i c h a l s k i e 2  a l - ,  

1 9 8 2 ) ;  e l l e  a  é t é  o b s e r v é e  dans  d e  nombreuses g l y c o p r o t é i -  

n e s  no rmales  ( v .  r é f é r e n c e s  p.228 ) .  De même d a n s  n o t r e  

é t u d e  s u r  l e s  IgM , b i e n  q u ' e l l e  s o i t  dominante d a n s  1'IgM 

p a t h o l o g i q u e  à 10 % d e  monosacchar ides  , e l l e  e x i s t e  a u s s i  

dans  l e s  IgM normales  à un t a u x  é q u i v a l e n t  à c e l u i  d e  

1 ' IgM p a t h o l o g i q u e  à 7  % d e  monosacchar ides ;  e l l e  ne  peut  

donc ê t r e  u t i l i s é e  comme c r i t è r e  du degré de pathologie  dans 

nos  r e c h e r c h e s  . 
La s t r u c t u r e  que  nous avons  i d e n t i f i é e  d a n s  l e s  

I ~ M  e s t  l e  p l u s  fréquemment m o n o s i a l y l é e  ena -2 ,6  s u r  l e  

Ga1 - 6 e t  monofucosylée e n  a - 1 , 6  s u r  l a  GlcNAc 1  ( v .  F i g . 3  ; - - - 
a r t i c l e  5 ; p . 2 2 7 , l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  en  R M N ) ;  e l l e  e s t  

d ' a u t r e  p a r t  du t y p e  b i a n t e n n é  c e  q u i  i m p l i q u e  que  l a  

GlcNAc i n t e r c a l a i r e  s ' e s t  f i x é e  s u r  une s t r u c t u r e  à 3  Man 

d é j à  f u c o s y l é e  ,du  t y p e  [Gn G ~ ( F ) ]  .Les a u t r e s  g l y c o s y l -  

t a n s f é r a s e s  t e l l e s  que l a  Gal-T e t  l a  S i a l y l - T  o n t  e n s u i t e  



assuré la fin de la synthèse de la chaîne oligosacchari- 

dique . L' action de la Gn-TIII à ce niveau est- aussi con-. 

firmée par l'absence de structure hybride parmi la frac- 

tion A non retenue sur Con A. Nous'ne pouvons cependant 

exclure, parmi les structures les ''plus complexes" la 

présence éventuelle ,mais,à l'état de traces ,de structu- 

res tri- et tétraantennées possédant une GlcNAc interca- 

laire ; ceci supposerait que les Gn-T responsables de la 

fixation des antennes supplémentaires ont agit avant la 

Gn-TIII . La détection,après méthylation , du dérivé 
(2,4)-Me2-Man indique cependant la présence de structures 

complexes dépourvues d'une GlcNAc intercalaire . 
2 - Problèmes généraux concernant l a  régu la t ion  

de l a  g lycosylat ion : 

a  - La ~ é g u L a t i o n  d e  l a  p L y c o ~ g l a t i o n  . Nous ----- -------------- - --- ------ 
l'avons vu dans le chapitre consacré à la biosynthèse 

(p. 62 ) ,  l'élaboration des chaînes oligosaccharidiques 

dépend d'un système unique, combinant une structure 

protéique et un système enzymatique très sophistiqué, 

dont les principales étapes sont actuellement assez bien 

connues. L'association de ces nombreux évènements. entraîne 

fréquemment l'obtention d'une grande complexité dans les 

structures glycanniques des glycoprotéines. 

Comment peut s'expliquer une telle 

hétérogénéité alors que le nombre de structures de base 

est très restreint ? Les réactions enzymatiques conduisant 

à une structure dom& : sont parfaitement élucidées. Par 

contre les mécanismes. de régulation (provenant de la 

structure protéique ou contenus dans l'information 

cellulaire) qui interagissent pour déterminer le type de 

structure devant être synthétisée sur un séquon donné, 

sont moins bien définis. En réalité, selon Atkinson 

et ad .  ( 1 9 8 1 )  l'hétérogénéité structurale apparait au 

niveau du RER, après la fixation du précurseur commun : 
- - -~. - - - - - 

- (Gl~)~(Man)~ ( G ~ C N   AC)^ sur la chaîne peptidique, par 

l'action complémentaire de glycosidases (hydrolases) et 



de glycosyltransférases (synthétases). 

Nous avons déjà cité p.34 les 

conditions nécessaires à la glycosylation d'l site ; il 

existe d'autres facteurs qui déterminent la nature de la 

chaîne oligosaccharidique qui sera fixée sur ce site. 

Rappelons les travaux de Pollack et Atkinson (1983) qui 

affirment que la position du résidu Asn sur la chaîne 

polypeptidique détermine la nature complexe ou oligoman- 

nosidique du glycanne en cours de synthèse. Les résidus 

situés du côté C-terminal sont en principe occupés par 

des oligomannosides, mais la proximité de l'extrêmité de 

la chaîne polypeptidique inhibe parfois leur glycosylation 

du fait de l'attachement de la partie peptidique à la 

membrane du reticulum (Glabe e t  ad., 1980 ; Lodish ek  a d . ,  

1981). Ainsi Anderson et Grimes (1982) n'ont observé 

qu'un tiers des chaînes H de 1'IgM de plasmocytome de 

Souris glycosylées sur 1'Asn 563,  située à 13 résidus de 

l'extrêmité C-terminale. 

Hsieh e t  al. ( 1983a) suggèrent que c'est au niveau de 

l'appareil de Golgi, c'est-à-dire dans une étape post- 

traductionnelle, que les enzymes de la glycosylation 

doivent distinguer les sites de glycosylation qui 

porteront l'un ou l'autre type de glycanne. Ils notent 

qu'en effet un site donné possède exclusivement un 

oligosaccharide soit de type complexe, soit de type oligo- 

mannosidique. La présence de faibles quantités d'oligo- 

mannosides sur des sites destinés à n'exposer que des 

structures complexes (Anderson et Grimes, 1982) s'explique 

par le fait que tous les séquons situés sur les chaînes H 

d'une même molécule ne sont pas glycosylés à la même 

vitesse ; donc pour certains les oligomannosides n'ont 

pas encore évolué vers leur forme complexe définitive. 

C'est en effet dans la phase post-traductionnelle que le 



contrôle de la biosynthèse semble déterminant. 

La glycosylation est considérée comme un des évènements 

majeurs modifiant la chaîne polypeptidique a po4teaioai 

avant d'en anàlyser l'incidence dans les IgM étudiées, 

nous rappellerons brièvement, l'implication de la 

post-traduction dans la synthèse glycoprotéique en général 

(v. les revues de Uy et Wold, 1977 ; Wold, 1 9 8 1 ) .  

La post-traduction se définit par l'ensemble des 

modifications subies par la protéine après polymérisation 

des acides aminés. Certaines représentent une adaptation 

physiologique et donc une facilitation des processus 

biologiques ; d'autres, au contraire, se produisent 

spontanément sans que leur rôle soit encore connu. Trois 

types de modifications sont généralement observés : 

- des interactions covalentes telles que la modifi- ........................... 
cation chimique de certains résidus d'acides aminés ou 

de monosaccharides, ou la protéolyse d'un zymogène en 

enzyme actif ; 

- des interactions non covalentes assurant la structure ............................... 
tridimensionnelle de la protéine et la conformation du 

produit final par assemblage des sous-unités ; 

- un phénomène de transport intracellulaire de la .......................................... 
protéine depuis son lieu de synthèse jusqu'au compartiment 

cellulaire où elle acquerra son intégrité structurale et 

fonctionnelle (v. le phénomène de membrane-flow décrit 

p. 73 ) .  

Après avoir étudié de nombreux systèmes biolo- 

giques Wold a défini deux aspects essentiels de la 

C 



post-traduction : le transport inévitable de toute 

protéine de son lieu de synthèse dans le compartiment 

où doit se réaliser sa "destinéev, et l'enchaînement, 

selon une séquence définie, des différentes réactions 

de modification. Une telle organisation implique 

l'existence et l'interdépendance de 3 types de détermi- 

nants : 

i La pao té ine  à ê t a e  m o d i f i é e  ) : Il s'agit 

rarement de l'ensemble des acides aminés, mais plutôt 

d'une courte séquence de résidus (ex : le séquon de la 

glycosylation). Son accessibilité est nécessaire : 

des restrictions conformationnelles non respectées 

sont parfois limitantes (cf. le cas de l'ovalbumine : 

Beeley, 1977) 

20)La O p é c i f i c i k é  e t  La compaat imentat ion  de4 -_--___----------------------------------- 
enaymeo aenponnablen d e  - cen m o d i f i c a f  i o n o  : __ ______-----i--------------------------- 

La plu- 

part des modifications post-traductionnelles étant cata- 

lysées par des enzymes (certaines sont cependant spontanées 

v. la revue générale de Thorpe et Baynes, 1982), elles 

impliquent la mise en place d'un système multienzymatique 

très complexe multipliant les signaux de reconnaissance 

spécifiques. Dans un premier temps la destination 

( intracellulaire, extracellulaire ou membranaire) de 

la protéine doit être fixée afin de permettre, dans un 

deuxième temps,le déroulement des différentes étapes 

nécessaires à la transformation finale. 

