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1 NTRODUCPION 



Les g l u c i d e s  o n t  é t é  pendant longtemps cons idérés  uniquement 

comme des  subs tances  de s o u t i e n  ou de r é s e r v e  énergé t ique  e t  ce  n ' e s t  

que depuis  une qu inza ine  d 'années que de nombreuses équipes de 

chercheurs  s e  s o n t  i n t é r e s s é e s  aux glycoconjugués,  composés r é s u l t a n t  

de l a  l i a i s o n  c o v a l e n t e  d ' une  f r a c t i o n  g luc id ique  appelée : glycanne e t  

d  'une pro té ine  ( g l y c o p r o t é i n e )  ou d ' u n  l i p i d e  ( g l y c o l i p i d e )  . Ces 

composés ont rapidement  acqu i s  une importance a u s s i  grande que l e s  

ac ides  nucléiques ou l e s  p r o t é i n e s ,  notamment g r â c e  d '  abord à quelques 

S c i e n t i f i q u e s  q u i  on t  conceritré l e u r s  recherches s u r  1' é t u d e  

s t r u c t u r a l e  de l e u r  copule g luc id ique .  En e f f e t ,  ce  n ' e s t  que pa r  l a  

connaissance de l a  s t r u c t u r e  pr imai re  d e s  glycannes que l ' o n  a  pu 

comprendre l e u r  métabolisme, l e u r  r ô l e  dans de nombreux phénomènes 

b io logiques ,  l e u r  pa tho log ie  e t  a i n s i  é t a b l i r  l e s  bases  d ' une  B io log ie  

Moléculaire  des glycoconjugués.  

La g l y c o s y l a t i o n  d e s  pro t é i n e s  e s t  un phénomène u n i v e r s e l  

puisque l e s  g lycopro té ines  s o n t  p r é s e n t e s  chez l e s  animaux, l e s  p l a n t e s  

e t  l e s  microorganismes. La s i g n i f i c a t i o n  b io logique  des  glycannes 

demeura longtemps inconnue jusqu 'aux années 1970 où d i f f é r e n t e s  équipes  

de chercheurs dégagèrent  l e  concept  "gl ycannes , signaux de 

reconnaissance" e t  c o n s t a t è r e n t  que l a  s t r u c t ü r e  de c e s  d e r n i e r s  

pouva i t  ê t r e  modi f iée  dans l e s  c e l l u l e s  cancéreuses.  Une bonne 

compréhension de c e s  phénomènes ne pouvai t  passer  que par  la  

connaissance des  s t r u c t u r e s  pr imai res  d e s  glycannes n é c e s s i t a n t  une 

méthodologie s p é c i f i q u e ,  f i a b l e  e t  s e n s i b l e .  

Ce mémoire r appor t e  l ' e s s e n t i e l  des  t ravaux que, sous l a  

d i r e c t i o n  du P r o f e s s e u r  J .  MONTREUIL, nous avons e f f e c t u é s  dans l e  

Labora to i re  de Chimie Biologique de l ' u n i v e r s i t é  des  Sc iences  e t  

Techniques de L i l l e  1  abor oratoire a s s o c i é  au C.N.R.S. n o  217) .  Ils 

s ' i n s c r i v e n t  dans l a  l i g n e  de recherches  poursu iv ies  depuis  une 

v i n g t a i n e  d 'années  dans ce  l a b o r a t o i r e  e t  consacrées  à l ' é t u d e  des 

r e l a t i o n s  s t ruc tu re - fonc  t i o n  des  glycannes d e s  g lycopro té ines .  La t â c h e  

majeure qui nous a  é t é  c o n f i é e  é t a i t  d ' a p p l i q u e r  une méthode de 

l i b é r a t i o n  s é l e c t i v e  des  glycannes,  l ' h y d r a z i n o l y s e ,  à des  



N-glycosylprotéines d ' o r i g i n e s  d i v e r s e s  e t  de met t re  au p o i n t  

d i f f é r e n t e s  méthodes d '  isolement  des  glycannes a i n s i  l i b é r é s .  

L ' o b j e c t i f  é t a i t  d ' é t a b l i r  de v é r i t a b l e s  c a r t e s  chromatographiques en 

vue de  m i n i a t u r i s e r  l e s  techniques  a f i n  de  pouvoir  l e s  app l ique r  à des  

g lycopro té ines  p r é s e n t a n t  un i n t é r ê t  b io logique  majeur mais d i s p o n i b l e s  

seulement en f a i b l e s  quant i  t é s  &/ou p r é s e n t a n t  une grande 

hé t é rogéné i t é  s t r u c t u r a l e  des  glycannes. Disposant de c e t  acqu i s  

méthodologique nous pouvions a l o r s  aborder  l ' é t u d e  f i n e  des  s t r u c t u r e s  

glycanniques des  g lycopro té ines  des  c e l l u l e s  cancéreuses.  

Nos t ravaux s ' i n s c r i v e n t  en  o u t r e  dans un v a s t e  p lan  de 

recherches  e n t r e p r i s e s  au  l a b o r a t o i r e  dans l e  domaine de l a  Biochimie 

Comparée en  vue de  répondre à l a  ques t ion  : " l e s  glycannes s o n t - i l s  des  

marqueurs de l ' é v o l u t i o n  ?" e t  de j e t e r  l e s  bases  de l a  géné t ique  des  

g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s .  

Avant de d é c r i r e  l e s  r é s u l t a t s  de nos r eche rches ,  nous 

r appe l l e rons  l ' é t a t  a c t u e l  de nos connaissances s u r  l a  s t r u c t u r e ,  la  

b iosynthèse ,  l e  r ô l e  d e s  glycannes des  g lycopro té ines  a i n s i  que l e s  

modi f ica t ions  s t r u c t u r a l e s  qui  l e s  a f f e c t e n t  l o r s  de l a  t ransformat ion  

maligne des  c e l l u l e s .  

Nos recherches  s u r  l e s  dé te rmina t ions  de s t r u c t u r e  des  

glycannes o n t  f a i t  l ' o b j e t  des  9 p u b l i c a t i o n s  su ivan te s ,  l e s  t ravaux 

r a p p o r t é s  dans c e  mémoire correspondant  pr inc ipa lement  aux p u b l i c a t i o n s  

1, 3, 4,  6 ,  7, 8 e t  9. 
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GENERAL ITES 



, Les glycoprotéines forment, avec l e s  g lyco l ip ides  l a  c l a s s e  

des glycoconjugués, composés r é s u l t a n t  de l ' a s s o c i a t i o n  covalente d  'une 

copule g luc ia ique ,  l e  glycanne, avec une p r o t é i n e  ou un l i p i d e .  On 

t rouve des glycoprotéines chez l e s  Procaryotes e t  chez l e s  Eucaryotes 

du règne végé ta l  e t  du règne animal, a i n s i  que chez l e s  v i rus .  La 

g lycosyla t ion  des proté ines  e s t  donc un phénomène universe l  e t  l a  

ques t ion  majeure qui s e  pose à l eu r  égard concerne l eu r  r ô l e  

biologique.  

En 1952, MORGAN e t  WATKLNS ( s e  r e p o r t e r  à l a  revue de 

WATKLNS -1-) avaient  qontré  que l e s  ant igènes des groupes sanguins A ,  

B ,  O é t a i e n t  de nature g lucid ique .  En 1960, GOTTSCHALK (-2-1 a v a i t  

i d e n t i f i é  l e  récepteur é r y t h r o c y t a i r e  du v i r u s  de l ' i n f l u e n z a ,  l ' a c i d e  

si a l ique  . Les suc res  é t a i e n t  donc p lus  que cies substances énergétiques 

e t  l e s  concepts  d 'ant igène  e t  de récepteur  de nature  glucidique é t a i e n t  

nés. Mais, il a  f a l l u  a t t endre  l e s  années 1967-1969 pour 

qu ' appara i s sen t  l e s  première preuves de l a  p a r t i c i p a t i o n  des glycannes 

dans l e s  phénomènes c e l l u l a i r e s .  En 1963, AUB e t  a l .  (-3-) pu i s ,  en 

1967, BURGER e t  GOLDBERG (-4-) e t  en 1969, INBAR e t  SACHS ( -5 - )  

montrèrent q u ' i l  e x i s t a i t  des  d i f fé rences  profondes d ' a g g l u t i n a b i l i t é  

par  d e s  l e c t i n e s  e n t r e  des c e l l u l e s  normales e t  cancéreuses. Enfin, en 

1968, l e  groupe dfASHWELL, ( v o i r  l a  revue dtASHWELL e t  MORELL -6-) 

démontra que l a  d é s i a l y l a t i o n  des  g lycoproté ines  c i r c u l a n t e s  provoquait 

l e u r  d i s p a r i t i o n  du sang par  un mécanisme de capture  hépatique mettant 

en jeu des  l e c t i n e s  rnembranaires. 

Mais il é t a i t  c l a i r  que l a  compréhension des  r ô l e s  biologiques 

e t  du métaboli sme des glycannes n é c e s s i t a i t  l a  détermination de l e u r s  

s t r u c t u r e s  pr imaires ,  à condi t  ion de d isposer  de méthoaologies adaptées 

( v o i r  l a  revue de MONTREUIL -7-). La première s t r i -c ture  d 'un  

t r i s a c c h a r i d e  l i é  O-glycosidiquement à l a  p ro té ine  ( v o i r  p.10) a  é t é  

déterminée en 1950, à p a r t i r  de mucines (GOTTSCHALK e t  GRAHAM -8-1 e t  

il f a l l u t  a t t e n d r e  l e s  années 1970 pour que l e s  premières s t r u c t u r e s  

complètes d 'o l igosacchar ides  l i é s  N-glycosidiquement à l a  proté ine  



( v o i r  p .15)  s o i e n t  p u b l i é e s  : glycanne de l a  taka-amylase p a r  YAMAGUCHI 

e t  a l .  en 1971 (-9-1, glycanne de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  humaine p a r  SPIK 

e t  a l .  en 1973 (-IO-)  . 
En ce qui  concerne l e s  glycannes des  N-glycosylprotéines on 

dénombre ac tue l lement  p lus  d 'une c e n t a i n e  de s t r u c t u r e s  d i f f é r e n t e s ,  

d é r i v a n t  d '  un pentasacchar ide  commun i n v a r i a n t  s u b s t i t u é  pa r  d i v e r s e s  

s t ruc  t u r e s  g lycos id iques  po r t euses  de 1' a c t i v i t é  b io logique  (MONTREUIL 

-Il-) . La s i g n i f i c a t i o n  b io logique  de c e t t e  grande d i v e r s i t é  de 

s t r u c t u r e s  e s t  l a  ques t ion  fondamentale à l a q u e l l e  nous e s s a i e r o n s  de 

répondre à t r a v e r s  l e s  données r é c e n t e s  de l a  l i t t é r a t u r e .  La 

découverte  d ' un  mécanisme b iosyn thé t ique  commun d ' é l a b o r a t i o n  de c e s  

glycannes s e  compliquant au f u r  e t  à mesure de l ' é v o l u t i o n  des  ê t r e s  

v i v a n t s ,  l e s  fonc t ions  b io logiques  a t t r i b u a b l e s  à c e s  glycannes,  s o n t  

a u t a n t  de preuves de l a  n é c e s s i t é  b io logique  de c e t t e  grande 

hé t é rogéné i t é .  

Enfin,  nous é t u d i e r o n s ,  dans l e  d e r n i e r  c h a p i t r e ,  l e s  

modi f ica t ions  f i n e s  des  s t r u c t u r e s  glycanniques des g lycopro té ines  

c e l l u l a i r e s  accompagnant l a  t r ans fo rma t ion  maligne des  c e l l u l e s  q u i  

pour ra i en t  exp l ique r  c e r t a i n e s  des  p r o p r i é t é s  nouvel les  acqu i se s  par  

l e s  membranes des  c e l l u l e s  cancéreuses  e t  qu i  a f f e c t e n t  profondément 

l e u r  compor tement s o c i a l .  



CHAPITRE 1 

LES N- ET O-GLYCOSYL PROTEINES ; DONNEES GENERALES SUR L'HETEROGENEITE 

DES GLYCANNES DES GLYCOPROTEINES. 

Après avoi r  r appe lé  l a  c l a s s i f i c a t i o n  des glycannes des  

g lycopro té ines ,  nous p ré sen te rons  d e s  exemples d e s  d i f f é r e n t s  t ypes  de 

s t r u c t u r e s  glycanniques en o r i e n t a n t  n o t r e  é tude  p l u s  pa r t i cu l i è r emen t  

v e r s  l e s  glycannes de  type  N-glycosidique (pour  une c l a s s i f i c a t i o n  

complète,  v o i r  l a  revue  de MONTREUIL -12-). A la  lumière de 

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  e x i s t a n t  dans l e  monde v ivan t ,  nous 

t e n t e r o n s  de  dégager l a  n o t i o n  de marqueur glycannique de l ' é v o l u t i c n .  

On rencont re  deux types  de l i a i s o n  glycanne-protéine dans l e s  

g lycopro té ines  : 

1 - l e s  l i a i s o n s  de type  O-glycosidique. 

2 - l e s  l i a i s o n s  de  type  N-glycosidique. 

Ces deux types  de l i a i s o n s  conduisent  à c l a s s e r  l e s  g lycopro té ines  en 

O-glycosy l p r o t é i n e s ,  N-glycosy l p r o t é i n e s  e t  N ,  O-glycosylprotéines,  

c e t t e  d e r n i è r e  c l a s s e  é t a n t  por teuse  des  g lycannes  des  deux types.  

1 - LES O-GLYCOSYLPROTEINES. 
Les O-glycosylprotéines r é s u l t e n t  de l a  conjugaison p a r  une 

l i a i s o n  O-glycosidique d ' un monosaccharide ( l a  N-acétylgalactosamine, 

l e  xylose,  l e  g a l a c t o s e ,  l e  mannose ou l ' a r a b i n o s e  é t a n t  l e  p l u s  

fréquemment r e n c o n t r é s )  à un ac ide  aminé hydroxylé ( s é r i n e ,  t h réon ine ,  

hydroxyprol ine,  hydroxy l y s i n e ,  t y r o s i n e ) .  Comme l e  montre l e  Tableau 1 

( p .  I O ) ,  c i n q  types de l i a i s o n s  permet ten t  de s é p a r e r  l e s  O-glycosyl- 



TABLEAU 1 

L E S  D I F F E R E N T S  T Y P E S  DE L I A I S O N S  O-GLYCOSIDIQUES 

REFERENCES L I A I S O N S  

C HPH "10 , C OOH 
H-CH 

'NH, 
NH-COCH, 

- - 
ac ides  - 13- KASCUL -14- 

O R I G I N E S  

Glycoprotéines du 
règne anunal 
(VOLT Tableau I I ,  

P- 12 )  

2-Acétam~do-2-deoxy-O-a -0 -qa lac to -~ ranosy l -  
(1- 3)  -L-sérlne (R-H) ou -L- thr ionine  (RPCH3) 

i* Mucopolysacchar~des v o l r  l e s  revues de RODEN 

, COOH 
O-CH-CH 

'NH, 

*Glycoprot6lnes 
d '  algue rouge 

HEAEIEY-KIERAS - 15- 

Mannoprotémes de  
Saccharomyces cere- 
v l s i a e  - 
Collagène de  l a  C U t l -  

cü l e  de  Nerezs 

Lectine de pomme de ALLEN - 19- 
t e r r e  I 

NAKAJIMA ec  BALLOU - L6- 

SPIRO e t  BHOYROO - i 7 -  

Extensine de tomate 

C HOH 

M P O R T  - !8 -  

0-6 -0-galactopyranosyl-(ld5)-hydroxyl-L- 
lys ine  

0-8 - L - a r a b o t u r a n o ~ y l ~ - . 4 ) - h y d r ~ x ~ - ~ - ~ r o l ~ n e  

Ce l lu l e s  de tabac 
( p a r o ~ s )  

Lectlne ae comme de 
t e r r e  

M I Y M  e t  :KAKI -21-  

ALiE:I -22- 



pro té ines  en deux sous-groupes su ivan t  que l e  glycanne e s t  l i é  à un R -  

hydroxy-amino-acide ( s é r i n e  ou thréonine)  ou à des amino ac ides  non R -  

hydroxylés (hydroxyproline,  hydroxylysine, t y r o s i n e ) .  

A - GLYCANNES LIES A LA SERINE (THREONINE). 

Comme nous l ' i n d i q u e  l e  Tableau 1 (p .  I O ) ,  quatre sucres  son t  

impliqués dans l a  l i a i s o n  avec l a  s é r i n e  ou l a  thréonine. C ' e s t  au 

cours  des années 1962-1963 que d i f f é r e n t e s  équipes de chercheurs on t  

démontré l ' e x i s t e n c e  d '  une l i a i s o n  a l c a l i - l a b i l e  e n t r e  l a  N-acétylga- 

lactosamine e t  l a  s é r i n e  ou l a  thréonine dans l e s  mucines s a l i v a i r e s  

(HASHIMOTO e t  PIGMAN -23-, TANAKA e t  a l .  -24-) . Ce type  de l i a i s o n  e s t  

abondamment rencontré dans l e s  g lycoproté ines  animales e t  l a  p a r t i e  

glycannique s o i t  l i n é a i r e ,  s o i t  branchée peut  ne comporter qu'un s e u l  

monosaccharide, l a  N-acétylgalactosamine, dans l e  cas  des é ry th rocy tes  

Tn r é a c t i f s  (DAHR e t  a l .  -25-) ou, à 1' inverse ,  jusqu 'à  une v ing ta ine  

de monosacchar ides  comme dans 1 e s  déterminants de groupes sanguins 

( LLOYD e t  KABAT -26-) . Le plus  souvent, dans ce type de s t r u c t u r e  

O-glycosidique, on re t rouve l e  d isacchar ide  du point  d '  a t t a c h e  

Gal(B1-3)GalNAc . Quelques exemples de glycannes de type O-glycosidique 

sont  donnés dans l e  Tableau II ( p .  1 2 ) .  I l  e s t  important de no te r  que 

l e s  monosacchar i d e s  habituel lement rencontrés  dans ce  type de glycanne 

son t  l a  N-acétylgalac tosamine, l e  ga lac tose ,  l e s  acides N-acéty 1 

e t  N-glycolylneuraminiques, l e  fucose e t  p a r f o i s  l a  N-acétyl- 

glucosamine, mais jamais l e  mannose. Ce de rn ie r  po in t  c o n s t i t u e  une 

d i f férence  fondamentale e n t r e  l e s  glycannes des 0- e t  des N- 

glycosy l p r o t é i n r s  animales. 