4 tauc tuaaux  d u  o u l ~ t a a t  au c o u / ~ ~  d e ' L ' é v o L u t i o n .  de  l a  ---------------------------.-------------------------- 

p a o f é i n e  : Il résulte des nombreux changements de conforma- - - -- 
tion et des variations de l'environnement,, cé -qui' augmente 

la complexité des phénomènes et peut réduire l'efficacité 



d'action d'un enzyme du fait de l'état transitoire 

d'un substrat sous sa &£orme active . Hsieh 

al. (1983b) ont observé pour les glycoprotéines du 

virus Sindbis, l'importance de l'accessibilité physique 

des oligosaccharides aux glycosyltransférases dans 

l'évolution d'un type structural plutôt qu'un autre. 

S'agissant des IgM, les travaux de Dulis 

et al. (1982) et Dulis (1983) ont contribué à démontrer 

que l'expression des IgM est sous contrôle post-traduc- 

tionnel mais que la spécificité de ce contrôle dépend 

essentiellement de la conformation de la molécule. Dans 

un premier temps il s'agit de l'assemblage des chaînes 

peptidiques H etL en sous-unités suivi ou non d'une 

étape de polymérisation. Le signal est ainsi acquis 

pour l'évolution, dans un second temps, de 1'IgM vers 

sa destinée de sécrétion ou de composant membranaire, 

incluant la fin de la glycosylation. 

La glycosylation apparait comme la 

modification post-traductionnelle qui associe le plus 

de composés covalents (monosaccharides, oligosaccharides 

et parfois polysaccharides) à la chaîne polypeptidique. 

Elle est.induite par des glycosidases CO-traductionnelles 

et se poursuit par l'intervention de glycosyltransférases 

essentiellement post-traductionnelles dont la comparti- 

mentation cellulaire est très élaborée. 

De nombreux facteurs sont impliqués 

dans le contrôle de ce phénomène ; nous avons mentionné 

l'effet de la séquence polypeptidique sur la spécificité 

des glycosyltrans£érases endomembranaires, et l'accessi- 



bilité'des substrats. Nous avons vu d'après les travaux 

de Schachter si a d .  (1983) que l'incorporation d'un 

monosaccharide dans un oligosaccharide peut transformer 

un substrat en non-substrat et v.-ïce v e u a . .  Notons que la 

disponibilité de tous les éléments interagissant 

(substrats, enzymes et cofacteurs) semble aussi détermi- 

nante . 
1 0 )  nomade4 : C'est l'intervention de ces nom- ------------ 

breux facteurs qui donne leur profil d'équilibre aux IgM 

normales . 
2 ' )  - y@-7 --- : Concernant ltIgM-7, son enrichissement 

en structures oligomannosidiques peut être interprété de 

plusieurs façons : 

- Il pourrait y avoir une réduction de l'activité de 
la Gn-TI (v. p. 2 5 7  ) ,  mais cette étape devenant 

limitante, il devrait y avoir accumulation de la structure 

oligomannosidique la plus courte à 5 Man), ce qui n'est 
pas observé dans l'histogramme ( F i g .  35 ; p.257 ; tout 

se passe comme si une régulation par ttfeed-back" 

s'exerçait sur les a -mannosidases, établissant un 

équilibre entre les structures oligomannosidiques; 

- L'augmentation des structures oligomannosidiques, 
(fraction C sur Con A) se fait au détriment de la fraction 

A ; l'étape limitante peut donc apparaître ultérieurement, 

soit par défaut de GlcNAc-transférases nécessaires à la 

fixation de nouvelles antennes sur les structures 

biantennées, soit par défaut d'autres cofacteurs néces- 

saires à l'élongation des chaînes. Un "rétro-contrôle" 

se répercuterait progressivement jusqu'au niveau oligo- 

mannosidique ; il devrait agir aussi sur les structures 

biantennées à moins qu'un taux fixe de ces dernières,si- 

tuées au carrefour de la glycosylation, soit nécessaire- 

ment maintenu dans la cellule j 

- La dernière interprétation envisagerait une ciné- 
tique de sScrétion des IgM en accord avec les résultats 



d e  D u l i s  ( 1 9 8 3 )  : l a  p o l y m é r i s a t i o n  d e s  IgM e s t  r é a l i s é e  

immédiatement  a p r è s  l a  s y n t h è s e  d e s  d i f f é r e n t e s  c h a î n e s  

p e p t i d i q u e s ,  donc b i e n  a v a n t  l a  f i n  d e  l a  g l y c o s y l a t i o n .  

S i  l e  t r a n s p o r t  i n t r a c e l l u l a i r e  e s t  t r è s  r a p i d e ,  c e r t a i n e s  

IgM en c o u r s  d e  m a t u r a t i o n  n ' o n t  p a s  l e  temps  d ' a c q u é r i r  

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

comme IgM p e n t a m é r i q u e s  s o u s  fo rme  o l i g o m a n n o s i d i q u e  

ou t r è s  immature .  

1°) ? f l - I O  ------ : S ' a g i s s a n t  d e  1 ' I gM-10 ,  

l ' o b s e r v a t i o n  d ' u n  F o r t  p o u r c e n t a g e  d e  s t r u c t u r e s  non 

r e t e n u e s  s u r  Con A s emble  p l u s  f a c i l e m e n t  i n t e r p r é t a b l e .  

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

IgM n o r m a l e s ,  c ' e s t  a u  n i v e a u  d e s  s t r u c t u r e s  b i a n t e n n é e s  

que  l a  s i t u a t i o n  se d é g r a d e ,  a u  p r o f i t  d e  l a  f r a c t i o n  

l a  p l u s  complexe .  En e f f e t  l a  s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  munie 

d ' l  GlcNAc i n t e r c a l a i r e  domine t o u t e s  l e s  a u t r e s  

s t r u c t u r e s  e t  l ' e x p l i c a t i o n  l a  p l u s  p l a u s i b l e  d a n s  c e  

c a s  p r é c i s  es t  l a  s u i v a n t e  : p a r  un mécanisme i n c o n n u  

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

a c t i v a t i o n  d e  l a  Gn-TIII , l a  GlcNAc i n t e r c a l a i r e  s e r a i t  

f i x é e  s u r  l e s  s t r u c t u r e s  b i a n t e n n é e s  e n  v o i e  d e  m a t u r a t i o n  

b l o q u a n t  t o u t  a u t r e  b r anchemen t  d ' a n t e n n e ,  m a i s  

p e r m e t t a n t  l a  m a t u r a t i o n  n o r m a l e  d e s  2 a n t e n n e s  i n i t i a l e s  

d e  l a  s t r u c t u r e  p a r  l ' a c t i o n  s u c c e s s i v e  d e  l a  Gal-T e t  

d e  l a  S i a l y l - T .  

T o u t e s  c e s  i n t e r p r é t a t i o n s  n e  s o n t  

b i e n  siir q u ' h y p o t h é t i q u e s  e t  n é c e s s i t e n t ,  pour  l a  p l u p a r t ,  

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

immunocompétente,  a f i n  d ' o b t e n i r  d e s  r e n s e i g n e m e n t s  s u r  

l e s  nombreux f a c t e u r s  d e  r é g u l a t i o n  d o n t  dépend  l a  b i o s y n -  

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



INCIDENCE PATHOLOGIQUE 

Parallèlement à l'avancement des études 

structurales et métaboliques des glycannes , les re- 

cherches se sont activement développées dans le domai- 

ne de la Pathologie . Un nouvel intérêt a été porté 

aux glycoprotéines afin de définir le rôle éventuel des 

glycannes dans la réponse d'un hôte à une maladie . 
Après avoir rappelé schématiquement l'état actuel des 

connaissances dans cette discipline , nous nous proposons 
de vérifier corrélativement cette définition par l'apport 

de nos résultats . 

Patho l og i e des G l ycocon jugués : résu l tats 

acquis : Les recherches ont porté sur deux 

aspects pathologiques principaux : les maladies métaboli- 

ques, grâce au développement des méthodes structurales, 

et lloncogénèse, grâce aux progrès obtenus dans le domai- 

ne des lectines . 

a - Le4 p l g c o p ~ o t é i n o ~ e ~  : ---- - ------------- Ce sont des 

maladies métaboliques caractérisées par un déficit en 

exo-glycosidases lysosomiales et qui se manifestent par 

une accumulation urinaire et tissulaire d'oligosaccharides 

résultant d'un catabolisme incomplet de la glycoprotéine 

d'origine (cf. parmi les revues générales : Walborg, 

1978 ; Strecker et Montreuil, 1979 ; Montreuil, 1981 ; 

Schachter, 1 9 8 1 ) .  Parallèlement à ces recherches 

entreprises depuis une dizaine d'années les méthodes 

d'étude structurale se perfectionnant rapidement, la 



s t r u c t u r e  p r i m a i r e  d ' u n e  m u l t i t u d e  d e  g l y c a n n e s  pa tho-  

l o g i q u e s  a  é t é  d é c r i t e  ; c i t o n s  p a r  exemple l e s  t r a v a u x  

d e  S t r e c k e r  e t  M o n t r e u i l  ( 1 9 7 1 )  ; S t r e c k e r  ek  ad. ( 1 9 7 7 )  

(1979)  ; Van Halbeek  et al. ( 1 9 8 0 )  ; M i c h a l s k i  

et al. (1982)  ; Egge e t  al. ( 1 9 8 2 ) .  

Des m o t i f s  communs aux o l i g o s a c c h a r i d e s  d'origine 

p a t h o l o g i q u e  e t  aux  g l y c o p r o t é i n e s  n a t i v e s  o n t  é t é  

o b s e r v é s .  En t e n a n t  compte,  à l a  f o i s  d e s  l o i s  s t r u c -  

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

d i f f é r e n t e s  é t a p e s  d e  l a  b i o s y n t h è s e ,  e t  a p r è s  a v o i r  

émis  l ' h y p o t h è s e  q u ' u n e  endo-N-acétyl-  B -D-glucosami- 

n i d a s e  l y s o s o m i a l e  ( M o n t r e u i l ,  1975 ; S t r e c k e r ,  1977 ; 

Mont reu i l  e t  V l i e g e n t h a r t ,  1979)  é t a i t  r e s p o n s a b l e  de  

l a  p remiè re  é t a p e  c a t a b o l i q u e  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  

( s c i s s i o n  e n t r e  l e s  2 GlcNAc d e  l ' e x t r ê m i t é  - r éduc -  

t r i c e ,  il a  é t é  p o s s i b l e  d e  r e c o n s t i t u e r  d e  nombreuses 

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

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

( M o n t r e u i l  e t  S t r e c k e r ,  1 9 7 8 ) .  Beaucoup d e  s t r u c t u r e s  

a i n s i  p r é d i t e s  n ' o n t  p a s  e n c o r e  é t é  i s o l é e s  parmi l e s  

g l y c o p r o t é i n e s  e x o c e l l u l a i r e s  : t r è s  complexes e l l e s  

s o n t  probablement  d ' o r i g i n e  e n d o c e l l u l a i r e  e t / o u  

membranaire.  

Les t r a v a u x  accompl i s  d a n s  c e  domaine 

p r é s e n t e n t  d ' u n e  p a r t  un d o u b l e  a v a n t a g e  : c e l u i  d e  

p r é v o i r  d e  n o u v e l l e s  s t ruc tures ,g lycanni ;q~~es  q u '  il r e s t e  

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

d a n s  l a  g é n é t i q u e  d e s  enzymes r e s p o n s a b l e s  d e  l a  

g l y c o s y l a t i o n .  (Watk ins ,  1980)  . Ils.sonto dl,autre p a ~ t  à 1 'originede 

l ' i n t é r ê t  g r a n d i s s a n t  p o r t é  aux g l y c o p r o t é i n e s  

membranaires ,  e n c o r e  méconnues du f a i t  d e  l e u r  

c o m p l e x i t é .  C e t t e  i m p o r t a n t e  h é t é r o g é n é i t é  permet d e  

suppose r  que l a  membrane p lasmique  p o u r r a i t  p o s s é d e r  



ses propres glycosyltransférases. Notons à ce sujet les 

travaux effectués sur les ectoglycosyltransférases : 

- de la membrane de lymphocyte splénique de rat : 
------------------------------------A-------- 

2 fucosyltransférases (Hoflack ek a l .  , 1978) ; une 
ectogalactosyl- et une ectosialyltransférase (Verbert 

ex al. , 1977) ; les ectoglycosyltransférases impliquées 
dans le métabolisme des intermédiaire lipidiques 

(Hoflack et al. , 1980) ; 

- de la surface des neurones en culture (Mandel ef al. ...................................... 

- de la surface plaquettaire humaine : 2 ectosialyl- 

transférases (Bauvois et a l .  , 1982). 

b - Ï a a n ~ f o r n a t i o n  maligne de4 ce l lu le4  : ................................... 

De nombreuses structures glycanniques membranaires 

restent à identifier mais leur isolement se heurte 

encore à une technologie rendue délicate à cause de 

cette intégration membranaire, et de leur grande diver- 

sit.6 structurale. C'est le développement des recherches 

sur les lectines et leur interaction avec les glucides 

membranaires qui a permis au problème de l'oncogénèse 

d'être mieux abordé. 

Nous avons insisté dans les "Généralités" 

sur l'importance des glycoprotéines membranaires dans 

la vie sociale des cellules (v. les revues de ~ughes,1976; 

Hughes et ~ena,l98O).~lles sbnt impliquées dans la 

mécanique de la bicouche lipidique de la membrane ; la 



copule glucidique ayant une exposition extracellulaire, 

elles sont porteuses des informations données par 

l'environnement, donc responsables des phénomènes de 

reconnaissance et d'adhésion cellulaire qui président 

à la formation des tissus (Lloyd, 1975). 

Lors de leur transformation maligne 

(virale, chimique ou spontanée) les cellules acquièrent 

de nouvelles propriétés qui entraînent de profonds 

désordres dans leur organisation sociale et dans les 

mécanismes de régulation auxquels elles sont soumises 

(Robbins et Nicolson, 1975). La principale concerne 
une diminution de l'adhésivité cellulaire (Coman, 1960) 

qui isole la cellule de l'influence de son environnement 

et la soustrait au système de contrôle de sa croissance 

(le plus important étant la perte d' inhibition de 

contact, responsable d'une multiplication anarchique 

des cellules, et par suite, de métastases tissulaires). 

La cellule oncogène est donc porteuse de caractères 

"antisociaux" mais conserve les mécanismes nécessaires 

à sa survie et à sa reproduction. 

La diminution de l'adhésivité cellulaire des cellules 

cancéreuses est considérée cornme l'un des meilleurs 

critères physiologiques de la transformation maligne 

(Nicolson et Winkelhake , 1975). 

Cependant, depuis ces dernières années, 

du fait de l'implication frequente des glycannes dans 

les phénomènes de reconnaissance et de l'amélioration 

des procédés de fractionnement des glycopeptides 

membranaires, les investigations se sont orientées 



vers la démonstration d'une corrélation entre la 

présence de certaines glycoprotéines membranaires et 

l'acquisition du caractère oncogène d'une cellule. De 

nombreux travaux consistèrent donc à comparer les 

profils glycopeptidiques membranaires des cellules 

normales et des mêmes cellules à l'état transformé 

(cf. les revues générales de Warren et al. , 1978 ; 
Debray, 1979 ; Atkinson et Hakimi, 1980) ; .ils 

avaient pour objet de trouver un marqueur irréfutable 

de la malignité cellulaire, les diagnostics fondés 

sur les modifications physiologiques se révélant moins 

absolus. Les divers résultats obtenus eournissant la 

conclusion suivante : les cellules transformées 

possèdent des glycopeptides d'un poids moléculaire 

supérieur à ceux isolés des cellules normales ; cette 

différence de taille se traduit dans la plupart des 

cas par une hypersialylation (Buck et al. , 1974) et 
par une augmentation du nombre des antennes fixées 

sur le noyau pentasaccharidique. 

Ce phénomène, observé sur de nombreux 

systèmes in vivo etin vitau , aussi bien sur des 
systèmes membranaires intracellulaires qu'extracellu- 

laires, ainsi que sur des glycoprotéines membranaires 

isolées (Tuszynski e.t al. , 1978), démontre que 
l'ensemble des glycoprotéines membranaires semble 

impliqué et cela indépendamment de l'agent transformant 

En 1980, Blithe et al. ont donné une idée de la 

complexité de la fraction glycopeptidique membranaire 

en obtenant des profils de résolution contenant 40 

glycopeptides, et superposables d'une espèce à l'autre 

(Homme, Hamster, Souris). 



Des travaux dlhybridation.cellulaire, effectués par 

Bramwell et Harris (1978), fournissent les premiers 

arguments en faveur d'une origine génétique des 

modifications ~tructurales détectées. Ces dernières 

années de nombreux autres marqueurs de tumorigénicité 

ont été détectés, confortant cette base moléculaire 

du cancer (cf. les travaux de Shilo et Weinberg (1981) 

Cooper (1982) ; Pulcianiet al. (1982) ; Tabin et al. 

(1982) ; Land et al. (1983). Isolés de tumeurs variées, 

ils sont appelés oncogènes et correspondent à de 

courtes séquences de nucléotides (DNA). Ceci expliquerait 

en partie pourquoi ces transformations qui soustraient 

la cellule à tout contrôle ne sont pas létales. 

Notons aussi que ces variations dans la 

composition et la structure des glycoprotéines 

membranaires ont été observées au cours de la croissance 

cellulaire, parallèlement à la transformation maligne 

(Atkinson et Hakimi, 1980) (les cellules normales, 

utilisées comme base de comparaison, sont dans tous 

les cas des cellules au repos). 

L'incidence pathologique de nos résultats : 

a - La paéaence éventueLLe d'un mangueua $15- -_-__--____---_---------------- ----- - 
cannipe  : ----- -- 
Aucun de nos résultats ne peut vraiment 

avoir de valeur diagnostique dans la macroglobulinémie 

de Waldenstrom, que ce soit : 



1°)bu p o i n f  d e  v u e  d e  l a  f e n e u x  e n  m o n o o a c c h a x i d e o  ............................................... 

(Tableau 1 ; p.147 ) .  La glycosylation relativement 

faible des IgM normales, décrite par Jouanneau (1978) 

a été confirmée ; son homogénéité sur un échantillon- 

nage de 8 sérums individuels (7,2 ? 0,4 % )  a permis de 

l'utiliser comme population de référence. Cependant 

un taux de glycosylation plus élevé n'est pas caracté- 

ristique de la malignité puisqulune population d'IgM 

contenant 7 , 3  2 0,4 %)de glucides a été observée, la 

valeur isolée la plus faible étant de 6,6 %. De même 
aucun rapport molaire en monosaccharides ne s'est 

révélé vraiment caractéristique (v. Tableau VI;p.lSl 

Tableau VII;p.152 ) . 