La N-acétylgalactosamine peut ê t r e  l i é e  à l a  s é r i n e  

( th réon ine )  par  une l i a i s o n  de type B. C ' e s t  l e  cas des kéra tanes  

s u l f a t e s  sque le t t aux ,  mais l a  l i a i s o n  O-glycosidique l a  plus 

communément re t rouvée  dans l e s  protéoglycannes e s t  l a  l i a i s o n  xylose- 



TABLEAU II 

EXEMPLES DE GLYCANNES LIES A LA PROTEINE PAR DES LIAISONS DU TYPE 
GalNAc (al-3) Jer iThr) 

GalNAcial-3) Ser (Thr) 

STRUCTURES 

' GalNAc (al-3) SeriThr). 
NeuAc (a 2-6 ) / 

NeuAc(cr 2-3)Gal (Rl-3) 

\GalNAc (al-3) Ser (Thr) 

NeuAc (a 2-6) / 

ORIGINE 

NeuAc (a 2-3)Gal (RI-3 

/ 
GalNAc (al-3) Ser (Thr) 

NeuAc(a2-3)Gal(B1-4)GlcNA~(R1-6) 

REFERENCES 

NeuGl (a 2-8) NeuGl (a2-8) NeuGlc (a2-6) / 

Erythrocytes Tn-réactifs 

Erythrocytes T-réactlfs 

Glycoproteine de cerveau 
de Rat 

Glycophorine Humaine 
(groupe M) 

DAHR et al. -27- 

FINNE -28- 

THOMAS et WINZLER 
-29- 

Glycoprotéines d'oeufs 
de Truite 

Gal(R1-3)GlcNAc(Rl-3) 

'Ga1 (al-3)GlcNAc (131-3)Gal (R1-3)GalNAc(al-3)Ser (Thr) 
Gal(R1-4) 1 

'GlcNAc (RI-o) 

Fuc (a 1-3) 1 

(R1-41n 

/ 
GalNAciBl-3) 

NeuAc (a 2-6) \GalNAc(al-3) SeriThri 

/ NeuAc (a2-6) 

Immunoglobuline A du 
lait de Femme 

Glycoprotéine sous- 
linguale de Rat 

CRETEL et al. -32- 

SLOMIANY et SLOMIANY 
-33- 



s é r i n e  ( v o i r  l e s  revues de RODEN -34- e t  HASCALL -35-) . Cn trouve ces  

protéoglycannes dans l a  p lupar t  des t i s s u s  des Mammifères e t  

par t icul ièrement  dans l e  t i s s u  con jonc t i f .  Leur p a r t i e  

01 igosaccharidique e s t  cons t i tuée  d '  un polymère l i n é a i r e  souvent 

s u l f a t é ,  composé d'  u n i t é s  de r é p é t i t i o n  d '  acide uronique (D- 

glucuronique ou L-iduronique ) e t  d'  hexosamine (glucosamine ou 

galactosamine, N-acétylées ou s u l f a t é e s ) .  D i f fé ren t s  exemples de ces  

s t r u c t u r e s  s o n t  d é c r i t s  dans l a  Figure 1 (p .14) .  

C ' e s t  e s sen t i e l l ement  dans l e  règne végétal  e t ,  pour l e  règne 

animal, chez l e s  Inver t éb rés  que l ' o n  rencontre des l i a i s o n s  

O-glycosidiques e n t r e  l a  s é r i n e  ( th réon ine )  e t  l e  ga lac tose  ou l e  - ".------- --.- --. - _F_-*_l__l_.̂ .. .---- _ - "  

mannose-. Les glycannes s o n t  des  di-ou t r i s a c c h a r i d e s  comme dans l e  cas  

du collagène de l a  c u t i c u l e  de Nereis (SPIRO e t  BHOYROO -36-) , ou au 

maximum des t é t r a sacchar ides  dans l e s  mannoprotéines exc ré tées  par - -  -- 
Saccharomyces c e r e v i s i a e  (NAKAJIMA e t  BALLOU -37-) ( v o i r  Figure 2 ; 

p.14). 

B - GLYCANNES LIES A L'HYDROXYPROLINE OU L'HYDROXYLYSINE. 

La découverte d 'une l i a i s o n  e n t r e  l e  ga lac tose  e t  

l 'hydroxylys ine  e s t  à por te r  à l ' a c t i f  de BUTTLER e t  CUNNINGHAM (-38-1 

e t  de SPIRO (-39-), qu i  o n t  m i s  en évidence ce  type de l i a i s o n  dans l e  

tropocollagène de cobaye e t  dans l e s  g lycoproté ines  des membranes 

basales glomérulaires bovines. Les l i a i s o n s  f a i s a n t  i n t e r v e n i r  

l 'hydroxyprol ine  e t  l e  ga lac tose  ou l ' a r a b i n o s e  n ' o n t  é t é  t rouvées que 
- 

dans l e  règne végéta l ,  q u ' i l  s ' a g i s s e  de glycoprotéines so lub les  ou de 
------ 

paro i s  (MILLER e t  a l .  -40-, FINCHER e t  a l .  -41-1. 



S03 
16 

] Gal (81-4)GlcNAc(81-6) (61-4) GlcNAc (81-3) 
\ 
\ 

/ 
GalNAc (Rl-3) Ser (Thr) A 

[G~cuA(R~-~)G~~NAc (81-4g GlcUA(R1-3)Gal (Rl-3)Gal (BI-4) Xyl (81-3) Ser B 
i4 

Figure 1 - EXEMPLES DE STRUCTURES DE GLYCANNES LIES O-GLYCOSIDIQUEMENT 
A LA SERINE (ou THXEOMINE) RETROWES DANS LES PROTEOGLYCANNES 
(HASCALL -42-) 

A - Kératane suifate squelettal 
B - Chondroïtine sulfate cartilagineux , n = 12 à 20 

GlcUA (al-6) Man (a/Ol-3) ~ e r  (Thr) 

Ga1 (al-2) Ga1 (al-2)Gal (a 1-3) Ser (Thr) 

~an(al-2)Man(al-3)Man(al-2)~an(~1-3) Ser (Thr) B 

Figure 2 - EXEMPLES DE STRUCTURES DE GLYCANNES LIES O-GLYCOSIDIQUEMENT 
A LA SERINE (ou THREONINE) PAR LE GALACTOSE ET LE MANNOSE 

A - Glycannes du collagène de la cuticule de Nereis (SPIRO 
et BHOYROO -43-) 

B - Glycanne des mannoprotéines de Saccharomyces cerevisiae 
(NAKAJIMA et BALLOU - 44- ) 



II - LES N-GLYCOSYLPROTEINES. 

A 1' excep t ion  du chaînon asparagine-glucose récemment m i s  en 

évidence dans l a  g lycopro té ine  majeure de 1 'enveloppe d 'une 

Archébactér ie  h a l o p h i l e  (WIELANDT e t  a l .  -45-), l a  s e u l e  l i a i s o n  de 

type N-glycosidique présente  dans l e s  g lycopro té ines  e t  

protéoglycannes, implique l a  N-acétylglucosamine e t  1' asparagine.  A l a  

d i f f é r ence  des  l i a i s o n s  de type  O-glycosidique, c e t t e  l i a i s o n  r é s u l t e  

de l a  con  en une 
----- 

glycosylamine : 

C OH 1 

b /O0 
NH-C-CH-CH * \NH 

RO 1 

Ce type de l i a i s o n  a é t é  démontré conjointement p a r  

d i f f é r e n t e s  équipes  de chercheurs  : MARSHALL e t  NEUBERGER (FLETCHER e t  - 
a l .  -46-) , NUENKE e t  CUNNINGHAM (-47-) , YAMASHINA e t  M A K I N O  (-48-1 . - 

Tous c e s  glycannes possèdent  une s t r u c t u r e  pentasachar id ique  

commune : l e  mannotr iosido - d i  - N-acétylchi tobiose l i é  à un r é s i d u  

d ' a spa rag ine  de l a  pro té ine .  C e t t e  s t r u c t u r e ,  placée en p o s i t i o n  

" in t e rne"  dans l a  molécule de glycanne,  e s t  l e  t r a i t  d ' u n i o n  e n t r e  l a  

p ro t é ine  e t  l a  f r a c t i o n  s p é c i f i q u e  e t  v a r i a b l e  des  glycannes. E l l e  e s t  

désignée sous l e  vocable de "noyau" ou d '  "inner-core" : 

Man ( a l  -6 1 / 
4 ' - - 



Les monosacchar i d e s  pouvant s u b s t i t u e r  l e  noyau pen t a saccha r  id ique  s o n t  

l e s  s u i v a n t s  : l e  ga l ac tose ,  l e  mannose, l a  N-acétylglucosamine, l e  

fucose , l e s  a c i d e s  neuraminiques ( N-acétyl, N-glycolyl ) , l e  glucose e t  

l a  N-acéty l g a l a c  tosamine. 

On d i s t i n g u e  t r o i s  types de glycannes s e l o n  MONTREUIL 

(-49-,-50-) : 

1 - l e  t ype  oligomannosidique ("high-rnannose g lycans" )  : s u r  

l e  noyau pentasacchar id ique  viennent  s '  a j o u t e r  des  r é s i d u s  

d ' a  -mannose ; 

2 - l e  t ype  N-acétyllactosaminique ("cornplex g lycans")  : s u r  

l e  noyau pentasacchar id ique  s e  g r e f f e n t ,  en nombre 

v a r i a b l e ,  des  r é s i d u s  de N-acétyllactosamine  a al ( R I - ~ ) G ~ C N A ~ ,  

de g a l a c t o s e  , de fucose ,  d ' a c i d e s  s i a l i q u e s ,  e t  p a r f o i s  de 

N-acétylgalactosamine ; 

3 - l e  type mixte ("hybrid type")  possèdant  à l a  f o i s  d e s  

mo t i f s  s t r u c t u r a u x  appa r t enan t  aux deux types  précédents .  

A - LES GLYCANNES DE TYPE OLIGOMANNOSIDIQUE. 

C e t t e  c l a s s e  de composés e s t  homogène e t  l a  var iance  de c e s  

s t r u c t u r e s  dépend du nombre de mannoses qui  s u b s t i t u e n t  i e  noyau 

pentasacchar id ique  commun. Le Tableau III (p .17 )  d é c r i t  l e s  d i f f é r e n t e s  

s t r u c t u r e s  de type  01 igomannosidique t rouvées jusqu ' à  présen t .  Ces 

s t r u c t u r e s  d é r i v e n t  de l a  s t r u c t u r e  " l imi t e1 '  à 9 mannoses par  d é l é t i o n  

success ive  d'un r é s idu  de mannose pour a b o u t i r  à l a  s t r u c t u r e  

comportant 5 mannoses. Les glycannes possèaant  6 ,  7 e t  8 mannoses 

possèdent  p l u s i e u r s  isomères qui  o n t  é t é  en p a r t i e  r e t r o u v é s  dans l e s  



TABLEAU III 

EXEMPLES DE STRUCTURES DE TYPE OLIGOMANNOSIDIQUE 

STRUCTURES ORIGINE REFERENCES 

n i a ~ i - 2 )  uanMc-zluankG3 

Cellules ovarienne 
u ~ ( P < 1 - Z I ~ ( l C l - 3  \ M ~ ~ ~ ~ I - ~ I G I C N A C ~ I - ~ )  WCNAC(~~-NU.U de Hamster chinois 

MuiUl-6) 

na~~idl -z)wrn#i-a 
Immunoglobuline M 

~ ~ i ( 9 1 - 2 ) ~ . i i W l - 3 )  M ~ ~ ~ ~ ~ ~ - ~ ) G ~ c N A c ~ I - ~ ) G I L H ~ c Q ~ - ( ~ ~ * ~ ~  de macrOglobuliné- 

\ / mle de Waldenstrom 
m u t - S I  

1 

de Vache 

Ovalbumine de 
Poule 

Taka amylase 

Ovalbumine de 
Caille 

Ovomucoïde de 
Poule 

LI et KORNFELD 
-51- 

CHAPMAN et KORNFELD 
-52 - 

VAN HALBEEK et al. 
5 3  - 

CONCHIE et STRACHAN 
-54- 

TAI et al. 
- 55- 

HASE et al. 
- 56- 

YMSHITA et al. 
-57- 

WuiMl-21 ManRl-Z)Man(*l-3 
Carboxypeptldase de 

~ ~ ~ ( d . 1 - 3 )  hlan(d1-3) ~ w i ( ~ l - 4 ) ~ l c ~ ~ e ~ 1 - 4 l G l e ~ l s ( B 1 - N ~ A s n  

\ / vrslae 

G I ~ ~ ~ ~ - ~ ~ G ~ ~ W I - ~ I G I L ( ~ ( ~ - ~ I Y ~ ~ U I - ~ )  ~ a n @ L l - ~ l W ~ n ~ * l - ~ l  Glycoprocéine de la 
membrane de la lar- 

~nn(*l-i)Man(dl-31 

Aedes aegyptu 

wnFL>-2)MaaMl-@ 

HASHIMOTO et al. 
59 - 

BUTTERS et HUGHES 
-58- 



immunoglobulines M monoclonales ( CHAPMAN e t  KORNFELD -60-) . Toutes c e s  

s t r u c t u r e s  s o n t  des  i n t e r m é d i a i r e s  de l a  b iosynthèse  des glycannes des  

g lycopro té ines  qu i  s e r a  t r a i t é e  dans l e  c h a p i t r e  II (p .24 ) .  

Des glycannes ne possédant  que 3 ou 4 r é s i d u s  de mannose o n t  

é t é  t rouvés  chez l e s  Oiseaux e t  un a u t r e  mécanisme de b iosynthèse  d e s  

g lycopro té ines  a é té  proposé ( v o i r  c h a p i t r e  II ; p. 24) .  

Nous avons r e p r é s e n t é ,  en o u t r e ,  dans l e  Tableau III ( p .  1 7 )  , 
1 'o l igosaccha r ide  précurseur  des glycannes oligomannosidiques , 
possèdant  t r o i s  r é s i d u s  de glucose supplémentaires  e t  qu i  a é t é  

r e t r o u v é  dans l a  glycopro t é i n e  membranaire majeure d 'une 1 arve  de 

moustique (BUTTERS e t  HUGHES -61-) e t  dans l e s  immunoglobulines G 

(MELLIS e t  BAEZINGER -62-) , a i n s i  qu'un glycanne à 13 mannoses i s o l é  

des  mannoprotéines de Saccharomyces c e r e v i s i a e ,  c e s  glycannes pouvant 

comporter jusqu 'à 150 r é s i d u s  de mannose (BALLOU -63-) . 

B - LES GLYCANEJES DE TYPE N-ACETYL LACTOSAMINIQUE- 

( v o i r  Tableau I V  ; p.19 e t  20)  

Une première hé t é rogené i t é  de c e s  glycannes r é s u l t e  de l a  

s u b s t i t u t i o n  d e s  mannoses 4 e t  4 '  ( s e  r e p o r t e r  à l a  numérotation de l a  - - 
p.15) du noyau pentasacchar id ique  par  1 à 6 r é s i d u s  de N- 

a c é t y l l  actosamine conduisant  aux glycannes mono-, bi-  , tri-, t é t r a - ,  

penta- e t  hexaantennés,  l e  terme d 'an tenne  ayant  é t é  proposé par  

MONTREUIL (-64-). En p l u s  de c e t t e  v a r i a b i l i t é  s t r u c t u r a l e  due au  

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

1 - l e s  s u b s t i t u t i o n s  des N-acétyllactosamines p a r  d e s  r é s i d u s  

de g a l a c t o s e ,  d '  a c i d e s  s i a l i q u e s ,  de fucose ,  de N-acétylglucosamine, de 

N-acétylgalactosamine, dans l e  ca s  des  s t r u c t u r e s  de type  

poly-N-acétyl lac tosaminique  e t  N-acétyl lactosaminique ; 



TABLEAU IV 

EXEMPLES DE STRUCTURES DE TYPE N-ACETYLLACTOSAMINIQUE 19 

STRUCTURE 

Blantennée 

~altBl-41~lc~~ct61-t)nan(al-31 

' n a n ( ~ l - 4 l G l c ~ ~ c ( ~ l - 4 l ~ l C ~ ~ ~ ~ ~ ~ - ~ 1  A s n  
/ 

011(B1-4)GlaUc~61-2lnania1-6) 

~eulC(a2-b~~.1(61-4~~lc~c(61-2lMn(al-3~ 

J ~ ~ B ~ - ~ ) G ~ c W ~ C ~ B ~ - ~ ) G ~ C N L ~ ( B ~ - H )  A s n  
/ 

Pirurrc(aZ-6)CrL(Bl-J~GlcNIC(Bl-2)mtai-a) 

NsulC(aZ-6)Gi1(614)GlcNlle(61-2l~~a1-3~ 
\ 

G i c ~ ~ 6 1 - 4 ) ~ M i n ( 6 1 - 4 ~ G l ~ ~ ~ ~ ( t l - 4 ) G l c N ~ ( 6 ~ - N ~  Asn 
1 

~eune(aZ-61~1(61-4lGlaUc(61-1~PI4n(al-B) 1 (al-6) 

m c  

~eUAftaZd)C<1~18I-4)~~(81-21~~a1-3) 

1 - 4 G 1 - 4 1 G c 1 "  
/ 

Gal(81-4)GlcNllc(Bl-2)naa(aI-6) 1 (al-61 1 (al-3) hic 

Rlc 

Triantennée 

YeuAc~a2-3lGal(B1-4~Glcl~c(B1-4 \ 
NeuAc(eU-6)~l(61-4lGlcPUc(B1-2) '~~61-4IClEti~(61-41GlcNRc~6l-N~Ain 

~e~(a2-3lGal(81-4)GlcNAc(81-21naa(a14~ 

Ne*c(a2-3)~dl(81-41GlcNP<c(61-2)~(al-3) 

N e W c ( a 2 - ~ ) ~ a l ( 8 1 - 4 ) ~ 1 ~ ( 8 i - 2 )  ' W M ( ~ ~ - ~ ) G ~ C N A C ( ~ ~ - ~ ~ G ~ C N R ~ ( ~ ~ - N I A S ~  
\ 
nan(ai-6J 

~euAE(a2-3l~al(~l-3)GlcNAc(81-él/ 

/ 
Neus ta2-6) 

ORIGINE 

Immunoglobuline G du 
colostrum de Veau 

serotransferrlne 
Aumalne 

Imnw~oglobuline G 
sérique Humaine 

Immunoglob~line de 
n6sr6rlondu lait 
de Femme 

Fétiiine de Veau 

Facteur IX bovln 

REFERENCES 

CHERON et al. -65 - 

SPIK et al. -66- 

BAEZINGER et al. 
-67- 

PIERCE-CRETEL et al. 
-68- 

NILSSON et al. -69- 

MIzUOCHI et al. -70- 



TABLEAü IV (suite) 

STRUCTURE 

Triantennée (suite) 

Tétraantennée 

Gal(81-3) Gal(81-41Gl~NAC~81-4) 

'-(ai ?) 

Ga1 (81-31 Ga1 (81-41GlcNAc(Bl-21 

  eu Ac(a2-6)Gal(fll-rl)GlcNAc~fl1-3) Gal(8l-4)Glc~Ac(8l-2) 
' \ 

~ani81-4~~lc~Acl8l-4)~lc~~cl81-~l~sn 

\ 1 I (al-6) 

Ne" Ac(a2-6)Gal(B1-4)Glc~~c(~l-3) Gal(61-4)01cNAc(Bl-61 PUC 

Pentaantennée 

ORIGINE 

Ovotransferrine de 
Poule 

Asialo orosomucoïde 
aumain 

Glycoprotéines de 
membrane plasmique de. 
Thymocytes de Veau 

Ovomucoïde de Poule 

3vomucoïde de 
Tourterelle 

REFERENCES 

SPIK et al. -71- 

FOURNET et al. -72- 

YOSHIMA et al. -73- 

UAMASHITA et al. 
-74- 

FRANCOIS-GERARD 
et al. -75- 



2 - l a  présence d '  une N-acétylglucosamine " i n t e r c a l  a i r e "  

("bisec t ingl '  ou " in te r sec t ing"  GlcNAc), s u b s t i t u a n t  l e  mannose 3 e t  - 
d ' u n  rés idu  de fucose s u r  l a  N-acétylglucosamine 1 ; - 

3 - l e  degré de "maturation1' des  glycannes qui  peuvent por t e r  

des antennes incomplètes ,réduites à un rés idu  de N-acétylglucosamine 

comme dans l e  cas de l ' o v o t r a n s f e r r i n e  de poule (SPIK e t  a l .  -76-, 

DORLAND e t  a l .  -77-).  

C - LES GLYCANNES DE TYPE MIXTE. 

Ce type de glycanne renfermant à l a  f o i s  une s t r u c t u r e  de type 

01 igomannosidique e t  de type N-acé tyl lactosaminique a é t é  i d e n t i f i é  

d '  abord dans l 'ovalbumine ( T A I  e t  a l .  -78-), puis  dans l e s  

immunoglobulines myélomateuses humaines (CHAPMAN e t  KORNFELD -79-1, 

a i n s i  que dans l a  rhodopsine ( L I A N G  e t  a l .  -80-).  Le Tableau V ip.22) 

présente  quelques exemples de ce type de s t r u c t u r e .  

III - CONCLUSIONS. 

Nous venons de donner un aperçu de l a  t r è s  grande hétéro- 

géné i t é  s t r u c t u r a l e  des glycoprotéines du rrionde v ivant .  En ce qui 

concerne l e s  glycannes des  N-glycosy lpro  t é i n e s ,  qui f o n t  plus 

par t icul ièrement  l ' o b j e t  de nos études,  on peut  remarquer que l ' o n  

retrouve l e s  s t r u c t u r e s  de type oligomannosidique à tous l e s  niveaux de 

l ' é v o l u t i o n  tandis  que l e s  s t r u c t u r e s  de type hybride son t  su r tou t  

présentes  chez l e s  Oiseaux e t  l e s  s t r u c b ~ r e s  de type N- 

acé ty l  lac  toçaminique chez 1 e s  Vertébrés. 



TABLEAU V 

EXEMPLES DE STRUCTURES DE TYPE MIXTE 

STRUCTURE 

GlcriAc ( 6 1 - 2 ) ~  (al-3) 
\ 
~an(61-4)~lc~~c(61-4)~lc~~c(6l-~)~sn 
i Man(Cr1-6) 

G ~ c N A c ( ~ I - ~ ) M ~ ~ ( c ~ I - ~ )  
\ 

-(al-3) 
\ 

Man(61-4) GlcNAc (61-4) GlcNAc (61-N)Asn 
/ 

-(al-6) 

Ga1 (61-4)GlcNAc (61-4) 
\ 

GIc%I& (61-2) 
G ~ C ~ J A C ( B ~ - ~ ) - M ~ ~ ( ~ ~ - ~ ) G ~ C N A C ( ~ ~ - ~ ) G ~ ~ N A C ( ~ I - N ) A ~ ~  

I -(ai-;) 

'-(al-6) 

Man (al-6) / 

Ga1 (61-4)GlcNAc(61-2)Man(al-31 

\Man (61-4)ClcNAc (B1-4)ClcNAc(6I-N) Aan 

4Man (al-6 

ORIGINE 

Rhodopsine 
bovine 

lmunOglobuline 
M myélomateuse 
Humaine 

Ovalbumine de 
poule 

Ovalbumine de 
Poule 

REFERENCES 

LIANG et al. 
-8 1 - 

et 
KORNFELD -82- 

YAMASHITA 
et al. -83- 

YAMASHITA 
et al. -84- 



En ce qui  concerne l e s  Mammifères, l e s  g lycoproté ines  des  

l iqu ides  biologiques ne contiennent  que des  o l igosacchar ides  de type 

N-acétyllac tosaminique, tandis  que l e s  glycoprotéines membranaires 

comportent à l a  f a i s  des  o l igosacchar ides  de type oligomannosidique e t  

N-acétyllactosaminique . Néanmoins, il e x i s t e  quelques exceptions à 

c e t t e  r è g l e ,  e t  on ne peut  l a  g é n é r a l i s e r .  La l a c t o t r a n s f e r r i n e  bovine 

(VAN HALBEEK e t  a l .  -85-) , l e s  immunoglobulines M (CHAPMAN ET KORNFELD. 

-86-) cont iennent  des oligomannosides e t  l a  glycophorine, glycoprotéine 

majeure de l a  membrane de l ' h é m a t i e  humaine, ne comporte qu'un glycanne 

de type N-acétyl l a c  tosaminique (YOSHIMA e t  a l .  -87- ) . 

Dans l e  c h a p i t r e  su ivant ,  nous rappel lerons  que tous  l e s  

glycannes de type N-glycosidique possèdent des voies  de biosynthèse 

communes e t  que l e u r  hé térogénéi té  e s t  l i é e  aux mécanismes mêmes de l a  

biosynthèse e t  à l e u r  régula t ion .  



CHAPITRE II 

L'HETEROGENEITE DES GLYCANNES DES N-GLYCOSYLPROTEINES : 

UN REFLET DE LEUR BIOSYNTHESE. 

1 - DEFINITION DES GLYCOSYLTRAHSFERASES. 
( v o i r  l e s  revues de MONTREUIL -88-, SCHACHTER e t  ROSEMAN -89-) 

Les g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s  s o n t  des  enzymes chargées de 

t r a n s f é r e r  des  o ses  s u r  des  accepteurs  t r è s  v a r i é s .  La r é a c t i o n  

géné ra l e  s ' é c r i t  de l a  façon s u i v a n t e  : 

Glycosyl-nucléot ide + Accepteur --- - Accepteur g lycosylé  + 
nuc léo t ide  

Les g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s ,  largement répandues dans l e  monde v i v a n t ,  

montrent des  maxima d ' a c t i v i t é  vis-à-vis du pH, de  l a  température e t  de 

d e s  v a l e u r s  physio 

fonctionnement de c e s  enzymes n é c e s s i t e ,  en g é n è r a l ,  l a  présence de 

c a t i a n s  - d i v a l e n t s ,  l e  manganèse e t  l e  magnésium, en p a r t i c u l i e r .  Ces 

enzymes montrent une t r è s  grande s p é c i f i c i t é  pour l e  suc re  précurseur  

e t  pour l e  t y p e  de l i a i s o n  dont e l l e  c a t a l y s e r a  l a  synthèse  e t  l e  

concept  "une l i a i s o n  g lycos id ique  - une g l y c o s y l t r a n s f é r a s e "  semble, à 

p r é s e n t ,  fermement é t a b l i .  

II - BIOSYNTHESE DES GLYCANNES DES N-GLYCOSYLPROTEINES. 

La b iosynthèse  des  glycannes l i é s  N-glycosidiquement aux 

p ro t é ines ,  b i en  que n é c e s s i t a n t  une s u i t e  de r é a c t i o n s  p l u s  complexe 



que l a  biosynthèse des 01 igosacchar ides  de type O-glycosidique, e s t  

mieux connue e t  peu t  s e  subdiviser  en quat re  é t apes  : 

1 - Synthèse du précurseur dolichol-pyrophosphate- 

ol igosaccharide.  

2 - T r a n s f e r t  en b loc  de l ' o l i g o s a c c h a r i d e  su r  l a  proté ine .  

3 - Maturation e t  biosynthèse des glycannes de type 

01 igomannosidique . 

4 - Synthèse des  glycannes de type hybride e t  N-acétyl- 

lactosaminique e t  allongement des glycannes. 

Ces d i f f é r e n t e s  é t apes  sont  schématisées dans l e s  Figures 3 e t  4 (p.26 

e t  27) .  

A - LA SYNTHESE W PRECURSEUR DOLICHOL - PYROPHOSPHATE - 
OLIGOSACCHARIDE. 

La première é tape  de l a  synthèse de l ' o l igosacchar ide  l i é  au 

do1 i c h o l  comprend 1 ' addi t ion  de deux r é  s idus  de N-acéty lglucosamine à 

p a r t i r  d '  UDP N-acétylglucosamine s u r  l e  do l i cho l  pour conduire à l a  

formation de (G~cNAc)~-P-P- Do1 (ELBEIN -go-). Des add i t ions  

successives de c i n q  rnannoses à p a r t i r  de GDP-mannose, p u i s  de quat re  

mannose s à par tir de dolichol-phosphate- mannose vont conduire à 

1 'é labora t ion  du glycanne Mang GlcNAcpP-P-Do1 ( CHAPMAN e t  a l .  -91-) 

complété par l ' a d d i t i o n  de 3 r é s idus  "de  glucose à p a r t i r  de dolichol-  ,#.".."" --* 

phosphate-glucose (STANELONI e t  a l .  -92- ) . 



CYCLE 

DES DOLICHOLS 

il l I - ,- 
O-P-O-CH -CH -CH-CH~+CH~-CH=C-CH~~~ CI, 

1 1  2 2  
b 

t-" 
GlcNAC(a1-) P-P-Do1 

 an (61-4) GlcNAc (51-4) G~CNAC (al-) P-P-Do1 
Man (al-6 k' 

4 Dol-P-Man 4- 4 Dol-P 

Glc(al-2)Glc(al-2)Glc(al-3)Man(al-2)Man(al-2)Man(al-3) 

\ Man (61-4)GlcNAc (61-4)GlcNAc (ai-) P-P-Do1 
~an(al-2)~an(al-3) 

\ Man (al-6) / 
P-P-Do1 

&n(al-2)Man(al-6 

Glc (al-2)Glc(al-2)~lc(al-3)Man(ai-2)Man(al-2)Man(al-3) 

\ 

TRANSFERT DE L'OLIGOSACCHARIDE 

SUR LA PROTEINE I I 

MATURATION ET BIOSYNTHESE 

DES GLYCANNES OLIGOMANNOSIDIQUES 
Man(a1-2)Man(al-6) 

Man (al-3) I 

iMan(a1-3)  an( 61-4) VlcNAc ( 61-4) GlcNAc ( 61-N) Asn 

Man (al-6) 

F;:cr- 3 - Biosynthèse des glycannes des N-glycosylproteines: synthèse du 
dolichol-pyrophosphate-oligosaccharidr et transfert sur la 
protéine suivis des étapes de maturation; synthèse des glycannes 
de type oiigomannosidique. 



~an(a1-3) 
\ 

Mal (a -3 )  xan($1--4)~LcNAc(Y14) Glc~~c(61-NI-n 
\ 1 
. r r ( a l d )  

GlciictBt-4) 
\ 

GLdWc(B1-2) .~an(al-3) 

GlCNAc (61-2) 
~ r c f f ~ ~ ( 6 1 - 2 )  nan(al-3) 

\ 
~ ( 8 1 - 4 ) . 4  -(al-3) -(El-4)-R 

\ 1 
\ 

~ ~ ~ ( 6 1 - 4 ) - ~ a n ( 3 1 - 4 ) - ~  

.Yan (al-3j 
/- -  al-37 

h ( a 1 - 6 )  I  al-6) In - 
m ( a l d f  

I 
t- Man 

1' Man 
Gfcmc(d1-2) ~an(a1-3) 

\ 
,an(al-3) 

\ 
L ~ ( 6 1 - 4 b R  

1 
tau (al-6) 

Man 

Figure 4 - synthèse des glycannes de type mixte et N-acétyllactosaminique. 
R = (GlcNAc) Asn ; 1, II, III et IV : N-acétylglucosaminyltransférases 
1, II, III e$ IV.  après SCHACHTER et al. - 9 3 ) .  



Cet te  synthèse  de Glc Man GlcNAc -P-P-Do1 e s t  r é a l i s é e  dans 3 9 2 
l e  ret iculum endoplasmique rugueux. Dans l e  cas p a r t i c u l i e r  des 

lymphocytes, e l l e  s ' e f f e c t u e  en o u t r e  à l a  su r face  de l a  c e l l u l e  (CACAN 

e t  a l .  -94-1. 

B - TRANSFERT EN BLOC DE L'OLIGOSACCHARIDE SUR LA PROTEINE. 

La formation des o l igosacchar ides  l i é s  N-glycosidiquement à l a  

p ro té ine  commence p a r  l e  t r a n s f e r t  en b loc  du Glc Man GlcNAc2 aux 
3 9 

rés idus  d' asparagine de l a  chaîne polypep t id ique  naissante  sous 

1 ' a c t i o n  d '  une 01 igosaccharide t r ans fé rase .  

I l  e s t  actuel lement é t a b l i  que l a  N-glycosylation ne peut  

avo i r  l i e u  que si l e  rés idu  d 'asparagine  accepteur e s t  s i t u é  dans une 

séquence t r i p e p t i d i q u e  code : Asn-X-Ser ( T h r ) ,  appelé séquon (MARSHALL 

e t  NEUBERGER -95- ) , s i t u é e  elle-même dans un coude D ( AUBERT e t  a l .  

-96-, BEELEY -97-) . 
Ce t r a n s f e r t  a p p a r a î t  donc comme un phénomène co t rans la t ionne l  

e t  a  l i e u  dans l a  lumière du ret iculum endoplasmique rugueux ( v o i r  l e s  

revues de HANOVER e t  LENNARZ -98-, MONTREUIL -99-). 

Un a u t r e  système de t r a n s f e r t  e t  de synthèse de N-gly- 

cosylproté ines  a  é t é  démontré par  HOFLACK e t  a l .  (-100-1. 

L 'o l igosacchar idyl  t r a n s f é r a s e  s e r a i t  capable,  i n  v i t r o ,  de t r a n s f é r e r  

du N,N ' -d iacé ty lchi tobiose  directement s u r  l a  proté ine  à p a r t i r  du 

do1 ichol-pyrophosphate-chi tobiose ,  auquel succèdera i t  un allongement au 

g l  ycanne pa r  1 ' add i t ion  de mannose provenant de GDP-mannose . 



C - MATURATION ET BIOSYNTHESE DES GLYCANNES 
DE TYPE OLIGOMANNOSIDIQUE. 