2 ' )  Ou p u i n t  d e  v u e  d u  a a p p o n t  o t n u c t u n e o  cumeLexeo /  ........................................ ------ 
o l i p u m a n n o o i d i q u e o  : (C - / /O )  ........................... : Sa variabilité 

relevée dans la littérature, s'étendant des valeurs 1,s 

(Shimizu e t  01. , 1971 ; Hickman e t  a l .  , 1972 ; 
Hurst e.t a l .  , 1973) à 4 (Anderson et Grimes, 1982), 
pour les IgM, a été confirmée. La dispersion des 

résultats concernant 1'IgM-7 et 1'IgM-10 encadrant 

tous deux la valeur 4 (obtenue lorsqu'il s'agit des 
IgM normales) ne permet pas dlu+iliser ce rapport 

comme marqueur. 

Nous pouvons cependant interpréter ces 

différences en tenant compte des informations acquises 

sur la biosynthèse des glycoprotéines selon l'état de 

différenciation ou de malignité de la cellule : 

-concernant 1'IgM-7 : Son enrichissement en 

structures oligomannosidiques peut être analysé d'après 



les travaux de Muramatsu e t a l .  (1976) ; Ceccarini et 

Atkinson (1978) et Atkinson et Hakimi (1980). Ces 

auteurs ont démontré une augmentation des structures 

oligomannosidiques dans les cellules en croissance, et 

plus particulièrement des structures à haute teneur en 

mannose. Ceci traduirait une glycosylation incomplète de 

glycoprotéines (IgM) et/ou un transit cellulaire très 

rapide, empêchant toute maturation. L'IgM-7 serait donc 

le produit d'une biosynthèse accélérée de la cellule 

immunocompétente . 

- concernant 1'IgM-10 : son enrichissement en 
structure biantennée porteuse d'une GlcNAc inter- 

calaire (non retenue sur Con A ,  donc représentative 

d'une certaine complexité structurale) traduirait un 

ralentissement de la biosynthèse,consécutif à l'inhibition 

de certaines glycosyltransférases par la GlcNAc-Trans- 

férase III. 

3") Ou eo in ; t  de vue de  L a p / é ~ e n c e  d ' u n e  ~ t / t u c t u / r e  anomale : --- ----------------- .......................... 

Nous avons déjà précisé que la 

structure biantennée porteuse d'une GlcNAc intercalaire 

[ ~ n  Gn (Gn)] ne pouvait servir de marqueur de malignité 

du fait de sa présence dans les 3 familles d1IgM 

étudiées. Son taux n'est pas plus exploitable car il 

est identique dans 1'IgM-7 et les IgM normales. Quelques 

glycannes plus complexes que celui cité ci-dessus ont 

été repérés après TLC et méthylation, mais leur 

structure n'a pu être déterminée par insuffisance de 

produit. Peut-être existe-t-il parmi eux une structure 

inhabituelle et caractéristique d'une population ? Dans 

ce cas, sa présence à l'état de trace ne saurait servir 

d'indice irréfutable. 



peuven t  ê t r e  q u a l i f i é s  d e  p r é l i m i n a i r e s  d a n s  l a  r e c h e r c h e  

d ' u n  marqueur  g l y c a n n i q u e  é v e n t u e l  d e  l a  mac rog lobu l inémie  

d e  Waldenstrom . Cependant  il f a u t  c o n s i d é r e r ,  q u ' à  l a  d i f -  

f é r e n c e  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  rnembranaires ,  l e s  I g M  é t u d i é e s  

s o n t  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  p l a s m a t i q u e s  donc s é c r é t é e s ;  c e  

s o n t  d e s  p r o d u i t s  f i n i s ,  non soumis  à d e s  remaniements  con- 

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

p r o v i e n n e n t  d e  l ' e x p a n s i o n  anorma le  d ' u n  c l o n e  c e l l u l a i r e  

normal  .La c e l l u l e  oncogène d e v i e n t  i s o l é e  d e  s o n  e n v i r o n -  

nement m a i s  c o n s e r v e  ses p r o p r e s  mécanismes v i t a u x  ( c r o i s -  

s a n c e  e t  r e p r o d u c t i o n )  . L ' a b s e n c e  c o n s t a t é e  d ' u n e  complexi -  

t é  a m p l i f i é e  d e s  s t r u c t u r e s  g l y c a n n i q u e s  parmi  l e s  IgM 

p a t h o l o g i q u e s  p o u r r a i t  s ' e x p l i q u e r  a i n s i  : c e r t a i n s  chan-  

gements  d a n s  l a  r é g u l a t i o n  d e  l e u r  b i o s y n t h è s e  e n t r a î n e -  

r a i e n t  d e s  m o d i f i c a t i o n s  s t r u c t u r a l e s  moins i m p o r t a n t e s  

que c e l l e s  s u b i e s  p a r  l e s  s t r u c t u r e s  membrana i res  . 
Les t r a v a u x  d e  Breborowicz  (&aA. ( 1981 ) d a n s  l e s  

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

( 1 9 8 2 )  c o n c e r n a n t  l e s  c a n c e r s  d e  l a  membrane v i t e l l i n e  , 
o n t  démont ré  une  c o r r é l a t i o n  e n t r e  l e  r a p p o r t  d e s  v a r i a n t s  

o b t e n u s  s u r  c o l o n n e  de  Con A e t  l ' é t a t  m a l i n  . De l a  même 

f a ç o n ,  à d é f a u t  de  m e t t r e  e n  é v i d e n c e  une  s t r u c t u r e  g l y c a n -  

n i q u e  " t y p i q u e t '  d e  l a  m a l a d i e ,  nous  a u r i o n s  s o u h a i t é  p a r -  

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

t e s  f r a c t i o n s  o b t e n u e s  s u r  Con A . 
H a t t o n  e t a 1 . ( 1 9 8 3 )  o n t  d é f i n i  une r e l a t i o n  é t r o i t e  e n t r e  

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

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

s é c r é t r i c e  ( c f .  l e s  t r a v a u x  de  N i c o l l e t  e..t a 1 . , 1 9 8 1  e t  

Vaughan e t  a1. ,1982) .  La p e r m é a b i l i t é  d e  l a  membrane p l a s -  

m a t i q u e ,  donc l e  t r a n s p o r t  a c t i f  d e  c e r t a i n e s  s u b s t a n c e s  

s o n t  c o n s i d é r a b l e m e n t  m o d i f i é s  l o r s  de  l t o n c o g é n é s e , p r o -  

voquant  d a n s  c e r t a i n s  c a s  u n e s e n s i b i l i t é  d i f f é r e n t e  d e  

c e l l e  d e s  c e l l u l e s  n o r m a l e s  au  m i l i e u  ambiant  (Warren  - 

e t  a 1 . , 1 9 8 2 )  e t  à un t r a i t e m e n t  t h é r a p e u t i q u e  (Koj  e t  al., 

1982)  . 
Nos t r a v a u x  s o n t  donc p r é l i m i n a i r e s ,  c a r  



nous ne pouvons , à ' l ' h e u r e  a c t u e l l e ,  é t a b l i r  aucune c o r r é l a -  

t i o n  e n t r e  nos  r é s u l t a t s  e t  l e s  d i v e r s  pa ramèt res  e n t r e v u s  

c i -de s sus  . 
En o u t r e  si nous avons j u s t i f i é  l a  p o s s i b i l i t é  de mélanger 

l e s  IgM normales i s o l é e s  de  d i f f é r e n t s  plasmas,  nous avons 

pa r  c o n t r e  c h o i s i  a r b i t a i r e m e n t  une IgM pa tho log ique  r e p r é -  

s e n t a t i v e  d e  chaque popu l a t i on ,  en f o n c t i o n  de  l a  q u a n t i t é  

de p r o d u i t  à n o t r e  d i s p o s i t i o n  . Bien qu ' une  homogénéité 

a i t  é t é  obse rvée  dans  l e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  en  monosaccha- 

r i d e s  parmi l e s  IgM appa r t enan t  à chacune d e s  p o p u l a t i o n s  

d é f i n i e s ,  il n ' e s t  pa s  c e r t a i n  que l e s  IgM Z A J  e t  GRA 

s o i e n t  r e p r é s e n t a t i v e s ,  pa r  l e u r s  c h a î n e s  o l i g o s a c c h a r i  

d iques ,  d e  l e u r  popu l a t i on  r e s p e c t i v e  . 
C e s  p r é c i s i o n s  é t a n t  a p p o r t é e s ,  l e s  p r emie r s  

r é s u l t a t s  a c q u i s  pe rmet ten t  d ' e n v i s a g e r  un champ d ' a c t i o n  

t r è s  é tendu  . 
2O)Len ---- e e a o p e c t i v e n  ----------- : Nombreuses, e l l e s  

s o n t  t o u t e s  d e s t i n é e s  à d é f i n i r  un marqueur g lycann ique  

de  l a  macroglobulinémie de Waldenstrom . 
1  - L ' é c h a n t i l l o n n a g e  u t i l i s é  devra  répondre  à c e r t a i n e s  ------ ------ - ----- ----- 
ex igences  : 

- concernan t  c e l u i  é t u d i é  au c o u r s  de c e  t r a v a i 1 , i l  

e s t  n é c e s s a i r e  de v é r i f i e r ,  pour l e s  deux IgM p a t h o l o g i -  

ques  d é c r i t e s ,  l e u r  r e p r é s e n t a t i v i t é  dans  l a  p o p u l a t i o n  

d ' o r i g i n e ;  c e l a  c o n s i s t e ,  compte t e n u  d e s  q u a n t i t é s  d e  

maté r iau  à n o t r e  d i s p o s i t i o n ,  à é t u d i e r  au moins 2 au- 

t r e s  IgM appa r t enan t  à chaque popu l a t i on  ( 7  % e t  10% d e  

monosacchar ides) ;  

- pour l e s  é c h a n t i l l o n n a g e s  à s e  p rocu re r  u l t é r i e u -  

rement,  il s e r a i t  p r é f é r a b l e  d ' o b t e n i r  d e s  plasmaphérè- 

s e s  de p a t i e n t s  don t  l e  t r a i t e m e n t  e t  l e  s t a d e  de 1'15- 

v o l u t i o n  d e  l ' a f f e c t i o n  s o n t  v o i s i n s ;  

-chez un même p a t i e n t ,  d è s  l e  débu t  du d i a g n o s t i c  

c l i n i q u e ,  d e s  pré lèvements  p o u r r a i e n t  ê t r e  e f f e c t u é s :  

à d i v e r s  s t a d e s  d ' é v o l u t i o n  de  l a  malad ie ,  s e l o n  l e  

t a u x  dtIgM monoclonale s é r i q u e ,  e t  s u i v a n t  l a  n a t u r e  
-. .-. 

- a du t a i t e m e n t  (emploi  de c o r t i c o ï d e s  ou de chloramino 

phène ) , c e  d e r n i e r  paramètre  ne  p a r a i s s a n t  e x p l o i t a b l e  



q u ' à  l a  c o n d i t i o n  q u ' u n  p a l i e r  d e  l ' a f f e c t i o n  s o i t  o b s e r v é .  

2 - L ' i d e n t i t é  d e  l ' é c h a n t i l l o n n a g e  u t i l i s é  d é t e r m i n e  l a  ____-___-_------------------------ 
v a l i d i t é  d e s  r é s u l t a t s  q u i  s e r o n t  o b t e n u s  u l t é r i e u r e m e n t  

l o r s d e  t r a v a u x c o m p a r a t i f s  . 
D e s  c i n é t i q u e s  d ' é t u d e  en  f o n c t i o n  d e s  d i f f é r e n t s  paramè- 

t r e s  p o u r r o n t  ê t r e  e f f e c t u é e s  . Une a m é l i o r a t i o n  e t  une 

s y s t é m a t i s a t i o n  d e s  p r o c é d é s  d e  f r a c t i o n n e m e n t  d e v r a i e n t  

p e r m e t t r e  d ' i d e n t i f i e r  un p i c  ou une f r a c t i o n ,  à l ' é t a t  

de  t r a c e ,  ma i s  i n h a b i t u e l  . 
Un a f f i n e m e n t  de  l a  r é s o l u t i o n  d e s  s t r u c t u r e s  m i n e u r e s  

p a r  HPLC,selon Paz P a r e n t e  &aL. (1984 b), e t  l ' a p p l i c a -  

t i o n  d e  l a  m i c r o m é t h y l a t i o n  d e v r a i e n t  d é j à  nous  r e n s e i -  

g n e r  s u r  l e  d e g r é  d e  c o m p l e x i t é  d e  c e s  g l y c a n n e s  . 
3 - Une é t u d e  s t r u c t u r a l e  d e s  c h a î n e s  o l i g o s a c c h a r i d i q u e s  .............................................. 
f i x é e s  s u r  d i f f é r e n t s  s i t e s  d e  g l y c o s y l a t i o n  d e s  c h a î n e s  

l o u r d e s  f o u r n i r a i t  p e u t - ê t r e  d e s  é l é m e n t s  nouveaux à l a  

n o t i o n  d ' a s y m é t r i e  d e  l a  g l y c o s y l a t i o n  d e  l a  c h a î n e  po- 

l y p e p t i d i q u e  d é c r i t e  p a r  P o l l a c k  e t  Atk inson  ( 1 9 8 3 )  . 
4 - Une é t u d e  s t r u c t u r a l e ,  e f f e c t u é e  p a r a l l è l e m e n t  s u r  ..................... 
une IgM monoclonale  p l a s m a t i q u e  d o n n é e , e t  1 ' IgM m e m -  

b r a n a i r e  c o r r e s p o n d a n t e ,  p o u r r a i t  r é v é l e r  une g lycosy -  

l a t i o n  d i f f é r e n t e  i m p u t a b l e  à un ou p l u s i e u r s  s i t e s  d e  

g l y c o s y l a t i o n  . 
5 - Des é t u d e s  q u a n t i t a t i v e s ,  e f f e c t u é e s  au n i v e a u  d e  ----------- ----------- 
l a  c e l l u l e  immunocompétente, é v a l u a n t  l e s  r a p p o r t s  e n t r e  

glycosidasesetglycosyltransférases, e t  l a  t e n e u r  e n  

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

c i n é t i q u e  de  t r a n s p o r t  i n t r a c e l l u l a i r e  p a r  marquage r a -  

d i o a c t i f ,  d e v r a i e n t  p e r m e t t r e  d e  p r é c i s e r  s e l o n  l a  po- 

p u l a t i o n ,  à q u e l l e  phase  ( C O - t r a d u c t i o n n e l l e  ou p o s t -  

t r a d u c t i o n n e l l e )  de  l a  g l y c o s y l a t i o n  s ' e f f e c t u e  une d i -  

ve rgence  d a n s  l a  r é g u l a t i o n  . 
6 - D e s  é t u d e s  u l t r a s t r u c t u r a l e s  c o m p a r a t i v e s ,  a s s o c i é e s  .................................... 
à d e s  méthodes a u t o r a d i o g r a p h i q u e s ,  p o u r r a i e n t  i n d i q u e r  

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



impl iquées  dans l a  b io syn thè se  d e s  IgM . 
7 - Enf in ,  l e s  deux d e r n i è r e s  v o i e s  de r eche rche  que .......................................... 
nous a l l o n s  c i t e r ,  s o n t  p e u t - ê t r e  l e s  p l u s  p romet teuses :  

- Une é tude  s t r u c t u r a l e  comparat ive  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  

i n t é g r é e s  à l a  membrane p lasmat ique  d e s  c e l l u l e s  p r o d u c t r i -  

c e s  dlIgM normales e t  dlIgM pa tho log iques ,  d e v r a i t  abou- 

t i r  à l ' o b s e r v a t i o n  de d i f f é r e n c e s  p l u s  s i g n i f i c a t i v e s  

que c e l l e s  obse rvées  au n iveau  d e s  IgM ( v .  l a  r evue  de  

Gahmberg e t  Andersson , 1982)  ; 

- La mise en c u l t u r e  de  c e l l u l e s  immunocompétentes ma- 

l i g n e s  provenant  de  donneurs  b i e n  d é f i n i s ,  p e r m e t t r a i t  

d ' o b t e n i r  l e  maté r iau  à é t u d i e r  d ' u n e  f açon  i n é p u i s a b l e  . 
L e s  nombreuses p o s s i b i l i t é s  de  r eche rches  s e r a i e n t  a i n s i  

encouragées  pour a t t e i n d r e  n o t r e  o b j e c t i f  e t  p e r m e t t r a i e n t  

même d ' e n v i s a g e r  l a  découve r t e  de marqueurs g é n é t i q u e s ;  

c e s  d e r n i e r s  s o n t  de p l u s  en p l u s  reconnus à l ' o r i g i n e  de  

l a  "B io log i e  Molécu la i re  du Cancerl '(Weinberg, 1983)  . 

Ains i  nous c o n s t a t o n s  que l e s  p e r s p e c t i v e s  

d ' o r i e n t a t i o n  d e s  r e c h e r c h e s ,  dégagées  a p r è s  l ' e x p l o i t a -  

t i o n  de nos  résultats,sontnombreuses e t  v a r i é e s ;  l e u r  

choix  dépend avan t  t o u t  : 

- d e  1' importance e t  d e  l ' u r g e n c e  de  1' o b j e c t i f  à 

a t t e i n d r e ;  

- d e  l a  f a c i l i t é  d ' a c c è s  au ma té r i au  devan t  ê t re  

u t i l i s é  ; 

- d e  l a  s y s t é m a t i s a t i o n  de l a  méthodologie u t i l i s é e ,  

de  s a  p o s s i b i l i t é  d ' é v o l u t i o n  v e r s  l a  l ' rou t ine"  h o s p i t a l i è r e .  

Nous a l l o n s  cependant  c o n c l u r e  c e t t e  d i s c u s s i o n  en  d é f i n i s -  

s a n t  parmi nos r é s u l t a t s  l e u r  appo r t  t h é o r i q u e  dans  l e  do- 

maine d e  l t  é tude  d e s  IgM de  Waldenstrom . 