Les g lucos idases  1 e t  II du ret iculum endoplasmique rugueux 

l i b è r e n t  l e s  3  rés idus  de glucose de l ' o l igosacchar ide  e t  l e  

conver t i ssent  en Man GlcNAc2 ( G R I N N A  e t  ROBBINS - L O I - ) .  La 
9 

néoglycoprotéine s e r a  e n s u i t e  t r anspor tée  vers  l a  région proximale de 

l ' a p p a r e i l  de Golgi où sous l ' a c t i o n  d 'une a-mannosidase, de un à 

qua t re  r é s idus  de mannose pourront ê t r e  enlevés ,  conduisant a i n s i  aux 

d i f f é r e n t e s  s t r u c t u r e s  de type 01 igomannosidique d é c r i t e s  dans l e  

Tableau III de l a  p.17 (TULSIANI e t  a l .  -102-, GPHEIM e t  TOUSTER 

-103-). Il  f a u t  néanmoins remarquer que BISCHOPP e t  KORNFELD (-104-) 

o n t  montré 1 ' ex i s t ence  d 'une a -mannosidase au niveau du ret iculum 

endoplasmique dont  l e  r ô l e  exact dans l a  maturation des  glycannes e s t  

inconnu. Dans l ' a p p a r e i l  de G O L G I ,  l a  p lupar t  des o l igosacchar ides  l i é s  

N-glycosidiquement ne r e s t e r a  pas sous l a  forme oligomannosidique, mais 

s e r a  conver t i e  en glycannes de type  mixte e t  s u r t o u t  de type N- 

acétyl lactosaminique.  Ce point  c a p i t a l  de r égu la t ion  s e r a  d i s c u t é  dans 

l e s  cenc lus iens  de ce  c h a p i t r e  ( p .  31 ) . 

D - SYNTHESE DES GLYCANNES DE TYPE HYBRIDE 
ET N-ACETYLLACTOSAMINIQUn ET ALLONGEMENT DES GLYCANNES. 

La synthèse de c e s  deux types de glycannes e s t  sous l a  

dépendance de l a  N-acétylglucosaminyltransférase 1, responsable de l a  

synthèse du GlcNAc Man5 GlcNAc2 qui  e s t  l e  s u b s t r a t  p r é f é r e n t i e l  des 

a-1,6 e t  a -1 ,3  mannosidases golgiennes c a t a l y s a n t  l a  formation de 

GlcNAc Man GlcNAc2 e t  GlcNAc Man GlcNAc2 (TABAS e t  KORNFELD -105-, 
4  3 

HARPAZ e t  SCHACHTER -106-) (vo i r  Figure 4  ; p.27). C ' e s t  à ce  s t a d e  de 

l a  maturat ion que s e  d i f f é r e n c i e n t  l e s  vo ies  biosynthét iques conduisant 

aux glycannes de type mixte e t  de type N-acétyllactosaminique. 



En e f f e t ,  d i f f é r e n t e s  N-acétylglucosaminyltransférases cata-  

lyse ron t  1 ' add i t ion  de ré s idus  de N-ac6ty lglucosamine aux motifs  

GlcNAc Man GlcNAc2, GlcNAc Man4 GlcNAc2 e t  GlcNAc Man3 GlcNAc2 pour 
5 

former des glycannes de type mixte ou N-acétyllactosaminique (SCHACHTER 

e t  a l .  -107-) ( v o i r  Figure 4: p. 27) .  

TULSIANI e t  TOUSTER (-108-) o n t  également montré que l e  

blocage des a -mannos idases  golgiennes par  un i n h i b i t e u r ,  l a  

swainsonine, provoquait l a  synthèse de glycannes de type mixte dans l e  

f o i e  de r a t .  

L'allongement de c e s  glycannes s e  t r a d u i s a n t  par  l a  formation 

d 'antennes s e  f e r a  pa r  l ' a d d i t i o n  success ive  : 

1 - de fucose en a -1,6 s u r  l a  N-acétylglucosamine du po in t  

d '  a t t ache  pa r  une fucosy l t r ans fé rase ,  à condit ion que l a  

première N-acétylglucosamine s o i t  t r a n s f é r é e  préalablement s u r  

1 'heptasaccharide à cinq rnannoses ( SCHACHTER e t  a l .  -log-) ; 

2 - de ga lac tose  formant l e s  chaînons de N-acétyllactosamine 

Gal(R1-4)GlcNAc, par  des ga lac tosy l t r ans fé rases  spéc i f iques  

( v o i r  l a  revue de SCHACHTER e t  ROSEMAN -110-) ; 

3 - d 'ac ide  s i a l i q u e  su r  l e  C3 ou l e  C6 du galac tose  en 

pos i t ion  t e rmina le  non r é d u c t r i c e ,  par des  s i a l y l t r a n s f é r a s e s  

(VAN DEN E I J N D E N  e t  a l .  -Ill-) ; 

4 - de fucose en a -1 ,3  ou en a -1,2 su r  l a  N-acétylglucosamine 

ou l e  ga lac tose ,  t o u s  deux s i t u é s  en p o s i t i o n  externe  des gly- 

cannes (PAULSON e t  a l .  -112-, BEYER e t  a l .  -113-1. 

5 - de N-acétylglucosamine en B-1,3 s u r  l e  ga lac tose  en 

pos i t ion  ex te rne ,  par des N-acétylglucosaminyltransférases, 

dans l e  cas  de l a  formation des  glycannes de type poly-N- 

acé ty l l ac  tosaminique (RUSSIN e t  a l .  -114- ) . 



Dif fé ren t s  exemples de c e s  s t r u c t u r e s  s o n t  donnés dans l e s  tableaux I V  

e t  V (p .  19 e t  20). 

III - CONCLUSIONS 

Un d e s  problèmes majeurs de l a  biosynthèse des glycannes des  

N-glycosylprotéines r é s i d e  dans l e  f a i t  que l ' o n  ne connaî t  pas l e s  

r a i sons  pour l e s q u e l l e s  un glycanne r e s t e r a  ae type oligomannosidique 

ou évoluera v e r s  l e s  types  mixte e t  N-acétyllactosaminique. 

POLLACK e t  ATKINSON ( - 1 5 -  on t  é tud ié  l a  p o s i t i o n  des  

g l  ycanne s , s u r  l a  chaîne pept id ique  d 'une  cinquantaine de 

g lycoproté ines  dont l a  séquence pept id ique ,  l e s  si t e s  de g lycosy la t ion  

e t  l e s  s t r u c t u r e s  glycanniques é t a i e n t  connues. Les glycannes de type 

N-acétyllactosaminique s o n t  l o c a l i s é s  au voisinage de 1' ext rêmité  

N-terminale des p ro té ines  t and i s  que l e s  glycannes de type 

oligomannosidique s o n t  p lus  é lo ignés  de c e t t e  région. Ce s e r a i t  donc l a  

nature de l a  p a r t i e  pept id ique  au voisinage du s i t e  de g lycosyla t ion  

qui i n d u i r a i t  l a  synthèse des  glycannes de type N-acétyllactosami- 

nique. 

HSIEH e t  ROBBINS - 1 1 6 -  on t  examiné l a  synthèse e t  l e  

"processing" des glycannes des glycoprotéines du v i r u s  Sindbis  

i n f e c t a n t  d e s  c e l l u l e s  de Moustique ( c e l l u l e s  C6/36), c e s  d e r n i è r e s  

n ' é t a n t  capables de s y n t h é t i s e r  que des glycannes de type 

01 igomannosidique. Après i n f e c t i o n  de c e l l u l e s  de Vertébrés,  l e s  

glycoprotéines v i r a l e s  possèdent à l a  f o i s  des s t r u c t u r e s  de type  

oligomannosidique e t  N-acétyllactosaminique. Lors de l ' i n f e c t i o n  de 

c e l l u l e s  de Moustique par  l e  v i r u s  Sindbis ,  l a  synthèse des  glycannes 

de type oligomannosidique n ' e s t  pas  modifiée t and i s  que l e s  glycannes 

de type N-acétyl lac tosaminique ne pocvant ê t r e  s y n t h é t i s é s  dans c e s  

c e l l u l e s  s o n t  remplacés pa r  l a  s t r u c t u r e  Man GlcNAc2, qui  r ep résen te  
3 



l a  s t r u c t u r e  glycannique l a  p lus  "élaborée" s y n t h é t i s é e  par  c e s  

c e l l u l e s .  Ces au t eu r s  concluent  que l e s  dé te rminants  pep t id iques  

r é g u l a n t  l a  matura t ion  e t  l ' é l o n g a t i o n  des  glycannes s o n t  reconnus en 

d é p i t  des  divergences é v o l u t i v e s  e t  de  ce  f a i t  s e r a i e n t  un ive r se l s .  

Au vu de l a  complexi té  de l a  biosynthèse de glycannes,  qu i  

a u t o r i s e  une grande hé t é rogéné i t é  s t r u c t u r a l e ,  on peu t  s e  poser  l a  

q u e s t i o n  s u i v a n t e  : c e t t e  h é t é r o g é n é i t é  e s t - e l l e  l e  r e f l e t  d '  a c t i v i t é s  

b io logiques  s p é c i f i q u e s  ou e s t - e l l e  sans  s i g n i f i c a t i o n  ? C ' e s t  à c e t t e  

ques t ion ,  que nous e s sa i e rons  de répondre dans l e  c h a p i t r e  su ivan t .  



CHAPITRE III 

L'HETEROGENEITE DFS GLYCANNES DES GLYCOPROTEINES : 

UN REFLET DR LEUR ACTIVITE BIOLOGIQUE. 

Les g lycopro té ines  s o n t  largement répandues dans l e  monde 

v i v a n t ,  au  niveau c e l l u l a i r e ,  dans l e  cytoplasme ou i n t é g r é e s  dans les 

membranes et l e s  p a r o i s  c e l l u l a i r e s ,  a i n s i  que dans l e s  s é c r é t i o n s  e t  

l e s  l i q u i d e s  b io logiques .  De nombreuses p r o t é i n e s  longtemps cons idérées  

comme d e s  ho lop ro té ines  s e  r é v è l e n t  ê t r e  des  g lycopro té ines  e t  la  

c o n t r i b u t i o n  des s u c r e s  aux d i f f é r e n t e s  a c t i v i t é s  b io log iques  de c e s  - - ,  

composés ( enzymes , hormones, r écep teu r s  , t r a n s p o r t e u r s  membranaires , 
. . .) - demeure en grande p a r t i e  inconnue. 

Les premières  approches de c e  problème o n t  é t é  p o s s i b l e s  grâce  

à l ' u t i l i s a t i o n  -- . -  de ." g lycos idases  - -  - -  - - - - . -  s p é c i f i q u e s ,  permet tan t  d ' e n l e v e r  t o u t  

ou p a r t i e  des  s u c r e s  d 'une  g lycopro té ine ,  en r e s p e c t a n t  l ' i n t é g r a l i t é  

de s a  p a r t i e  p ro t é ique ,  de  manière à déterminer  l e  r ô l e  des  s u c r e s  dans 

l ' a c t i v i t é  b io logique  (ROTH -117-), l a  d i f f i c u l t é  majeure r é s i d a n t  dans 

l ' o b t e n t i o n  de g lycos idases  pu res  e t  dépourvues d ' a c t i v i t é  p ro t éas ique  

contaminan t e .  -- -- 

Un deuxième type  d 'approche,  p lus  r é c e n t ,  e s t  l i é  au  f a i t  que 

1 'on d i s p o s e  de subs tances  permet t a n t  d '  i nh ibe r  l a  glycosy l a t i o n  des  

p r o t é i n e s  i n  v ivo  d 'une  manière con t rô l ée .  Des a n t i b i o t i q u e s  comme l a  

tunicamycine ou 1 ' amphomycine, des  analogues de s u b s t r a t s  comme l e  2- 

déoxy-D-glucose, i nh iben t ,  par  exemple, l e  c y c l e  d e s  d o l i c h o l s  ( v o i r  

l e s  r evues  de STRUCK e t  LENNARZ -118-, SCHWARTZ e t  DATEMA -119- ) . 

Une t ro i s i ème  approche c o n s i s t e  à s é l e c t i o n n e r  d e s  mutants 

c e l l u l a i r e s  e s ,  q u i  

p ré sen te ron t  des  a l  t e r a t i  ons permanentes des  s t r u c t u r e s  glycanniques 

des g lycopro té ines  c e l l u l a i r e s  par  d é f i c i t  en c e r t a i n e s  



glycosyl t ransférases .  Des c lones  c e l l u l a i r e s ,  par comparaison aux 

l i g n é e s  mères, sont  d ' e x c e l l e n t s  modèles d ' é tude  du r ô l e  des glycannes 

au niveau c e l l u l a i r e  (HUGHES e t  a l .  -120-). 

L ' u t i l i s a t i o n  de c e s  d i f f é r e n t e s  méthodes a  permis de dégager 

non pas un seu l ,  mais de t r è s  nombreux r ô l e s  d i v e r s i f i é s  e t  

a t t r i b u a b l e s  aux glycannes se lon l e  type de glycoprotéine e t  l a  

s t r u c t u r e  des glycannes. Mais l e s  informations s u r  l e s  r e l a t i o n s  

s t r u c t u r e  glycannique - fonct ion  biologique ne son t  que t r è s  

p a r t i e l l e s ,  de même que t r è s  c o n t r a d i c t o i r e s  s e l o n  l e s  modèles é tudiés .  

1 - ROLE DES GLYCANNES DANS LA CONFORMATION DES GLYCOPROTEINES. 

La glycosyla t ion  des  p r o t é i n e s  i n t r o d u i t  des  modificat ions de 

l e u r  masse moléculaire,  de l eu r  forme e t  de l e u r s  p ropr ié t é s  physico- 

chimiques. Un premier exemple concerne l e s  mucines des glandes sous- 

max i l l a i r e s  de mouton, qui  comportent p lus ieu r s  cen ta ines  de glycannes 

si a l y l é s  l i é s  O-glycosidiquemen t à l a  chaîne peptidique (GOTTSCHALK - 
121-) conférant  à l a  p ro té ine  une s t r u c t u r e  en bâtonnet à rapport  a x i a l  

é l evé .  La déglycosylat ion complète de c e t t e  mucine l u i  donne une 

s t r u c t u r e  g lobu la i re  e t  l u i  f a i t  perdre l a  p ropr ié t é  de donner des 

s o l u t i o n s  visqueuses (CALLAGHAN - ROSE e t  a l .  -122-). 

Un a u t r e  bon exemple e s t  apporté par  l e s  travaux du groupe de 

KORNFELD s u r  l a  glycoprotéine G du v i r u s  de l a  s tomat i t e  vésiculeuse 

(VSV). En inhibant  s a  g lycosy la t ion  par  l a  tunicamycine, c e t t e  p r o t é i n e  

s ' a g r è g e  dans l a  c e l l u l e  (GIBSON e t  a l .  -123-) e t  ne peut pas 

p a r t i c i p e r  à l 'assemblage du v i r u s ,  mais c e t t e  agrégat ion  e s t  

thermodépendante puisqu'en u t i l i s a n t  un mutant VSV (ORSAY), l a  proté ine  

G non glycosylée ne s '  agrège pas à 30°C (GIBSON e t  a l .  -124-). Ces 

phénomènes d '  agrégat ion  s 'observent  à l a  f i n  de l a  synthèse proté ique ,  

au moment où l a  proté ine  d e v r a i t  acquér i r  s a  s t r u c t u r e  t e r t i a i r e ,  si 

l ' o l igosacchar ide  Glc Man GlcNAc2 n ' e s t  pas t r a n s f é r é  (GIBSON e t  a l .  
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-12%) ,d'où l 'hypothèse  qu'un des r ô l e s  majeurs de ce type 

d 'o l igosacchar ide  s e r a i t  de permettre à l a  proté ine  d ' acquér i r  sa  

conformation ( KORNFELD -126-1 . 
De nombreux glycoerzymes ont  é t é  soumis à l ' a c t i o n  de 

glycos idases  a f i n  de comparer l e u r s  a c t i v i t é s  avant e t  après dégl ycosy- 

l a t i o n .  CHU e t  a l .  (-127-) montrent que l a  déglycosylat ion par  l 'endo- 

N-acéty 1-R-D-glucos ami nidase H de 1 ' i n v e r t a s e  de levure de b i è r e  n '  a  

pas d ' e f f e t  d i r e c t  s u r  son a c t i v i t é  c a t a l y t i q u e  mais diminue s a  

r é s i s t a n c e  v i s  à v i s  des  agents  dénaturants  ( température,  ac ides ,  ... ).  

Des r é s u l a t s  s i m i l a i r e s  o n t  é t é  obtenus s u r  d ' a u t r e s  types d'enzymes 

comme l a  r ibonucléase ( WANG e t  HIRS -128- ) . 

La s t a b i l i s a t i o n  des  enzymes e s t  un problème technologique 

t r è s  important e t  de récentes  études montrent q u ' i l  e s t  poss ib le  

d '  augmenter, par  exemple, l a  thermostabil  i t é  d '  amylases pa r  glyco- 

s y l a t i o n  non enzymatique ( LENDERS e t  CRICHTON -129- ) . 

II - EFFsTS PROTECTEURS DES GLYCANNES ENVERS LA PROTEOLYSE NON 

SPECIFIOUE. 

Au niveau c e l l u l a i r e ,  de nombreuses p ro té ines  e t  

glycoprotéines sont  d '  abord syn thé t i sées  sous l a  forme d 'une chaîne 

polypeptidique de hau t  poids moléculaire qui donnera, après  des 

d iges t ions  protéolyt iques  spéc i f iques ,  des composés biologiquement 

a c t i f s  ( v o i r  l e s  revues de SCHWARTZ e t  DATEMA -130-, -131-1. Ces 

phénomènes pos t - t r a n s l a t i o n n e l s  o n t  é t é  é t u d i é s  dans l a  biosynthèse de 

t r o i s  g lycoproté ines  de l 'enveloppe du v i rus  Semliki Fores t  qui  

dér ivent  d 'un  précurseur unique glycosylé.  En présence de tunicamycine, 

l a  protéolyse  spéc i f ique  ne semble pas ê t r e  modifiée (GAROFF e t  SCHWARZ 

-132-) . Par c o n t r e ,  d ' a u t r e s  travaux comme ceux s u r  l e  précurseur de 

1' adrénocor t icot ropine  e t  de l a  R-lipotropine ( LOH e t  GAINER -133-) 



montrent qu 'en l ' absence  de g lycosyla t ion ,  l e s  protéases  ne 

reconnaissent  p lus  l e u r s  s i t e s  spéc i f iques  de coupure e t  de ce f a i t  

produisent  d e s  pept ides  atypiques dépourvus d ' a c t i v i t é  biologique. 

III - LES GLYCANNES EN TANT QUE SIGNAUX DE RECONNAISSANCE. 

Les glycoprotéines après  l e u r  synthèse au niveau du ret iculum 

endoplasmique rugueux auront  t r o i s  des t inées  ( v o i r  Figure 5 ; p.37) : 

1 - i n t é g r a t i o n  dans l e s  membranes i c e l l u l a i r e s  ou cytoplas- 

miques) dans l e  cas  des  g lycoproté ines  membranaires ; 

2 - i n t é g r a t i o n  dans l e s  lysosomes pour l e s  enzymes lyso- 

somiales par  phosphorylâtion en 6 de ré s idus  de mannose de 

glycannes de type oligomannosidique ; 

3 - déversement à l ' e x t é r i e u r  de l a  c e l l u l e  pour l e s  glyco- 

p ro té ines  de séc ré t ion .  

Selon l eu r  d e s t i n a t i o n ,  ces  glycoprotéines so lub les  ou 

membranaires por teront  des signaux de reconnaissance d i f f é r e n t s  

(proté iques  e t /ou  gluc idiques)  e t  s e r o n t  t ranspor tées  spécifiquement 

vers  l e s  d i f f é r e n t s  compartiments c e l l u l a i r e s .  

L 'hé térogénéi té  des  s t r u c t u r e s  glycanniques ne semble pas ê t r e  

l i é e  aux des t inées  d i f f é r e n t e s  des glycoprotéines membranaires ou 

so lub les  (excepté l e  cas  p a r t i c u l i e r  des enzymes lysosomiales d é c r i t  à 

l a  page p. 43) .  En e f f e t ,  l e s  glycannes des glycoprotéines so lub les  ou 

membranaires s o n t  s i m i l a i r e s  e t  il e s t  p lus  probable que l a  ségrégat ion  

e n t r e  c e s  deux types de composés s o i t  dépendante de l a  séquence 

peptidique s i g n a l ,  (KORNFELD e t  KORNFELD -134-1 . Cet te  séquence permet 

l ' anc rage  dans l a  membrane du ret iculum endoplasmique rugueux des 

p ro té ines  en vo ie  de synthèse,  p u i s  l a  t r a n s l o c a t i o n  complète dans l a  



Figure 5 - ~e~résentation schématique de la synthèse (l), du catabolisme 
(2, 3, 4) et du recyclage des récepteurs membranaires (2a, 3a, 
4a). RER : reticulum endoplasmique rugueux ; REL : reticulum 
endoplasmique lisse; Y : glycoprotéine mernbranaire ; O : ligand ; 
////// : clathrine (D'après : KREISEL et al. 135). 



lumière du R.E .R. ,  des g lycoproté ines  so lub les ,  ou incomplète, des  

glycoprotéines rnembranaires qui r e s t e n t  ancrées dans l a  membrane ( v o i r  

l a  revue de GOGSTAD e t  HELGELAND -136-1. 

Une a u t r e  hypothèse repose su r  l a  présence de séquences 

pept id iques  d ' a r r ê t  s toppant  l a  t r a n s l o c a t i o n  des g lycoproté ines  à 

des t inée  membranaire, e t  de séquences peptidiques d '  é l iminat ion  

provoquant l e  passage compl e t  des glycoprotéines a  des t inée  e x c r é t r i c e  

dans l a  lumière du R.E.R. (BLOBEL -137-). 

Le mécanisme d ' excré t ion  des glycoprotéines se f e r a i t  par 

l ' i n t e r m é d i a i r e  de vés icu les  d 'exocytose ( v o i r  l a  revue de MORRE e t  a l .  

-138-), mais l e  mécanisme de d i s t r i b u t i o n  spéc i f ique  des  g lycoproté ines  

membranaires aux d i f f é r e n t s  compartiments c e l l u l a i r e s  (membranes 

nuc léa i res ,  mitochondriales , cytoplasmiques . . . ) r e s t e  énigmatique 

(GOGSTAD e t  HELGELAND -1 39- ) . 
Il f a u t  néanmoins remarquer que l ' o n  ne dispose p a s  de données 

s t m c  t u r a l e s  suffisamment f i n e s  des glycannes des d i f f é r e n t s  

compartiments c e l l u l a i r e s  pour nég l ige r  l e u r s  r ô l e s  dans c e s  processus 

de t r a n s p o r t  . 

Il e x i s t e  de nombreux exemples du r ô l e  des glycannes comme 

signaux de reconnaissance des glycoprotéines i n  s i t u  ou pour l e u r  

catabol  isme. Nous d é t a i l l e r o n s  c e s  deux po in t s  en séparant  l e s  

glycoprotéines membranaires des glycoprotéines des l j q u i d e s  

biologiques.  



A - ROLE DES GLYCANMES DES GLYCOPROTEINES MTWBRANAIRES- 

1 - En t a n t  que déterminants ant igéniques.  

Tandis que l e s  g lyco l ip ides  de 1 ' hématie suppor tent  l e s  

a c t i v i t é s  de groupe sanguin A ,  B ,  O ,  l e s  glycoprotéines de l a  membrane 

du g lobule  rouge por tent  l e s  déterminants M e t  N qui c o n s t i t u e n t  l e  

second système de groupe sanguin : c ' e s t  l a  glycophorine, glycoprotéine 

majeure de l ' hémat ie  qui  p o r t e  c e s  a c t i v i t é s  de groupe s u r  s e s  

glycannes de type  O-glycosidique ( s t r u c t u r e s  d é c r i t e s  dans l e  Tableau 

II ; p.12) mais également grâce à l a  séquence pentapeptidique N 

terminale (SPRINGER e t  YANG -140-, WASNIOWSKA e t  a l .  -141-). L ' a c t i v i t é  

de groupe 1 e s t  également l i é e  aux glycoprotéines membranaires de 

l 'hémat ie  e t  e s t  por tée  par  un glycanne de type N-glycosidique (EBERT 

e t  a l .  -142-). 

De nombreux ant igènes  membranaires s o n t  de na tu re  glyco- 

proté in ique ,  comme l e s  ant igènes d 'h i s tocompat ib i l i t é  du système H-2 

chez l a  Sour is  (NATHENSON e t  CULLEN -143-) mais dans c e  c a s  il ne 

semble pas que l e s  glycannes in te rv iennen t  dans l ' a c t i v i t é  ant igénique.  

2 - En t a n t  que récepteurs  de v i r u s  e t  de bac té r i e s .  

L ' i n f e c t ï o n  de c e l l u l e s  d 'Eucaryotes par  des v i r u s  e t  des 

b a c t é r i e s  n é c e s s i t e  une é tape  de f i x a t i o n  de ces  agents i n f e c t i e u x  sur 

l a  membrane de l a  c e l l u l e  hôte  e t  l e s  glycannes des glycoprotéines 

membranaires p a r t i c i p e n t  dans c e r t a i n s  cas à ces phénomènes de 

reconnaissance. La glycophorine e t  p lus  par t icul ièrement  s e s  r é s idus  

d ' ac ide  N-acétylneuraminique jouent l e  r ô l e  de récepteurs  des  myxovirus 

qui possèdent des  l e c t i n e s  spéc i f iques  de ces  s u c r e s  (KATHAN e t  WINZLER 

-144-, PAULSON e t  a l .  -145-1. Cer ta ines  souches d lEn té robac té r i e s  



pathogènes comme E.coli  346 possèdent des  l e c t i n e s  spéci f iques  des  

glycannes de type oligomannosidique des g lycoproté ines  des membranes 

des c e l l u l e s  é p i t h é l i a l e s  (FIRON e t  a l .  -146-). 

En t a n t  que récepteurs  de molécules so lubles .  

Un t r è s  b e l  exemple de récepteurs  hormonaux impliquant l e s  

glycannes nous e s t  fourn i  par  l e s  recherches s u r  l e s  récepteurs  

hépatocyta i res  e t  adipocyta i res  de 1 ' i n s u l i n e  ( CUATRECASAS e t  a l .  

-147-). Ces auteurs  o n t  montré que ces  récepteurs  sont  des  

glycoprotéines perdant l e u r  capac i t é  de f i x a t i o n  de 1 ' i n s u l i n e  après  

t r a i t ement  par  l a  R-D-galactosidase. Ce s o n t ,  p lus  précisément, l e s  

glycannes du récepteur qu i  permettent d ' a b a i s s e r  s a  cons tante  

d ' a f f i n i t é  v i s  à v i s  de l ' i n s u l i n e  (PICARD e t  a l .  -148-). 

Un c e r t a i n  nombre de l e c t i n e s  i s o l é e s  de p l a n t e s ,  comme l a  

concanavaline A i s o l é e  de Canavalia ensiformis ou l a  PHA i s o l é e  de 

Phaesolus v u l g a r i s ,  son t  mitogènes à f a i b l e  concentra t ion ,  pour l e s  

lymphocytes (HADDEN e t  a l .  -149-, ALLAN e t  CRUMPTON -150-), e t  à f o r t e  

concentra t ion ,  deviennent cytotoxiques. D ' a u t r e s  l e c t i n e s  comme l a  

r i c i n e ,  l e c t i n e  toxique RCA de Ricinus Communis (NICOLSON e t  BLAUSTEIN 
2 

-151-1 ne présentent  pas d ' a c t i v i t é  mitogène e t  sont  cytotoxiques à 

f a i b l e s  doses. Ce t t e  de rn iè re  p ropr ié t é  a é t é  mise à p r o f i t  p a r  

l ' é q u i p e  de HUGHES (MEAGER e t  a l .  -152-) pour sé lec t ionner  des  mutants 

c e l l u l a i r e s  r é s i s t a n t s  à l a  r i c i n e  e t  par  d i f f é r e n t s  au teurs  pour t i r e r  

p a r t i e  de sa  c y t o t o x i c i t é  en l a  c i b l a n t  spécifiquement vers  l e s  

c e l l u l e s  cancéreuses à 1' a i d e  d '  an t i co rps  spéc i f iques .  Dans ces deux 

c a s ,  l e  l igand e s t  une l e c t i n e  e t  l e s  r écep teurs  membranaires des  

glycannes de N-glycosylprotéines. 

En ce qui  concerne l a  s t imula t ion  mitogénique pa r  l a  L4PHA 

(une i s o l e c t i n e  des  P.H.A. ) ,  il r e s s o r t  des t ravaux de CUMMINGS e t  

KORNFELD (-153-) que l e  glycanne récepteur  p o u r r a i t  ê t r e  du type N- 

acé ty l l ac  tosaminique, tri- ou té t raantenné,  possédant au moins un 

r é s idu  d '  a -mannose s u b s t i t u é  s u r  s e s  carbones C-2 e t  C-6. Mais, l a  



r e l a t i o n  e n t r e  l a  f i x a t i o n  de l a  l e c t i n e  s u r  l a  membrane e t  l e  

déclenchement de l a  mitose n ' e s t  pas connue. Dans l e  cas de l a  

c y t o t o x i c i t é  de l a  r i c i n e  v i s  à v i s  des  f i b r o b l a s t e s ,  l e  récepteur  

glycannique de c e t t e  l e c t i n e  s e r a i t  de type N-acétyllactosaminique 

puisque l e s  mutants c e l l u l a i r e s  r é s i s t a n t s '  obtenus ne possèdent à l e u r  

surface  que des glycannes de type oligomannosidique ou mixte (HUGHES 

e t  a l .  -154-) . 
Le cas  p a r t i c u l i e r  du récepteur  dtASHWELL s e r a  t r a i t é  à l a  

page 44. 

4 - Dans l ' adhés ion  c e l l u l a i r e .  

Le r ô l e  d e s  glycannes dans l e s  mécanismes de reconnaissance e t  

d '  adhésion c e l l u l a i r e s  r e s t e  mal connu. D i f f é r e n t s  modèles d ' i n t e r a c -  

t i o n  i n t e r c e l l u l a i r e  met tant  en jeu des  couples glycanne-récepteur o n t  

néanmoins é t é  proposés : 

1 - Selon ROSEMAN (-155-) e t  ROTH e t  a l .  (-156-) , l e  récepteur  

s e r a i t  une g lycosy l t r ans fé rase  membranaire d ' m e  c e l l u l e  e t ,  

l e  s u b s t r a t ,  un glycanne d 'une  a u t r e  c e l l u l e ,  e t  l a  formation 

du complexe enzyme-substrat s e r a i t  responsable du phénomène de 

reconnaissance. Cependant, 1 ' in te rven t ion  des ectoglyco- 

s y l t r a n s f é r a s e s  dans 1' adhésion c e l l u l a i r e  n ' a  pu ê t r e  

démontrée. 

2 - Des l e c t i n e s  membranaires pourra ient  p a r t i c i p e r  à l a  

reconnaissance c e l l u l a i r e ,  comme dans l e  cas  de l ' adhés ion  de 

c e l l u l e s  embryonnaires d ' o u r s i n  (TONEGAWA e t  DOI-157-) ou dans 

l e s  phénomènes de reconnaissance i n t e r c e l l u l a i r e  de 1 ' amibe 

Dictyostelium discoideum (RAHMSDORF e t  a l .  -158-) . 



Des c e l l u l e s  de lymphome inurin, à haut  pouvoir métas tasant ,  

possèdent à l e u r  surface  des ant igènes  T ,  c a r a c t é r i s é s  par  l e  

d isacchar ide  Ga1 (81-3)GalNAc s i t u é  à l ' e x t r ê m i t é  non r é d u c t r i c e  des 

glycannes membranaires. SPRINGER e t  al.(-159-) on t  proposé que l e  

récepteur l e c t i n i q u e  d '  ASHWELL spéc i f ique  des r é s idus  de galac tose  

( v o i r  p.44) é t a i t  responsable de l a  reconnaissance hépatocyte - ce l lu -  

l e s  métastasantes.  

D 'au t res  molécules sont  responsables de l ' adhés ion  in te r -  

c e l l u l a i r e  e t ,  en p a r t i c u l i e r ,  l a  f ib ronec t ine ,  glycoprotéine de haut  

poids moléculaire. Mais les glycannes de l a  f ib ronec t ine  ne semblent 

pas ê t r e  impliqués dans c e t t e  fonc t ion ,  puisqu'en présence de 

tunicamycine, l a  f ib ronec t ine  non glycosylée  conserve s e s  p r o p r i é t é s  

(OLDEN e t  a l .  -160-). Par con t re ,  l e s  glycannes des glycoprotéines 

membranaires a u r a i e n t  un r ô l e  déterminant puisque des  f i b r o b l a s t e s  de 

r e i n  de Hamster après croissance en présence de tunicamycine, 

présentent  un d é f a u t  d'adhésion à l a  f ib ronec t ine  (BUTTERS e t  a l .  - 
161-) . 

5 - L  

membranaires. ( v o i r  l a  revue généra le  de KREISEL e t  a l .  

-162-1 

Comparés aux études s u r  l e u r  biosynthèse,  t r è s  peu de travaux 

o n t  é t é  r é a l i s é s  s u r  l e  r ô l e ,  l e  mode de dégradation e t  l e  recyclage 

des  g lycoproté ines  membranaires. Ces composés q u i t t e n t  l a  membrane 

plasmique à c e r t a i n e s  périodes de l a  v i e  c e l l u l a i r e  : 

1 - par  un mécanisme d ' i n t e r n a l i s a t i o n  conduisant à l a  for -  

mation de vés icu les  dont  l e  contenu s e r a  d igéré  sous l ' a c t i o n  

des  enzymes lysosomiales ; 



2 - p a r  un mécanisme d ' i n t e r n a l i s a t i o n  s p é c i f i q u e  dans  l e  c a s  

de r é c e p t e u r s  accompagnés de l e u r s  l i g a n d s ,  hormones, to- 

x i n e s ,  macromolécules ou p a r t i c u l e s  (ANDERSON e t  a l .  -163-1 

sous l a  forme de "coated v e s i c l e s "  dont  l ' enve loppe  e s t  

c o n s t i t u é e  de  c l a t h r i n e  (PEARSE -164-). Ces r é c e p t e u r s  s e r o n t  

e n s u i t e  r e c y c l é s  v e r s  l a  membrane plasmique ap rès  une dégrada- 

t i o n  ménagée de l e u r s  glycannes e t  une r eg lycosy la t ion  gol- 

gienne ( v o i r  l ' a r t i c l e  de TANABE e t  a l .  -165-, pour l e  

r ecyc lage  du r écep teu r  dlASHWELL). 