3 - Concl usions : 

1") L'abnence d e  o tnucfuneo O-glgco4gLéen ; .......................... - --- ---- 
. .- 

La enédence d ' u n  o g ~ t è m e  unique d e  Dio4gnthèoe deo 
- - 2 O )  ,-, ,--,,,,,--,,-- ,-,,,-,-- -,------,- ------,--- 

chaîne4 plgcannic~ue4 dans  l e s  c e l l u l e s  normales e t  cari- -------- - ----- --- 



c é r e u s e s ,  p a r  l a  m i s e  e n  é v i d e n c e  de  s t r u c t u r e s  ol igoman- 

n o s i d i q u e s  d o n t  l a  t a i l l e  l i m i t e  e s t  i d e n t i q u e  (Ko ïde  e t  

a l *  , 1 9 7 9 )  ; 

3 " )  La p a é ~ e n c e  d ' u n e  g l g c o 4 g l a t i o n  v a a i a b l e  de4  9'gM :6 ,6 -  ------------------ - --- ..................... - 
1 1 , 3  %, c o n t r e  7-15 % (Clamp e t  Johnson ,  1972)  ; 

4 " )  La d i o t i n c f i o n  d e  deux ~ o p u l a f i o n 4  paami l e 4  9'gM pa- ....................... ...................... ----- 
f h o l o g i 9 u e 4  , f o n d é e  s u r  l e u r  t e n e u r  en  monosaccha r ides ,  ----- - --- 
c o n f i r m a n t  l e s  t r a v a u x  a n t é r i e u r s  de Davies  e t  O s t e r l a n d  

( 1968)  ; l e s  pourcentcrges  r e l a t i f s  desIgM c o n s t i t u t i v e s  

d e  chaque  p o p u l a t i o n  s o n t  i n v e r s é s  mais  c e  r é s u l t a t  e s t  

p e u t - ê t r e  à a t t r i b u e r  au  nombre d e s  é c h a n t i l l o n s  é t u d i é s  : 

- r é s u l t a t s  e e r s o n n e l s  : ( 1 8  I ~ M )  ---------- ------------------- 
- f a m i l l e  à 7 , 3  % - 1 2  IgM ( 6 6 , 6  % )  

- f a m i l l e  à I O , %  -4 6  IgM ( 3 3 , 3  % )  

- r é s u l t a t s  d e  D a v i e s  e t  O s t e r l a n d : ( 8  IgM) ................................. 
- groupe  I : 1 0 , 6 9  %-5 IgM ( 6 2 , s  % )  

- groupe  I I : 7 , 7 1  % 4 3  IgM ( 3 7 , s  % )  

5 " )  L f o b 4 e a v a t i o n  d ' u n e  gaande  h é f é ~ o g é n é i f é  o f a u c f u a a l e  .................................................... 
dan4 l e4  c h a î n e 4  o l i g o 4 a c c h a a i d i g u e 4  de4 3 f a m i l l e 4  dlYgM : .................... ----------- ...................... - 
e l l e  é t a i t  p r é v i s i b l e  pour  l e s  IgM norma les  p u i s q u ' i l  s ' a -  

g i t  d ' .une p o p u l a t i o n  h é t é r o g è n e ,  mais  p a s  pour  l e s  IgM 

p a t h o l o g i q u e s  q u i  s o n t  d e s  m o l é c u l e s  "homogènes1' du f a i t  

d e  l e u r  o r i g i n e  . 
C e t t e  h é t é r o g é n é i t é  g l y c a n n i q u e  f a i t  l ' o b j e t  d e  l a  r e v u e  

d e  H a t t o n  e f  a l ( 1 9 8 3 )  : 

- q u ' u n e  g l y c o p r o t é i n e  de  s é c r é t i o n ,  p r o v e n a n t  d ' o r -  

g a n e s  d i v e r s ,  possède  une  s t r u c t u r e  p o l y p e p t i d i q u e  i d e n t i -  

q u e ,  m a i s  d e s  g l y c a n n e s  d i f f é r e n t s  ( R i c h a r d s o n  ef a1 ,1973 ;  

M a c G i l l i v r a y  e t  a l . , 1 9 8 3 ) ,  p e u t  s emble r  normal  ; 

- mais  q u ' u n e  g l y c o p r o t é i n e  s é c r é t é e  p a r  une c e l l u l e  

monoclonale  p r é s e n t e  une h é t é r o g é n é i t é  d a n s  s e s  c h a î n e s  

g l y c a n n i q u e s ,  p l u s  i m p o r t a n t e  q u ' u n e  s i m p l e  v a r i a t i o n  d a n s  

l a  t e n e u r  e n  a c i d e  s i a l i q u e  ( P a p a c o n s t a n t i n o u  ef a 4 , 1 9 7 8 ) ,  

ne  s u p p o r t e  aucune e x p l i c a t i o n  . 
6O) La p a é ~ e n c e  dan4 l e 4  3 f a m i l l e 4  d'7pM d ' u n  f a u x  à peu ..................................................... 
pnè4 con4fan f  d e  o t a u c f u n e  b i a n f e n n é e  : S u t t o n  ef a l ( 1 9 8 3 )  ..................................... 



o n t  d é f i n i  c e l l e - c i  comme une s t r u c t u r e  d e  b a s e ,  j o u a n t  

un r ô l e  d a n s  l a  s t r u c t u r e  s e c o n d a i r e  d e s  IgG . P l u s  g é n é r a -  

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

s u l t a n t  d ' u n e  s t i m u l a t i o n  p h y s i o l o g i q u e  de  l a  c e l l u l e  e n  

vue de  l a  s y n t h è s e  d e s  N-glycannes ( H a t t o n  e t  a L . , 1 9 8 3 ) .  

Dans un p r e m i e r  temps e l l e  p r o t è g e r a i t  l a  c h a î n e  polypep-  

t i d i q u e  d e  l a  p r o t é o l y s e  l o r s  du t r a n s p o r t  i n t r a c e l l u l a i r e ;  

dans  un deuxième temps e l l e  s e r v i r a i t  d e  s u b s t r a t  aux sti- 

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

s a  s p é c i a l i s a t i o n  b i o l o g i q u e  . Rappelons  l e s  t r a v a u x  d e  

S c h a c h t e r  e t  a l ( 1 9 8 3 )  q u i  o n t  s i t u é  c e t t e  s t r u c t u r e  au  

c a r r e f o u r  d e  l a  g l y c o s y l a t i o n  . 
7 " )  L 'oboeava t ion  d ' u n  nombae a e o t a e i n t  d e  g lgcanneo  ...................................... - ------ 
mul f i an tennéo  ------------- (comme d a n s  l a  p l u p a r t  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  

p l a s m a t i q u e s )  q u i  s e m b l e r a i t  s ' e x p l i q u e r  p a r  l ' a b s e n c e ,  

p resque  g é n é r a l i s é e , d e  s p é c i f i c i t é  d ' a c t i o n  d e s  IgM mono- 

c l o n a l e s  d e  Waldenstrom . 
8 "  ) Noo a é o u l t a t o  e t  l a  khéoaie d1&gLaa(  7 9 6 5 )  : 1' argurnenta- ............................ --------- 
t i o n  de  c e t  a u t e u r ,  s e l o n  l a q u e l l e  l a  g l y c o s y l a t i o n  com- 

p l è t e  d ' u n e  p r o t é i n e  e s t  n é c e s s a i r e  à son  p a s s a g e  du m i -  

l i e u  c e l l u l a i r e  au m i l i e u  e x t r a c e l l u l a i r e ,  n ' e s t  p a s  v é r i -  

f i é e  p a r  n o s  r é s u l t a t s  q u i  r e f l è t e n t  un d e g r é  d e  g l y c o s y - "  

l a t i o n  v a r i a b l e  parmi l e s  c h a î n e s  g l y c a n n i q u e s  d e s  IgM . 
Se lon  Win te rburn  e t  P h e l p s  ( 1 9 7 2 ) ,  q u i  é t e n d e n t  l a  n o t i o n  

d ' e s p a c e  e x t r a c e l l u l a i r e  à l a  l u m i è r e  du r e t i c u l u r n  endo- 

p lasmique ,  d e  l ' a p p a r e i l  d e  G o l g i  e t  d e s  d i v e r s e s  v é s i c u l e s  

( ly sosomes  e t  phagosomes) ,  l ' i n t e r p r é t a t i o n  d e s  évènements  

e s t  p l u s  p l a u s i b l e  . C ' e s t  d ' a i l l e u r s  c e t t e  d e r n i è r e  o b s e r v a -  

t i o n  d e  l ' o r i e n t a t i o n  e x t r a c e l l u l a i r e  d e  l a  p a r t i e  g l y c a n -  

n ique  d ' u n e  g l y c o p r o t é i n e  q u i  'pose  l e  problème si i m p o r t a n t  

du t r a n s p o r t  i n t e r m e m b r a n a i r e  d e s  n u c l é o t i d e s ,  p r é c u r s e u r s  

de  l ' é l o n g a t i o n  d e s  c h a î n e s  g l y c a n n i q u e s ,  d o n t  l a  l o c a l i s a -  

t i o n  e s t  exc lus ivemen t  p l a s m a t i q u e  . 
E n t r e  temps B l o b e l  ( 1 9 8 0 )  a  prouvé que l a  d é c i -  

- -  - - s i o n  d l e x p , o r t a t i o n  d ' u n e  g l y c o p r o t é i n e  é t a i t  p r i s e  au  n i v e a u  
- . - - - - . - g é n é t i q u e , .  a v a n t  t o u t e  t r a c e  d e  g1: rcosyla t ion  . En r é a l i t é  



l e  problème de  l a  g l y c o s y l a t i o n  dans  l a  s é c r é t i o n  d e s  pro-  

t é i n e s  demeure complexe c a r  il e x i s t e  d e s  p r o t é i n e s  s é c r é -  

t é e s  e t  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  i n t a c e l l u l a i r e s  ( v o i r  l a  r evue  

de  Hemming ,1982)  . 