Ces d i f f é r e n t s  mécanismes s o n t  résumés dans l a  F igure  5  

(p.  3 7 ) .  

B - ROLE DES GLYCANNES DES GLYCOPROTEINES DES LIQUIDES BIOLOGIQUES. 

1 - Rôle des  glycannes dans l e  t r a n s p o r t  e t  l ' e x c r é t i o n  des  

g lycopro té ines  s o l u b l e s  . 

I l  y  a  une v i n g t a i n e  d 'années ,  on ne d i s p o s a i t  que de  peu de  

renseignements  s u r  l e  r ô l e  b io logique  des  glycannes e t  EYLAR (-166-1 

pos tu l a  que l a  g l y c o s y l a t i o n  c o n s t i t u a i t  l e  "passeport"  n é c e s s a i r e  à l a  

s é c r é t i o n  des g lycopro té ines  ( " e x i t  p a s s p o r t " ) .  Disposant ac tue l lement  

d ' i n h i b i t e u r s  d e  l a  g lycosy la t ion  i n  v i v o ,  on c o n n a î t  de nombreux modè- 

l e s  in f i rmant  c e t t e  hypothèse. Les s é c r é t i o n s  de l 'ovalbumine de 

l ' o v i d u c t e  de poule  (KELLER e t  SWANK -167-), de l ' i n t e r f é r o n  humain 

( M I Z R A H I  e t  a l .  -168-), de l a  t r a n s f e r r i n e  (STRUCK e t  a l .  -169-1 ne 

s o n t  p a s  i nh ibées  en présence de tunicamycine. Par c o n t r e ,  l e s  

s é c r é t i o n s  de l ' i n v e r t a s e  de l evu re  de b i è r e  (KU0 e t  LAMPEN -170-1 ou 

du procol lagène  de  f i b r o b l a s t e s  humains (HOUSLEY e t  a l .  -171-1 s o n t  

modif iées  en c a s  d ' i n h i b i t i o n  de l a  g lycosy la t ion .  



C ' e s t  en c e  qui  concerne l e s  hydro lases  lysosomia les  que l e  

r ô l e  des  glycannes e s t  l e  p l u s  c l a i r .  Ces enzymes, s y n t h é t i s é e s  au 

niveau du r e t i cu lum endoplasmique rugueux, de l a  même manière que l e s  

g lycopro té ines  de s é c r é t i o n ,  vont  ê t r e  spécif iquement  t r a n s f é r é e s  dans 

l e s  lysosomes où e l l e s  p a r t i c i p e r o n t  aux d i f f é r e n t s  ca tabol i smes ,  dans 

un environnement ac ide .  T r o i s  t y p e s  d 'hypothèse de  cheminement c e l l u -  

l a i r e  de c e s  enzymes o n t  é t é  proposés : 

1 - t r a n s p o r t  i n t r a c e l l u l a i r e  ( v o i r  l a  revue de NOVIKOFF 

-172-) ; 

2 - t r a n s p o r t  v i a  une s é c r é t i o n  e t  une r ecap tu re  u l t é r i e u r e  

( v o i r  l a  revue  de NEUFELD e t  a l .  -173-1 ; 

3 - t r a n s p o r t  v i a  l a  s u r f a c e  c e l l u l a i r e  (HASILIK e t  NEUFELD 

-174- 1 .  

Les v o i e s  2 e t  3 ne s o n t  p a s  à exc lu re ,  mais il semble que l a  

vo ie  1 s o i t  p r i n c i p a l e .  

Le c i b l a g e  des  enzymes lysosomia les  v e r s  l e s  lysosomes met en  

jeu une s é r i e  de mod i f i ca t ions  du glycanne résumées dans l a  F igure  6 ,  

(p .  45 ) , conduisant  à l a  formation de mannose-6-phosphate à 1 ' extrêmi t é  

non r é d u c t r i c e  du glycanne (KAPLAN e t  a l .  -175-, HASILIK e t  a l .  -176-1 

qu i  s e r a  reconnu par  des  r é c e p t e u r s  i n t r a c e l l u l a i r e s  hautement 

s p é c i f i q u e s  (SLY e t  FISCHER -177-). La présence  de c e s  r é s i d u s  de 

mannose-6-phosphate e s t  e s s e n t i e l l e  au  c i b l a g e  des  enzymes lysosomia les  

néosynthé t i sées  v e r s  l e  lysosome : un d é f i c i t  en N-acétylglucosamine- 

1-phosphotransf é r a s e  e n t r a î n e  l a  non-formation de ce s i g n a l  de 

reconnaissance e t  1 ' e x c r é t i o n  d e s  enzymes (mucolipidoses II e t  I I I ,  

HASILIK e t  a l .  -178-1 . 
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Figure 6 - Formation des mannose -6-phosphatesdes enzymes lysosomiales. 
1 : N-acétylglucoçamine-1-phosphotransférase; 2: phosphogly- 
cosidase; 3: a-mannosidase; 4: phosphatase;l]: N-acétylglu- 
cosamine;O: mannose. 



2 - Les glycannes des g lycoproté ines  c i r c u l a n t e s  son t  des 

signaux de reconnaissance des t inés  à des c e l l u l e s  c i b l e s .  

La démonstration é c l a t a n t e  de ce  r ô l e  a  é t é  apportée pa r  l e s  

travaux du groupe dlASHWEEL, dans l e s  années 1970 ( v o i r  l a  revue 

dl ASHWELL e t  MORELL -179-) : l a  d é s i a l y l a t i o n  des  g lycoproté ines  

c i r c u l a n t e s  provoquant l ' a p p a r i t i o n  de ré s idus  de galac tose  en pos i t ion  

terminale non réduc t r i ce  des glycannes , en t ra îne  l e u r  rapide 

d i s p a r i t i o n  du sang. Ces as i a log lycopro té ines  son t  d '  abord reconnues 

Par 

hépatocytes, puis  i n t e r n a l i s é e s  par  l ' i n t e r m é d i a i r e  d'endosomes e t  

dêgradées a p r è s  l a  c o n s t i t u t i o n  d 'un  lysosome secondaire par  f u s i o n  des  

endosomes e t  des lysosomes primaires.  Ces récepteurs  sont  de nature 

glycoprotéinique (KAWASAKI e t  ASHWELL -180-1 e t  l a  présence d ' ac ide  

s i a l i q u e  e s t  nécessa i re  à l a  reconnaissance (STOCXERT e t  a l .  -181-1. 

Des recherches de ce  type de récepteurs  o n t  é t é  menées s u r  

d ' a u t r e s  types  c e l l u l a i r e s ,  comme l e s  c e l l u l e s  de Kupfer qui  possèdent 

des  r écep teurs  à ga lac tose  responsables du catabolisme de p a r t i c u l e s  

comme des e r y t h r  -. ~. . ..+. *.-". 

(KOLB-BACHOFEN e t  a l .  -182-) . De t e l s  récepteurs  s e  r e t rouven t  chez l e s  

Poissons, l e s  Oiseaux, l e s  p lan tes  ( v o i r  l a  revue de MONSIGNY e t  a l .  
*- -- 
-183-) . 

IV - CONCLUSIONS. 

A t r a v e r s  c e s  d i f f é r e n t e s  é tudes ,  il appara î t  que l e s  

glycannes jouent  deux types de r ô l e  : 



Le premier e s t  d ' o r d r e  physicochimique : l e s  glycannes 

s t a b i l i s e n t  l a  p ro té ine ,  con t r ibuen t  à l a  formation de s a  s t r u c t u r e  

t e r t i a i r e  e t  l a  protège de l ' a c t i o n  de protéases  non spéci f iques .  

Le second e s t  beaucoup p lus  p r é c i s  p u i s q u ' i l  e s t  fondé s u r  l e  

concept de s i g n a l  de reconnaissance por té  pa r  l e s  glycannes. Il  

n ' e x i s t e  pas de fonction p r é c i s e  pour l e s  glycannes en ce  domaine mais 

t o u t e  une s é r i e  d '  a c t i v i t é s  biologiques dépendantes de l a  s t m c t u r e  

glycannique mais également de l a  na tu re  de l a  protéine.  

Néanmoins, deux ques t ions  majeures r e s t e n t  actuel lement sans  

réponse : 

1 - La microhétérogénéité  s t r u c t u r a l e  des glycannes, s e  

t r a d u i s a n t  par  des d i f fé rences  a l l a n t  jusqu'à  des v a r i a t i o n s  

minimes a f f e c t a n t  l e s  mcnosacchar i d e s  s i  tués  à 1 ' extrêmité 

terminale non réduc t r i ce  des glycannes, a t - e l l e  une 

s i g n i f i c a t i o n  biologique ? Le seu l  exemple p r é c i s  concerne l e s  

signaux de nature  glucidique por té  par l e s  enzymes 

lysosomia l e s  ; 

2 - q u ' e l l e  e s t  l a  s i g n i f i c a t i o n  de l ' h é t é r o g é n é i t é  des g ly-  

cannes p o r t é s  par  une glycoprotéine ? 

De p l u s ,  dans de nombreux c a s ,  l a  modificat ion des  glycannes 

semble ê t r e  l i é e  à l ' a f f e c t i o n  pathologique. C ' e s t  ce  que nous a l l o n s  

examiner dans l e  c h a p i t r e  su ivan t  consacré aux modif ica t ions  glycanni- 

ques accompagnant l a  t ransformat ion  maligne des c e l l u l e s .  



CHAPITRE IV 

MODIFICATIONS DE LA STRUCTURE: DES GLYCANNES 

LORS DE LA TRANSFORHATION MALIGNE. 

1 - DONNEES GENEWUES SUR LES MODIFICATIONS AFFECTANT LES 

GLYCOCONJUGUES DE SURFACE LORS DE LA TRANSFORMATION CELLULAIRE. 

( v o i r  l e s  revues de ATKINSON e t  H A K I M 1  -184-, DEBRAY -185-, NICOLSON 

-186-, HAKOMORI -187- e t  HYNES -188-). 

Les s u r f a c e s  c e l l u l a i r e s  s o n t  é t r o i t e m e n t  l i é e s  aux f o n c t i o n s  

de  reconnaissance  e t  d ' adhés ion  e t  i n t e r v i e n n e n t  dans l a  r é g u l a t i o n  des  

p r o l i f é r a t i o n s  c e l l u l a i r e s .  Les c e l l u l e s  t ransformées chimiquement, 

v i r a l emen t  ou spontanément p r é s e n t e n t  des  mod i f i ca t ions  à l e u r  s u r f a c e  

dont l e s  e f f e t s  s o n t  l e s  s u i v a n t s  : 

- diminut i o n  de 1' a d h é s i v i t é  c e l l u l a i r e  (COMAN -189-1 , 
q u ' e l l e  s o i t  i n t e r c e l l u l a i r e  ou vis-à-vis  du substratum ; 

- p e r t e  de l ' i n h i b i t i o n  de c o n t a c t  (TODARO e t  GREEN -190-, 

LEVINE e t  a l .  -191-) ; 

- p e r t u r b a t i o n  de l a  perméabi l i té  membranaire e t  des  

t r a n s p o r t s  a c t i f s  ( PARDEE -1 92- ) . 

Dans l a  mesure où l e s  glycoconjugués membranaires s o n t  

d i rec tement  impliqués dans l e  comportement c e l l u l a i r e  ( LLOYD -193- ) , 
t o u t  changement de c e s  molécules  a s soc i é  à l a  t ransformat ion  maligne 

peu t  ê t r e  r e l i é  au comportement anarchique des c e l l u l e s  t ransformées.  

C e t t e  mod i f i ca t ion  d e s  glycoconjugués de s u r f a c e  e n t r a î n e  : 



- une augmentation de l ' a g g l u t i n a b i l i t é  pource r t a ines  l e c t i n e s  

comme l a  l e c t i n e  de b l é  ( AUB e t  a l .  -194-) ou l a  concanzvaline 

A ; 

- une s impl i f i ca t ion  de l a  s t r u c t u r e  des g lyco l ip ides  

membr ana i res  (HAKOMORI e t  MURAKAMI -1 95-) ; 

- une " fu i t e"  de l a  f ib ronec t ine  de l a  su r face  c e l l c l a i r e  

(HYNES -196-) ; 

- une augmentation de l a  t a i l l e  des  glycopeptides fucosylés  e t  

s i a l y l é s ,  i s o l é s  de l a  surface  c e l l u l a i r e  (MEEZAN e t  a l .  

-197-,BUCK e t  a l .  -198-, SMETS e t  a l .  -199-, DEBRAY e t  a l .  

-200-, WARREN e t  a l .  -201- ) . 

Nous l imi te rons  n o t r e  étude au d e r n i e r  po in t  évoqué ci-dessus. 

II - MODIFICATIONS DES STRUCTURES DES GLYCANNES DES GLYCOPROTEINES DE 
SURFACE LORS DE LA TRANSFORMATION MALIGNE DES CELLULES. 

A - L'AUGMENTATION DE LA TAILLE DES GLYCANNES : UN MARQUEUR 
DE LA TUMORIGENICITE, MAIS NON SPECIFIQUE. 

Les premières études comparatives des s t r u c t u r e s  de glyco- 

pep t ides  i s o l é s  de glycoprotéines de c e l l u l e s  normales e t  transformées 

( e s s e n t i e l  lement des f i b r o b l a s t e s  transformés ou non vi ra lement)  sont  

dues à l ' équ ipe  de WARREN ( B U C K  e t  a l .  -202-, -203-, -204-). Comme dans 

l a  p l u p a r t  des  travaux u l t é r i e u r s ,  l a  méthodologie e t a i t  l a  su ivan te  : 



1 - marquage métabolique d e s  c e l l u l e s  pendant l a  phase expo- 

n e n t i e l l e  de c ro i s sance  à l ' a i d e  de monosaccharides marqués a u  

t r i t i u m  ou au carbone 1 4 ,  e s s e n t i e l l e m e n t  l e  fucose ,  i a  

glucosamine e t  l e  mannose ; 

2 - décapage de l a  s u r f a c e  c e l l u l a i r e  p a r  l a  t r y p s i n e  e t  

r écupé ra t i on  des  g lycopept ides  marqués qui  s o n t  e n s u i t e  

d i g é r é s  p a r  l a  p ronase  pour a b o u t i r  à des  g lycopep t ides  ne  

possédant  p l u s  que 1 à 4 a c i d e s  aminés, de manière à minimiser 

l ' i n f l u e n c e  de l a  cha îne  pep t id ique  au  cours  d e s  a n a l y s e s  

u l t é r i e u r e s  ; 

ou 2 b i s  - d i g e s t i o n  p a r  l a  p ronase  de membranes plasmiques 

i s o l é e s  ou de membranes c e l l u l a i r e s  t o t a l e s  e t  r é c u p é r a t i o n  

d e s  g lycopep t ides  marqués ; 

3 - Ana l y s e  par  CO-chromatographie , e s s e n t i e l l e m e n t  de 

tamisage mo lécu la i r e ,  des  g lycopep t ides  provenant d e s  c e l l u l e s  

normales e t  t ransformées ,  marqués l e s  uns p a r  l e  t r i t i u m ,  l e s  

a u t r e s  p a r  l e  carbone 14. 

Les g lycopep t ides  a i n s i  ob tenus  con t i ennen t  de l a  N-acétyl- 

glucosamine, du mannose, du g a l a c t o s e ,  du fucose ,  des  a c i a e s  s i a l i q u e s  

e t  de l a  N-acétylgalactosamine e t  s o n t ,  pour l a  majeure p a r t i e ,  de t y p e  

N-glycosidique (GLICK -205-, WARREN e t  a l .  -206-). La F igu re  7 

(p .51)  montre l e  p r o f i l  c l a s s i q u e  de s é p a r a t i o n  obtenu p a r  

chromatographie d  ' exc lus ion  s u r  Sephadex G50, découpé a r b i t r a i r e m e n t  en 

q u a t r e  f a m i l l e s  g lycopept id iques  a l l a n t  de l a  p l u s  lourde  à l a  p l u s  

l é g è r e  (WARREN e t  a l .  -207-) : 

1 - un p i c  exc lu  cor respondant  aux protéoglycannes e t  aux 

g lycopept ides  de type O-glycosidique non d i g é r é s  par  l a  

pronase ; 



Figure 7 - Profil d'élution (Sephadex G 50) de glycopeptides 
de surface de cellules normales (BHK /C ) et 

13 transformées (C /B 1 .  ces glycopept%es ont étéé 
1 4  isolés des cellu?es par trypsination et ensuite 

soumi s à 1 'action de la pronase. ( v r a X d ~ $  et al. , -208-1 

FRACTION NO. 

Figure 8 - Profil d'élution (Sephadex G 50) de glycopeptides 
de surface dg cellules transforp$es (C13/B4) 
avant ( a-. , H) et après ( 0-0 , C) l'action de 
la ~?eüraiitlniuase. (WHKKEN et al. -209-1 . 
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Figure 9 - Structure des glycopeptides majeurs isolés de 
cellules transformées.(OGATA et al. -210-) 



2 - une f r a c t i o n  A correspondant aux glycopeptides s i a l y l é s  

e t  fucosylés  l e s  p lus  lourds ( M . M .  apparente : 4 600) ; 

3 - une f r a c t i o n  B correspondant à des glycopeptides 

s i a l y l é s  e t  fucosylés  p lus  l ége r s  que l e s  précédents ( M . M .  

apparente : 3 500) ; 

4 - une f r a c t i o n  C contenant s u r t o u t  du mannose e t  de l a  

N-acétylglucosamine e t  correspondant aux glycopeptides de type 

oligomannosidique (M.M.  apparente : 1 500). 