b - Appoat de non ~énulfatn dann la "Biologie 
holéculaiae den 4lgcocon~uguéa : Que c e  s o i t  au p l a n  de  ------------------ ----- - --- 
l a  b i o s y n t h è s e  ou d e  l a  s t r u c t u r e  d e s  g l y c a n n e s ,  aucun 

f a i t  e x p é r i m e n t a l  nouveau n ' a  é t é  o b s e r v é  . Nous avons  

i s o l é  e t  i d e n t i f i é  d e s  s t r u c t u r e s  d é j à  d é c r i t e s ;  s' a g i s -  

s a n t  d e  l a  b i o s y n t h è s e  son  u n i v e r s a l i t é  semble r é e l l e ,  

que c e  s o i t  p a r  l a  t a i l l e  maximale d e s  s t r u c t u r e s  o l i g o -  

mannos id iques  i m p l i q u é e s ,  ou p a r  l a  p r é c i s i o n  e t  l a  com- 

p l e x i t é  d e  son  sys tème d e  r é g u l a t i o n  ( v o i r  l e s  r e s t r i c -  

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

née  p o r t e u s e  d J u n e  GlcNAc i n t e r c a l a i r e ,  p.258 . 
Par  c o n t r e  d e s  r é s u l t a t s  complémen ta i r e s  

d e  ceux d é j à  a c q u i s  d a n s  l a  c o n n a i s s a n c e  s t r u c t u r a l e  

d e s  IgM s o n t  a p p o r t é e s  . I l  s ' a g i t  : 

1  - De l ' o b s e r v a t i o n  d e s  deux t y p e s  de  N-glycannes,  o l i -  
- - 

gomannosidiques e t  N-acétyllactosaminiques, dans  l e s  

t r o i s  IgM, c e  q u i  n ' a v a i t  p a s  e n c o r e  é t é  r e c h e r c h é  n i  

p r é c i s é  d a n s  l e s  IgM normales  ; 

2 - De l ' é t u d e  s t r u c t u r a l e  d e s  c h a î n e s  o l i g o s a c c h a r i d i -  ------------------- .................... 
ques  d a n s  l e s  IgM normales ,  j a m a i s  e n t r e p r i s e  j u s q u ' a l o r s  

du f a i t  d e  l e u r  h é t é r o g é n é i t é  o r i g i n e l l e  e t  de l e u r  f a i -  

b l e  c o n c e n t r a t i o n  s é r i q u e  . Ces t r a v a u x  s e m b l a i e n t  néces-  

s a i r e s  a f i n  de  p o s s é d e r  une b a s e  de  comparaison a v e c  l e s  

IgM p a t h o l o g i q u e s  ; 

3 - De l a  d e s c r i p t i o n ,  pour  l a  p remiè re  f o i s  dans  l e s  ............................................... 
IgM, d e  s t r u c t u r e s  b i a n t e n n é e s  munies  d ' u n e  GlcNAc i n -  

t e r c a l a i r e ,  c e s  s t r u c t u r e s  e x i s t a n t  d a n s  d ' a u t r e s  immu- ---------- 
n o g l o b u l i n e s  ( I g A ,  IgE , IgD)  e t  s o n t  d e  p l u s  en  p l u s  

fréquemment i d e n t i f i é e s  dans  l e s  g l y c o p r o t é i n e s  . 



CONCLUSIONS GENERALES 



En 1908, le Comité de la Nomenclature des Protéines 

de la Société Physiologique Américaine et de la Société Améri- 

caine de Biochimie définissaient ainsi les glycoprotéines : 

composés comportant, outre la molécule protéique, un groupe- 

ment glucidique autre qu'un acide nucléique. A partir de cette 

date les glycoprotéines ont été considérées comme des molécules 

faisant partie d'une branche vraiment "négligée" de la Science 

(Levene 1925). 

Avec les années 1967-1969 naissait la "Biologie 

Moléculaire des glycoconjugués après un siècle de gestationu 

(Montreuil, 1982). Avant 1968, en effet il était admis que 

l'information spécifique était portée par les acides nuclé- 

iques et les protéines ; ce n'est qu'après 1968 que ce concept 

a été élargi, incluant les glycannes selon Sharon : "la spécifi- 

cité de nombreux composés naturels n'est pas écrite seulement 

en termes d'acides aminés et de nucléotides, mais aussi en 

termes de glucides" . 
En 1977, Uy et Wold, analysant l'importance de la 

glycosylation dans les modifications post-traductionnelles 

des protéines, proposaient l'existence d'une "communication 

intercellulaire et intermoléculaire" par l'intermédiaire 

de composés clés tels que la copule glucidique des glycopro- 

teines et les lectines spécifiques des glucides. En 1981, Wold 

constate que les glycoconjugués sont de plus en plus impliqués 

dans les biologiquestt, par le déchiffrage de 

structures oligosaccharidiques qui constituent un langage varié 

et complexe dérivé'd'un alphabet simple : celui des monosaccha- 

rides communs, constitutifs des glycoprotéines et des glycolipides 

En 1982, Olden et al. confirment que les glycannes sont de plus 

en plus impliqués dans des phénomènes de reconnaissance. 

Depuis longtemps les glycannes étaient considérés 

comme des éléments stabilisateurs de la confrmation des glyco- 

conjugués ; ce n'est que depuis quelques années qu'ils sont 

définis comme des marqueurs biologiques spécifiques, et sont 

responsables du développement de la "Pathologie des glycoconju- 

gués". 



. Pour c e t t e  r a i s o n ,  nous p r o j e t i o n s  d e  d é f i n i r  au 

c o u r s d e  n o t r e  t r a v a i l  une s t r u c t u r e  ou un c a r a c t è r e  g l y c a n n i -  

que a s s o c i é  à l a  macroglobul inémie  de Waldenstrom. 

Le m a t é r i a u  u t i l i s é  pour  r é a l i s e r  c e  t r a v a i l  e s t  

c o n s t i t u é  d t IgM normales  i s o l é e s  de  8 p lasmas  i n d i v i d u e l s  

normaux e t  d e  1 8  IgM p a t h o l o g i q u e s  provenant  de  plasmaphé- 

r è s e s  d e  s u j e t s  a t t e i n t s  d e  ma lad ie  de  Waldenstrom ( t e n e u r  

moyenne : 30 g dt IgM p a t h o l o g i q u e / l .  de p l a s m a ) .  

Après une p r é p a r a t i o n  d e s  IgM p a t h o l o g i q u e s ,  fondée  

s u r  l e u r s  p r o p r i é t é s  phys ico -ch imiques ,  e t  d e s  IgM normales  

p a r  ch romatograph ie  d ' a f f i n i t é  s u r  une c o l o n n e  d e  pro tamine  

Sepharose  4 B ,  l e s  f r a c t i o n s  e n r i c h i e s  e n  IgM o n t  é t é  p u r i -  

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

g i q u e  d e  l e u r  homogénéi té .  

Un p remie r  f r a c t i o n n e m e n t  d e s  c h a î n e s  g l y c a n n i q u e s  

l i b é r é e s  p a r  h y d r a z i n o l y s e  ( s u i v i e  d ' u n e  N - r é a c é t y l a t i o n  e t  

d ' u n e  r é d u c t i o n  au  borohydru re  t r i t i é f  e s t  ob tenu  p a r  chroma- 

t o g r a p h i e  d ' a f f i n i t é  s u r  c o l o n n e  d e  ConA e n  3 f r a c t i o n s  : 

A (non  r e t e n u e ) ,  B ( f a i b l e m e n t  r e t e n u e )  e t  C ( f o r t e m e n t  r e t e n u e ) .  

Après  c a r a c t é r i s a t i o n  d e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  p a r  GLC e t  T L C ,  

un s o u s - f r a c t i o n n e m e n t  u l t é r i e u r  p a r  H P L C  pour  l a  f r a c t i o n  C 

( o l i g o m a n n o s i d i q u e )  e t  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  à h a u t  v o l t a g e  pour  

l e s  f r a c t i o n s  A ( l a  p l u s  complexe)  e t  B ( b i a n t e n n é e )  e s t  r é a l i s é .  

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

t é r i s t i q u e s  e s t  d é t e r m i n é e  e n  combinant l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  

a p r è s  G L C ,  m i c r o m é t h y l a t i o n  ( s u i v i e  d ' u n e  méthanolyse  e t  d ' u n e  

p e r a c é t y l a t i o n ) ,  i n c l u a n t  une a n a l y s e  en  s p e c t r o m é t r i e  de  masse ,  

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

f i q u e s .  Dans c e r t a i n s  c a s  une a n a l y s e  en  RMN du p r o t o n  à 500 MHz 

a  é t é  p o s s i b l e  e n  c o l l a b o r a t i o n  avec  l e  g roupe  du P r o f e s s e u r  J . F . G .  

V l i e g e n t h a r t  à U t r e c h t .  

Une s t r a t é g i e  i d e n t i q u e  a  é t é  a p p l i q u é e  à chaque IgM, 

p e r m e t t a n t  une é t u d e  compara t ive  e n t r e  IgM normales  e t  IgM 

p a t h o l o g i q u e s ,  e t  e n t r e  IgM p a t h o l o g i q u e s .  