Dans ce  type d 'expérimentat ion,  l e  f a i t  majeur r é s i d e  dans 

1' augmentation des  glycopeptides de l a  f r a c t i o n  A ( " f a s t  e l u t i n g  

glycopeptides" ) dans l e  cas des c e l l u l e s  transformées. Cet te  

observat ion  in i t i a l ement  r é a l i s é e  à p a r t i r  de f i b r o b l a s t e s  de Hamster 

t ransformés par  d i f f é r e n t s  types de v i r u s  (BUCK e t  a l .  -211-) a ensu i t e  

é t é  étendue à d ' a u t r e s  types  c e l l u l a i r e s  comme l e s  c e l l u l e s  d'hépatome 

de r a t  (VAN BEEK e t  a l .  -212-) ou l e s  c e l l u l e s  leucémiques humaines 

(VAN BEEK e t  a l .  -213-). Avant de d é t a i l l e r  l e s  d i f f é r e n t e s  

modificat ions phénotypiques des glycannes accompagnant l a  

t ransformat ion  maligne, il convient  d'abord de f a i r e  quelques remarques 

s u r  l e s  systèmes de comparaison. 

Le premier problème r é s i d e  dans l e  choix de l a  c e l l u l e  normale 

de référence.  En e f f e t ,  c e s  c e l l u l e s  sont  pour l a  p lupar t  des l ignées  

c e l l u l a i r e s  continues e t  c e r t a i n e s  peuvent se  r é v é l e r  franchement 

tumorigènes après  in jec t ion  à l ' an imal  (DEFENDI e t  a l .  -214-, BOONE e t  

JACOBS -215-) . I l  e s t  p ré fé rab le  de c h o i s i r  comme c e l l u l e  de cont rô le  

des c e l l u l e s  en cu l tu re  primaire (ATKINSON e t  HAKIM1 -216-). Le 



deuxième problème e s t  l i é  à l ' i n t e r p r ê t a t i o n  des  r é s u l t a t s  : l e s  

d i f f é r e n c e s  observées son t -e l l e s  des marqueurs de l a  malignité  ou de l a  

c ro i s sance  élevée des  c e l l u l e s  transformées ? 

Par a i l l e u r s ,  SPIK e t  a l .  (-217-) on t  é t u d i é  l e s  modificat ions 

a f f e c t a n t  l e s  glycannes de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  humaine l o r s  de cas 

pathologiques. Ces auteurs  o n t  observé une n e t t e  augmentat ion des  

glycannes t r i an tennés  l o r s  d ' h é p a t i t e  v i r a l e  ou de c i r rhose  e t  ont  

également re t rouvé ce phénomène l o r s  de l a  grossesse  (SPIK, 

communication personnel le)  : 1 augmentation de l a  t a i l l e  des glycannes 

n ' e s t  donc pas spéc i f ique  de l a  tumorigénici té .  

B - ANALYSE STRUCTURALE DES GLYCOPEPTIDES DE LA FRACTION 

A E T  B DES CELLULES NORHALES ET TRANSFORMEES. 

WARREN e t  s e s  co l l abora teur s  (BUCK e t  a l .  -218-, BUCK e t  a l .  

-219- , WARREN e t  a l .  -220-) o n t  montré que l ' u n  des  f a c t e u r s  dominants 

dans l 'augmentat ion de l a  t a i l l e  des glycopeptides de l a  f r a c t i o n  A par 

r appor t  à ceux de l a  c l a s s e  B r é s i d a i t  dans l eu r  plus haute 

s i a l y l a t i o n ,  puisque après  dés ia ly la t ion  e t  analyse co- 

chromatographique pa r  tamisage moléculaire des  glycopeptides des  deux 

types c e l l u l a i r e s ,  l e u r s  p r o f i l s  d  ' é l u t i o n  é t a i e n t  identiques ( v o i r  

Figure 8 ; p.  51) .  

Mais l a  méthodologie u t i l i s é e  r e s t a i t  l i m i t é e  e t  ce s o n t  

OGATA e t  a l .  (-221-) qui  montrèrent ,  par  l ' u t i l i s a t i o n  de g lycos idases  

spéc i f iques  e t  de l a  chromatographie d ' a f f i n i t é  s u r  concanavaline A 



i n s o l u b i l i s é e  s u r  Sepharose, que 1' alourdissement du p ic  A r é s u l t a i t  

non seulement d 'une hypers i a ly la t ion ,  mais a u s s i  de 1' addi t ion  de 

rés idus  de N-acétyllactosamine sur  l e  noyau pentasaccharidique 

condui san t  à l a  formation de glycannes té t raantennés  ( v o i r  Chapitre  1 

e t  Figure 9 ; p.51).  BLITHE e t  a l .  (-222-) montrèrent que l e s  

f i b r o b l a s t e s  transformés p a r  l e  v i r u s  de Rous contenaient  plus de 

glycopeptides non reconnus par  l a  concanavaline A que l e s  c e l l u l e s  

normales de ré fé rence ,  conduisant à un alourdissement des  s t r u c t u r e s .  

Ces auteurs  dénombrèrent dans l e s  deux types de c e l l u l e s  p lus  de 40 

glycopeptides d i f f é r e n t s  e t  p r é c i s è r e n t  que l e s  d i f f é rences  é t a i e n t  

d 'o rd re  quanti t a t i f  e t  non q u a l i t a t i f .  TAKASAKI e t  a l .  (-223-) 

confirmèrent que p l u t ô t  que l a  s i a l y l a t i o n ,  l a  c l e f  de l 'augmentat ion 

de l a  t a i l l e  des glycopeptides des c e l l u l e s  transformées r é s i d a i t  dans 

l a  muntiantennarisat ion des s t r u c t u r e s  glycanniques mais l e s  

d i f f é rences  é t a i e n t  q u a l i t a t i v e s  avec 1' appar i t ion  de s t r u c t u r e s  penta- 

e t  hexa-antennées. La t ransformat ion  maligne s e r a i t  donc accompagnée de 

l ' a p p a r i t i o n  de g lycosy l t r ans fé rases  n ' e x i s t a n t  pas ou ayant une 

a c t i v i t é  f a i b l e  dans l e s  c e l l u l e s  normales. Ces r é s u l t a t s  c n t  ensui t e  

é t é  r é t r a c t é s  par  l a  même équipe (YAMASHITA e t  a l .  -224-) qui  

re t rouvaient  l e  même type de s t r u c t u r e s  glycanniques dans l e s  deux 

types c e l l u l a i r e s  mais avec une augmentation n e t t e  des s trtic t u r e s  

té t raantennées  e t  poly-~-acéty  l l a c t ~ s a m i n i ~ u e s  pour l e s  c e l l u l e s  

transformées ( f i b r o b l a s t e s  de r e i n  de Hamster transformés par  l e  vir t is  

du polyome) ( v o i r  Figure 10 ; p.55). I l  e s t  à a o t e r  que c e s  r é s u l a t s  

o n t  é t é  obtenus par  marquage externe ,  par réduct ion  au borohydrure de 

sodium t r i t i é ,  des glycannes membranaires i s o l é s  après 

hydrazinolyse/N-réacetylation ( v o i r  Matériel  e t  Méthodes, p. 60) e t  que 

c e s  auteurs  ne t rouvaient  pas de d i f f6 rences  notables  avec l e s  

r é s u l t a t s  a n t é r i e u r s  de TAKASAKI e t  a l .  (-225-), obtenus par  marquage 

métabolique des c e l l u l e s ,  hormis l a  réserve  s igna lée  précédemment. 

Ces a l t é r a t i o n s  de l a  t a i l l e  des  glycopeptides accompagnant l a  

t ransformation c e l l u l a i r e  son t  généra l i sab les  q u e l l e  que s o i t  l ' o r i g i n e  

des  membranes (cytoplasmiques, microsomiales, mitochondriales ou 

nuc léa i res )  (BUCK e t  a l .  -226-, MURAMATSU e t  a l .  -227-) e t  



fraction BHK Py-BHK 
(9 molar ratao) 

?I 

,38anBl-4GlCNAc81 -4GlcNAcOT 34.5 4 2 5 . 7 %  
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Figure 10 - Stuctures des oligosaccharides membranaires de cellules 
normales (BHK) et transformées (Py-BHK).Les % sont 
calculés sur la base des radioactivités incorporées 
dans chaque fraction.(YAMASHITA et al. -231-). 



correspondent  à un c r i t è r e  de tumor igénisa t ion  p l u t ô t  que de 

t ransformat ion  comme 1 ' o n t  montre SMETS e t  a l .  (-228- ) , c e s  a l t é r a t i o n s  

é t a n t  r e t rouvées  dans d e s  c e l l u l e s  capab le s  d ' i n d u i r e  l a  formation 

r ap ide  de  tumeurs na l ignes  chez l ' a n i m a l  i n  vivo.  

Par a i l l e u r s ,  c e s  modi f ica t ions  de  l a  t a i l l e  des  g l y c a n n e s s e r e t r o u v e n t  

à p a r t i r  de tumeurs marquées i n  v i v o  (EMELOT e t  a l .  -229-) e t  s o n t  

s p é c i f i q u e s  de l a  t ransformat ion  maligne d e s  c e l l u l e s  p l u t ô t  que de l a  

c ro i s sance  c e l l u l a i r e  (WARREN e t  a l .  -230-) . Enfin,  VANBEEK e t  a l .  ( -  

231-) , o n t  montré que l ' augmenta t ion  de t a i l l e  des  g lycopept ides  de l a  

c l a s s e  A n ' e s t  p a s  un épiphénomène du processus de c a n c é r i s a t i o n  

puisque l e u r  a p p a r i t i o n  e s t  concomitante à c e l l e  des  anomalies 

chromosoma l e s .  

C - ANALYSE STRUCTURALE DES GLYCOPEPTIDES DE LA FRACTION C 

DES CELLULES NORMALES ET TRANSFORMEES. 

La Figure  7 (p .51)  nous montre, par  chromatographie de 

tamisage molécula i re ,  qu 'en  p l u s  des  p i c s  A e t  B ,  une t ro i s i ème  

f r a c t i o n  C de g lycopep t ides  p l u s  l é g e r s  e s t  obtenue p a r  marquage 

métabolique à p a r t i r  de N-acéty lglucosamine ou de mannose r a d i o a c t i f s  

p récu r seu r s ,  puisque c e t t e  f r a c t i o n  ne c o n t i e n t  e s s e n t i e l l e m e n t  que c e s  

deux monosaccharides e t  non pas de f u c ~ s e  (ATKINSON e t  H A K I M 1  -233-1. 

Bien que t r è s  peu d ' é t u d e s  a i e n t  é t é  consacrées aux glycannes de type  

oligomannosidique, il en r e s s o r t  néanmoins que l e s  membranes des 

c e l l u l e s  en c r o i s s a n c e  ou t ransformées  s o n t  p lus  r i c h e s  en ce type  de 

glycannes que l e u r s  homologues en phase s t a t i o n n a i r e  ( C E C C A R I N I  e t  a l .  

-234-, MURAMATSU e t  a l .  - 2 3 5 ) .  Afin de p r é c i s e r  s i  l e s  mod i f i ca t ions  

a f f e c t a n t  c e t t e  f a m i l l e  de g lycopept ides  é t a i e n t  l i é e s  à l a  t r ans -  

formation maligne où à l a  c r o i s s a n c e  c e l l u l a i r e ,  C E C C A R I N I  e t  ATKINSON 

(-236-1 o n t  comparé l a  composition des g lycopept ides  de s u r f a c e  de 3 

types c e l l u l a i r e s ,  ap rè s  i nco rpora t ion  de mannose 3~ ou 1 4 ~  par  d e s  

f i b r o b l a s t e s  humains pendant l a  phase exponen t i e l l e  de c ro i s sance  ou 



pendant l a  phase s t a t i o n n a i r e  où l e s  c e l l u l e s  deviennent conf luen tes ,  

e t  aux mêmes f i b r o b l a s t e s  transformés par  l e  v i r u s  simien 40 (SV40). 

Bien que l a  méthodologie u t i l i s é e  par  ces  auteurs  ne s o i t  pas 

complète, i ls en déduisent  que l 'augmentation de s t r u c t u r e s  

oligomannosidiques à l a  su r face  c e l l u l a i r e  e s t  r e l i é e  à l a  c ro issance  

( 4 8  % du marquage pour ce type de glycanne contre  30 % pour l e s  

c e l l u l e s  qu iescen tes )  e t  à l a  t ransformation c e l l u l a i r e  (67 % du 

marquage ) . 

Ces r e l a t i o n s  e n t r e  l a  cro issance  e t  l a  modificat ion des  

o l igosacchar ides  de type oligomannosidique on t  é t é  également é tudiées  

par H A K I M 1  e t  ATKINSON (-237-) qui  u t i l i s è r e n t  une sonde, l e  v i r u s  

Sindbis ,  de manière à é t u d i e r  l a  biosynthèse glycoprotéinique de 

f i b r o b l a s t e s  embryonnaires de poule t  en croissance  e t  en phase 

s t a t i o n n a i r e  de croissance.  P l u t ô t  qu'une augmentation du taux de 

glycannes 01 igornannosidiques dans l e s  c e l l u l e s  s e  m u l t i p l i a n t  , ces  

auteurs  n o t e n t  un gl issement vers  l e s  s t r u c t u r e s  oligomannosidiques l e s  

plus lourdes .  Enfin,  RUPAR e t  COOK (-238-) montrèrent q u ' i l  n ' y  a v a i t  

pas d ' incorpora t ion  de mannose r a d i o a c t i f  dans des thymocytes de Sour is  

comparés aux thymocytes s t imulés  par  l a  concanavaline A ou à des  

lymphoblastes leucémiques, e t  en d é d u i s i r e n t  que l a  synthèse de ce type 

d'  ol igosaccharide é t a i t  associée  à l a  mul t ip l i ca t ion  c e l l u l a i r e  p l u t ô t  

q u ' à  l a  tumorigénici té .  De p lus ,  c e s  au teurs  p r é c i s è r e n t ,  par des 

expériences de chasse  r ad ioac t ive ,  que c e s  glycannes oligomannosidiques 

n'  é t a i e n t  pas des in te rmédia i res ,  mais des produi ts  f i n a l s  de l a  

biosynthèse des  glycannes des  N-glycosylpro t é ines .  . 
Enfin ,  il f a u t  no te r  que l e s  recherches s u r  c e t t e  c l a s s e  de 

composés ne sont  que t r è s  p a r t i e l l e s ,  comparées aux travaux su r  l a  

c l a s se  A ,  dans l a  mesure où c e t t e  de rn iè re  c l a s s e  e s t  l e  support  majeur 

des modificat ions glycanniques accompagnant l a  tumorigénisat ion.  

Les d i f f é r e n t s  t ravaux que nous venons d'examiner son t  

essent ie l lement  des  études comparatives de glycannes to taux de c e l l u l e s  

normales e t  transformées e t  il s ' a g i t  de ce f a i t  de comparaisons 



globales .  Dif férentes  équipes se  son t  a t t aché  à p u r i f i e r  une 

glycoprotéine donnée à p a r t i r  des deux types c e l l u l a i r e s  e t  à analyser  

l e u r  p a r t i e  glycannique dont  : 

- l a  f ib ronec t ine  ou LETS (Large External  Transformation 

Sens i t ive  p ro te in )  dont  l e  taux diminue nettement à l a  surface  

des  f i b r o b l a s t e s  t ransformés viralement (HYNES -239-) e t  pour 

l aque l l e  on no te  une mul t ianténnar isa t ion  e t  une 

hypers i a ly la t ion  des  s t r u c t u r e s  glycanniques accompagnant l a  

t ransformation maligne (DELANNOY e t  a l .  -240-, MURAMAYA e t  a l .  
-241 ) ; 

- l a  y -glutamyltranspep t i d a s e ,  glycopro t é i n e  associée  au 

t r a n s p o r t  mernbranaire des ac ides  aminés, présente à l a  surface  

de c e l l u l e s  é p i t h é l i a l e s  de d i f f é r e n t s  organes comme l e  f o i e ,  

e t  dont 1' a c t i v i t é  augmente considérablement en cas  d'hépatome 

(FIALA e t  a l .  -242-) e t  pour l aque l l e  KOBATA e t  a l .  (-243-) 

montrèrent une augmentation du nombre de glycannes par  

molécule e t  l a  présence de s t r u c t u r e s  b iantennées possédant 

une N-acéty lglucosamine i n t e r c a l a i r e  ( 40 % des  glycannes ) 

dans l e  cas d'hépatome, c e  type de s t r u c t u r e  n ' e x i s t a n t  pas 

dans l e  f o i e  normal. 

III - CONCLUSIONS. 

En conclusion, l e s  modifications majeures a f f e c t a n t  l e s  

glycannes des glycoprotéines membranaires l o r s  de l a  t ransformation 

maligne des  c e l l u l e s  son t  : 



1 - pour l e s  glycannes de type N-acétyllactosaminique, une 

hypers i a ly la t ion  e t  une augmentation du nombre d 'antennes 

responsables de 1' alourdissement des s t r u c t u r e s  des 

glycopeptides des c e l l u l e s  t ransformées mais, c e s  d i f f é rences  

r e s t e r a i e n t  p l u t ô t  d ' o r d r e  q u a n t i t a t i f  ; 

2 - pour l e s  glycannes de type oligomannosidique, une 

augmentation du taux e t  de l a  t a i l l e  de ces  s t r u c t u r e s  

a s soc iée  non seulement à l a  tumorigénic i té ,  mais également à 

l a  c ro i s sance  c e l l u l a i r e .  