De c e s  é t u d e s  menées en p a r à l l è l e  s u r  l e s  deux t y p e s  

d'IgM l e s  p o i n t s  s u i v a n t s  o n t  pu ê t r e  dégagés : 

1 .  - Deux p opu l a t i ons  s o n t  d i s t i n g u é e s  parmi l e s  IgM 

pa tho log iques  s u r  l a  base  de l e u r  t e n e u r  en monosaccharides : 

une popu l a t i on  majeure (12  I ~ M )  à 7,3$ e t  l ' a u t r e  mineure ( 6  IgM 

à 10% de g l u c i d e s .  Les IgM normales possèdent  un t a u x  moyen de  

7 , 2 %  de monosaccharides.  

Les IgM normales s o n t  r assemblées  du f a i t  de l e u r  composi t ion  

homogène e n  g l u c i d e s  ( 7 , 2  I 0 ,4%)  e t  c o n s t i t u e n t  l a  popu l a t i on  

s t a t i s t i q u e  de  r é f é r e n c e .  Une IgM pa tho log ique  cor respond  à 

chaque popu l a t i on  e s t  c h o i s i e  pour l es  i n v e s t i g a t i o n s  u l t é r i e u -  

r e s  : l l IgM-7(ZAJ) e t  1'IgM-lO(GRA). 

2 .  - Les p r o f i l s  d ' é l u t i o n  ob tenus  a p r è s  f r a c t i o n n e -  

ment s u r  ConA d i f f è r e n t  s e l o n  l l I g M  é t u d i é e .  L e s  IgM normales 

r e p r é s e n t e n t  un é t a t  dl é q u i l i b r e  ; 1 ' IgM pa tho log ique  l a  moins 

glycosylée(1gM-7) e s t  e n r i c h i e  en s t r u c t u r e s  o l igomannosidi -  

ques t a n d i s  que 1'IgM-10 p r é s e n t e  une t e n e u r  é l e v é e  en  s t r u c -  

t u r e s  l e s  p l u s  complexes. Une t r è s  grande h é t é r o g é n é i t é  s t r u c -  

t u r a l e  est r é v é l é e  pa r  TLC ( u n  minimum de 13 bandes )  e n  accord  

avec l e s  o b s e r v a t i o n s  f a i t e s  dans  de  nombreux a u t r e s  sys tèmes  

(Po l l a ck  e t  Atkinson,  1983) .  

3 .  - L ' a p p l i c a t i o n  d e s  microméthodes d ' a n a l y s e  s t r u c -  

t u r a l e  a  permis  de  d é c r i r e  d e s  s t r u c t u r e s  g lycann iques  i d e n t i -  

ques dans  l e s  IgM normales e t  pa tho log iques ,  à s a v o i r  : 

a - de4 4fauctuaeb oLigomanno4idicpe4 dont  l a  ------------------ ---------- ---' 
présence  d e  t o u s  l e s  s t a d e s  de  "ma tu ra t i on" ,  de  9 à 5 r é s i d u s  

mannose, en  accord  avec l e s  r é s u l t a t s  p r écéden t s  ob tenus  dans 

d e s  IgM de  Waldenstrom Çhapman e t  Kornfe ld ,  1979 a , b  ; Cohen e t  

Ballou; 1980 ; Jouanneau e t a d  . , 1981 ; Van Halbeek ef al . , 1981b: 

b - de4 otaucfuaen biantennée4 r é v é l a n t  une --------------------------' 
microhé té rogéné i t é  due au f u c o s e  ee s u r t o u t  à l ' a c i d e  s i a l i q u e .  

Ces s t r u c t u r e s  o n t  d é j à  é t é  d é c r i t e s  dans  une IgM humaine fuco-  

l y s é e  (Hickman e t  a l ,  1972) ou non f u c o l y s é e  dans  l a  p i è c e  J 

c o n s t i t u t i v e  de l a  même IgM (Baenz ige r ,  1979) ; 



c .  - den 4 f a u c t u a e 4  2424 cumpLcxe4 don t  ter- ............................. 
t a i n e s  s o n t  t r i a n t e n n é e s  ( m i n e u r e s )  e t  p e u t - ê t r e  t é t r a a n t e n n é e s ,  

ou p l u s  complexes e n c o r e  mais à l ' é t a t  de  t r a c e s  ; 

d .  - dano c e t t e  f a a c t i o n  complexe, 4 ' i d e n f i f i -  ......................................... 
c a t i o n ,  poun l a  paornièae { ~ i n  dan4 une  3'919, d e  4 fauc tuneo  bi- ............................................................. 
ante l~r tee4  munie4 d ' u n e  4 - a c é t y l  g luco4amine  i n t e n c a - l a i n e , a v e c  ................................ ....................... 
t o u t e s  l e s  r e s c t r i c t i o n s  q u ' e l l e  impose au p l a n  de l a  b iosyn-  

t h è s e  ( S c h a c h t e r  ef a d . ,  1 9 8 3 ) .  La s t r u c t u r e  monos ia lysée  e t  

monofucosylée e s t  m a j o r i t a i r e  d a n s  l e s  t r o i s  IgM é t u d i é e s ,  mais  

e l l e  e s t  prédominante  d a n s  1'IgM-10 ( 3 , 8 % ) .  C e t t e  s t r u c t u r e ,  

d k t e c t é e  dans  d ' a u t r e s  immunoglobulines  humaines s é r i q u e s  

( IgG,  IgA, I g D ) ,  du l a i t  de  femme ( s I g A )  e t  de  nombreuses a u t r e s  

g l y c o p r o t é i n e s  ( v .  r é f é r e n c e s  p . 2 2 8  ) n ' a  pas  e n c o r e  é t é  

d é c r i t e  dans  une IgM humaine. Les 2 s t r u c t u r e s  m a j e u r e s  r e n -  

c o n t r é e s  dans  l e s  IgM é t u d i é e s  o n t  é t é  c o n f i r m é e s  p a r  RMN 

( F i g .  3 ; a r t i c l e  N o  5 ; p.  227 ) : 

- pour l a  s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  m o n o s i a l y l é e  en ............................ 
a -  2 6 s u r  l e  Ga1 6, e t  monofucosylée en  a - 1 , 6  s u r  l a  GlcNAci - - 
IgM-7) ; 

- pour  l a  s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  munie d ' u n e  ........................................ 
GlcNAc i n t e r c a l a i r e  l i é e  en B-1,4 s u r  l e  B-Man : m o n o s i a l y l é e  ------------------- 
en  a - 2 , 6  s u r  l e  Ga1 f i ,  e t  monofucosylée e n  a - 1 , 6  s u r  l a  GlcNAcI - 

4 .  - Une é t u d e  compara t ive  e s t  rendue  p o s s i b l e  e n t r e  

l e s  d i f f é r e n t e s  IgM p u i s q u e  l a  mé thodo log ie  d ' é t u d e  e s t  l a  même 

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

Les r é s u l t a t s  s o n t  r é u n i s  dans  l e  t a b l e a u  X I V  ; p.  244 , e t  l a  

F i g .  34 ; Pa245 

La c o n c l u s i o n  p r i n c i p a l e  q u i  s ' e n  dégage e s t  l a  s u i v a n t e  : l e s  

d i f f é r e n c e s  o b s e r v é e s  ne  s o n t  p a s  q u a l i t a t i v e s  mais  q u a n t i t a -  

t i v e s ,  e n  a c c o r d  avec  l e s  nombreux r é s u l t a t s  o b t e n u s  a p r è s  compa- 

r a i s o n  e n t r e  g l y c o p r o t é i n e s  ( s e c r é t é e s  ou membrana i re s )p rovenan t  

de  c e l l u l e s  no rmales  e t  p a t h o l o g i q u e s .  De nombreuses i n t e r p r é -  

t a t i o n s  s o n t  données ,  i m p l i q u a n t  une d y s ' r é g u l a t i o n  d e s  phénomè- 

n e s  complexes q u i  accompagnent l a  b i o s y n t h è s e  d e s  c h a î n e s  g l y -  

c a n n i q u e s .  



En résumé, les principales conclusions obtenues 

sont les suivantes : 

- la distinction de deux populations dtIgM 
pathologiques fondée sur leur composition en monosaccharides ; 

- l'identification, pour la première fois dans 
les IgM, de structures biantennées munies d'une N-acétylgluco- 

samine intercalaire dans ces deux populations ainsi que dans 

les IgM normales ; 

- l'observation d'une importante hétérogénéité 
des structures oligosaccharidiques, comme dans la plupart des 

glycoprotéines ; 

- la mise en évidence de différences essentielle- 
ment quantitatives après une &tude comparative entre glycannes 

constitutifs des IgM normales et pathologiques. 

Ces résultats sont interprétés en tenant compte de l'existence 

d'un systèmie, de régulation très sophistiqué dans la biosynthèse 

des chaînes oligosaccharidiques. 

Les travaux que nous avons menés ne nous permettent 

pas , à l'heure actuelle, de dégager un marqueur glycannique 

de valeur diagnostique irréfutable dans la macroglobulinémie 

de Waldenstrom.Nous pouvons cependant considérer cette série 

de résultats corne préliminaire, nous ayant permis d'acquérib 

un outil technologique très précieux et nous révélant les nom- 

breuses possibilités d'orientation des recherches concernant 

ce matériau, pour essayer de mieux comprendre le rôle biolo- 

gique des glycannes dans la réponse de l'hôte à une maladie. 
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