Toutes c e s  modificat ions s o n t  vraisemblablement l i é e s  à un 

déréglement de l a  biosynthèse des g lycoproté ines ,  a s soc ié  à l a  

transformation. L ' augmentation des  s t r u c t u r e s  complexes, dans l e  cas  

des c e l l u l e s  t ransformées,  p o u r r a i t ,  par  des phénomènes d'encombrement 

s t é r i q u e ,  ê t r e  une des  causes  de l a  p e r t e  d ' a d h é s i v i t é  c e l l u l a i r e ,  

phénomène conduisant  à 1 ' appar i t ion  de métastases i n  vivo. Néanmoins, 

aucune preuve d i r e c t e  ne peut ,  à l ' h e u r e  a c t u e l l e  , é tayer  c e t t e  

hypothèse. 



CHAPITRE V : CONCLUSIONS 

Les g é n é r a l i t é s  que nous venons de p r é s e n t e r  s u r  l a  Bio logie  

Moléculaire d e s  glycoconjugués montrent  que d e s  l o i s  p r é c i s e s  r é g i s s e n t  

l a  s t r u c t u r e  de l e u r s  glycannes. En e f f e t ,  b ien  que l ' o n  dénombre 

ac tue l lement  p l u s i e u r s  cen ta ines  de s t r u c t u r e s  d i f f é r e n t e s  de 

glycannes,  t o u t e s  dé r iven t  d ' un  motif  pentasacchar id ique  i n v a r i a n t ,  e t  

l ' e x p l i c a t i o n  de c e  phénomène a  é t e  f o u r n i e  p a r  l a  découver te  d 'une  

v o i e  b iosyn thé t ique  commune. Néanmoins, l a  s i g n i f i c a t i o n  b io log ique  de 

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

J u s q u ' à  p r é s e n t ,  nous avons e s s e n t i e l l e m e n t  r a i sonné  en terme 

de s t r u c t u r e s  glycanniques p r i m a i r e s ,  mais il ne f a u d r a i t  p a s  n é g l i g e r  

l e s  t ravaux s u r  l a  conformation des  glycannes s u r  l a q u e l l e  r eposen t  l e s  

raisonnements de l a  Bio logie  Molécula i r e  d e s  glycocongugués. MONTREUIL 

(-244-), en 1975, s ' e s t  a t t a c h é  à d é f i n i r  l a  conformation des  glycannes 

b ian tennés ,  e t  a proposé l e  mcdèle en Y qu i  a  e n s u i t e  évo lué ,  en 

fonc t ion  des r é s u l  t a t s  obtenus pa r  d i f f é r e n t e s  méthodes physiques 

(R.M.N. ,  R.P.E., d i f f r a c t i o n  d e s  rayons X . . . ) , ve r s  t r o i s  a u t r e s  

modèles de conformati  on in t e rconve r  ti b l e s  : T-, "bird-" e t  "broken 

wingl'-conformation, où l e  t r i s a c c h a r i d e  te rmina l  Man (Rl-4)GlcNAc 

(Rl-4)GlcNAc e s t  d i sposé  dans un p l an ,  e t  l e s  antennes p l u s  ou moins 

r e p l i é e s  s u r  l a  p r o t é i n e  (MONTREUIL -245-). Ces an tennes ,  q u i  p o r t e n t  

l e s  a c t i v i t é s  b io log iques ,  s o c t  f l e x i b l e s  e t  adoptent ,  s e l o n  

l 'environnement ,  d i f f é r e n t e s  conformations e t  c '  e s t  dans ce  s e n s  q u ' i l  

f a u t  c o n s i d é r e r  l e  concept  glycanne - s i g n a l  de reconnaissance.  

L 'é tude  du r ô l e  b io logique  d e s  glycannes n é c e s s i t e  en  premier 

1 i eu  l a  dé te rmina t ion  de l e u r s  s t r u c t u r e s  p r ima i r e s ,  rendue p o s s i b l e  

grâce  au développement de méthodologies adaptées .  Nos travaux 

s '  i n s c r i v e n t  dans ce  domaine e t  nous nous é t i o n s  proposé, d '  é t u d i e r  une 

méthode de l i b é r a t i o n  des glycannes des  N-glycosylprotéines,  

l ' hyd raz ino lyse ,  en l ' a p p l i q u a n t  à des g lycopro té ines  d ' o r i g i n e s  

d i v e r s e s ,  de m e t t r e  au p o i n t  d i f f é r e n t e s  méthodes de frâctionnernenz des  

glycannes a i n s i  l i b é r é s  dans l e  b u t  de m i n i a t u r i s e r  c e s  méthodes* 



TRAVAUX PERSONNELS 

MATERIEL ET METHODES 



1 - CHOIX DE LA METHODE DE LIBERATION DES GLYCANNES DES N- 

GLYCOSYLPROTEINES : L'HYDRAZINOLYSE. 

Jusqu'en 1979, l a  prépara t ion  des glycannes l i é s  N- 

glycosidiquement à l a  proté ine  f a i s a i t  essent ie l lement  appel à 

l ' u t i l i s a t i o n  d'enzymes protéolyt iques .  Cette  méthode présente  l e  

désavantage de f o u r n i r  des glycopeptides possédant une p a r t i e  protéique 

de longueur v a r i a b l e  qui  rend d i f f i c i l e  l e s  sépa ra t ions  u l t é r i e u r e s .  

Actuellement, il e s t  poss ib le  de l i b é r e r  l e s  glycannes de l a  proté ine  

par hydrolyse enzymatique, s o i t  en u t i l i s a n t  des  endo-N-acéty1-R-D- 

glucosaminidases qui  coupent l a  l i a i s o n  GlcNAc(B1-4)GlcNAc du noyau 

pentasacchar idique commun aux glycannes de type N-glycosidique e t  

l i b è r e n t  des  ol igosaccharides ne possédant qu'une N-acétylglucosamine 

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

aspartylglycosylamine amidohydrolases qui  coupent l a  l i a i s o n  GlcNAc 

( B I - N )  Asn e t  l i b è r e n t  l e  glycanne e n t i e r .  Mais c e s  enzymes possèdent 

des s p é c i f i c i t é s  p lus  ou moins é t r o i t e s  i n t e r d i s a n t  l a  l i b é r a t i o n  

q u a n t i t a t i v e  de n '  importe quel glycanne. 

BAYARD e t  MONTREUIL (-246-), en 1974, on t  é t u d i é  une méthode 

de l i b é r a t i o n  des glycannes des g lycoproté ines ,  l ' hydraz ino lyse ,  qui 

présente l ' i n t é r ê t  de N-désacétyler l e s  N-acétylglucosamines. Couplée à 

l a  désamination n i t r e u s e ,  c e t t e  technique l eu r  a permis de montrer 

1 ' ex i s t ence  d '  un motif pentasacchar idique commun à tous l e s  

glycannes de type N-glycosidique. 

Nos recherches on t  d '  abord condui t  à u t i l i s e r  1 'hydrazinolyse 

avec une f i n a l i t é  d i f f é r e n t e  : recherche des condi t ions  expérimentales 

permettant  une l i b é r a t i o n  q u a n t i t a t i v e  des  glycannes p a r  l ' hydraz ine  

anhydre e t  une N-réacétylation t o t a l e  des glycannes conduisant à l a  

r e s t a u r a t i o n  de l a  s t r u c t u r e  i n i t i a l e  du glycanne. 



A - PRINCIPE. 

Lfhydrazine anhydre coupe spécifiquement l e s  l i a i s o n s  amides 

( l i a i s o n  peptidique e t  fonct ion  acétamido par exemple) e t  e s t e r s  en 

l i b é r a n t ,  sous l a  forme d 'hydrazides ,  l e s  ac ides  dont l e  carboxyle e s t  

conjugué. Ce pr inc ipe  a t o u t  d '  abord é t é  appliqué à l ' i d e n t i f i c a t i o n  

des amino-acides C-terminaux des proté ines  ( AKABORI e t  a l .  -247-) e t  

son emploi a  e n s u i t e  é t é  étendu aux protéoglycannes e t  aux 

g lycoproté ines  (YOSIZAWA e t  al.-248-, BAYARD e t  MONTREUIL -249-). Dans 

ce cas ,  1 'hydrazine désacéty le  1 es  N-acéty lglucosamines e t  l i b è r e  l e s  

glycannes l i é s  à l a  proté ine  par  une l i a i s o n  asparaginyl  -N- 

acéty lglucosamine. ISEMURA e t  SCHMID ( -250-) o n t  couplé 1 'hydrazinolyse 

à l a  désamination n i t r e u s e  des  glycannes N-désacétylés obtenus, a f i n  

de r é a l i s e r  des coupures s é l e c t  ives  des l i a i s o n s  glucosamine- 

monosacchar ide. 

B - MODE OPERATOIRE. 

Les échan t i l lons  l y o p h i l i s é s  s ~ n t  dissous dans un minimum 

d 'hydrazine  anhydre e t  por t é s  à 105OC pendant 20 h. L'hydrazine e s t  

e n s u i t e  évaporée sous courant  d ' a z o t e ,  s u i v i  de p lus ieu r s  r inçages  pa r  

l e  to luéne  e t  l e  r é s idu  s e c  e s t  m i s  dans un dess ica teur  sous *2"4 
pendant une n u i t  a f i n  d ' é l iminer  l e s  t r a c e s  r é s i d u e l l e s  d'hydrazine. 

Les glycannes l i b é r é s  son t  e n s u i t e  r e p r i s  pa r  de l ' a c i d e  acé t ique  à 

5 %, à 4OC e t  débarrassés des contaminants micromoléculaires 

(hydrazides d ' a c i d e s  aminés, s e l s )  par  passage s u r  une colonne de 

Biogel P2 (200-400 mesh) é q u i l i b r é e  dans l ' e a u .  

Les o l igosacchar ides  s o n t  r epé rés  en s o r t i e  de colonne par  l e  

réac t i f  au phénol-sulfurique ( DUBOIS e t  a l .  -251- ) . 
Les glycannes déacé ty lés  s o n t  r e p r i s ,  après  concentra t ion  à 

l ' évapora teur  r o t a t i f ,  par du bicarbonate de sodium s a t u r é  auquel on 

a joute  de 1' anhydride acé t ique  à i n t e r v a l l e s  r é g u l i e r s  se lon l a  

technique de N-réacetylation de READING e t  a l .  (-252-1. Les 

échan t i l lons  s o n t  e n s u i t e  d e s s a l é s  su r  une colonne de Biogel P2, comme 



indiqué ci-dessus. Quand nous ne disposions que de f a i b l e s  quan t i t é s  de 

ma té r i e l  g luc id ique ,  l e s  glycannes on t  é t é  N-réacetylés, en p a r t i e ,  

avec de l ' anhydr ide  acé t ique  14c a f i n  de pouvoir fac i lement  r epé re r  de 

f a i b l e s  quanti  t é s  d 'ol igosacchar ides l o r s  des d i f f é r e n t s  

fractionnements. 

Dans c e r t a i n s  cas ,  l e s  o l igosacchar ides  ont  é t é  r é d u i t s  : 

après  2 h de réac t ion  en présence d 'un  excés de borohydrure de sodium, 

l ' é c h a n t i l l o n  e s t  n e u t r a l i s é  par  de l a  r é s i n e  Dowex 50x8 (25-50 mesh ; 
+ sous forme H ) ,  l ' a c i d e  borique e s t  él iminé sous forme de rnéthyl bora te  

par  évaporat ion sous vide en présence de méthanol e t  par dessalage s u r  

une colonne de Biogel P2. 

Ce procédé de coupure s ' e s t  r évé lé  q u a n t i t a t i f  e t  conservat i f  

p u i s q u ' i l  n ' i n d u i s a i t  pas de modificat ions majeures de s t r u c t u r e s  des 

glycannes,  hormis l e s  modificat ions de l a  N-acétylglucosamine l i é e  à 

l ' a s p a r a g i n e  é tudiées  par MICHALSKI e t  a l .  (-253-). D 'au t re  p a r t ,  nous 

avons pu v é r i f i e r  que c e t t e  méthode é t a i t  app l i cab le  aux glycopeptides,  

à des glycoprotéines i s o l é e s  ou in tég rées  dans l e s  membranes 

c e l l u l a i r e s  (HOFLACK e t  a l .  -254- ) . 

II - FRACTIONNEMENT DES GLYCANNKS ISSUS DE L'HYDRAZINOLYSE/N- 

A - SEPARATION EN FONCTION DE LEURS CHARGES. 

Les glycannes de type N-acétyllactosaminique ont  é t é  

f r ac t ionnés  en fonct ion  du nombre de ré s idus  d '  ac ides  s i a l i q u e s  , 
électrophorétiquement ou chromatographiquement. 



1 - E l e c t r o ~ h o r è s e  à haut  vo l t age  s u r  ~ a ~ i e r .  

Les f r a c t i o n s  de type  N-acétyllactosaminique s o n t  s épa rées  en 

sous- f rac t ions  n e u t r e  , monosialylée e t  d i s i a l y l é e  par  é l ec t rophorèse  

p répa ra t ive  à h a u t  vo l t age  (75V/cm) s u r  p a p i e r  Whatman 3, en tampon 

a c é t a t e  de p y r i d i n e  pH 5 , 4 ,  3  h à 4OC s e l o n  l a  méthode de GRIMMONPREZ 

e t  MONTREUIL (-255-) . Le vol tage  e s t  maintenu cons t an 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 mA e t  100 mA de façon à ne pas dépasser  

une puissance  de 400 W .  Après une mig ra t ion  de 3 h à 4OC l e s  témoins de 

migrat ion n e u t r e ,  monosialylé e t  d i s i a l y l é ,  l i b é r é s  de l a  

s é r o t r a n s f e r r i n e  humaine (SPIK e t  a l .  -256-) pa r  hydrazinolyse,  son t  

r é v é l é s  par  l a  méthode au n i t r a t e  d ' a r g e n t  s e l o n  TREVELYAN e t  a l .  

(-257-1. Le r e s t e  de l a  f e u i l l e  e s t  découpé en bandes de 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  des  bandes dans 0 , 5  m l  

d ' e a u  e t  comptage de l a  r a d i o a c t i v i t é  en s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e .  

2  - Chrorna tonra~hie  d ' échange d ' anions .  

a  - en basse p r e s s i o n .  --------- ------- 
Les g lycannes  o n t  é t é  s é p a r é s  p a r  chromatographie d 'échange 

d '  an ions  s u r  une colonne (20  x 1 cm) d'AGI-X2 (minus 400 mesh, forme 

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

c o n t i n u  d ' a c é t a t e  de  p y r i d i n e  pH 5 de O à 400 m M . ,  l e  d é b i t  é t a n t  de 10 

ml/h. 

b  - ~ ; - h ~ u ~ $ - p $ s s i o ~ .  
Les glycannes l i b é r é s  p a r  hydraz inolyse  e t  N-réacétylés o n t  

é t é  f r a c t i o n n é s  en fonc t ion  du nombre de r é s i d u s  d'  a c i d e s  s i a l i q u e s ,  

p a r  H.P.L.C. d '  échange d '  ions  s u r  une colonne Micropak AX-10 (Varian 

Assoc ia t e s )  s e l o n  l a  méthode de BAENZIGER e t  NATOWICZ ( -258-) .  

Les c o n d i t i o n s  expérimentales  s o n t  l e s  s u i v a n t e s  : phase 

mobile : H20 ; l ' é l u t i o n  e s t  r é a l i s é e  p a r  un g r a d i e n t  d i s c o n t i n u  de 

KH2P04 pH 4,O ; d é b i t  1 ml/min ; l e s  f r a c t i o n s s o n t  de 0 ,64  m l  comptées 

directement  en s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e .  Après l y o p h i l i s a t i o n ,  l e s  

é c h a n t i l l o n s  préa lab lement  f i l t r é s  s o n t  r e p r i s  par  H20 (50 p l )  e t  



i n j e c t e s ,  l a  colonne é t a n t  é q u i l i b r é e  dans l ' e a u .  Après 10  min de 

r i n ç a g e ,  l a  c o n c e n t r a t i o n  en KH PO e s t  amenée l i néa i r emen t  de O à 25 
2 4 

mM en 10 min. C e t t e  concen t r a t ion  e s t  maintenue à 25 mM pendant 5  min, 

p u i s  amenée, t ou jou r s  l i néa i r emen t ,  à 100 mM en 30 min. La f r a c t i o n  

n e u t r e  n ' e s t  pas  r e t e n u e  s u r  l a  colonne é l u é e  directement  par  H O ,  l e s  
2  

glycannes a c i d e s  é t a n t  é l u é s  par  des  concen t r a t ions  c r o i s s a n t e s  de 

KH2P04. 

Pour é t a l o n n e r  l a  colonne, nous avons u t i l i s é  l e s  g lycannes  de 

l 'orosomucoïde l i b é r é s  par  hydrazinolyse e t  N-réacétylés par  

1' anhydride a c é t i q u e  14c. 

B - SEPARATION PAR CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE SUR COLONNE DE 
CON A - SEPHAROSE 4B. 

Les o l i g o s a c c h a r i d e s  o n t  é t é  f r a c t i o n n é s  en f o n c t i o n  de  l e u r  

a f f i n i t é  v i s  à v i s  de l a  Con A-Sepharose 4 B (colonne de 20 x 1 , 5  cm) 

é q u i l i b r é e  dans un tampon a c é t a t e  de sodium 5mM, pH 5 , 2  ; NaCl O ,  I M  ; 

C a C l  I m M  ; M n C l  I m M  ; MgC12 I m M .  Le d é b i t  d ' é l u t i o n  e s t  de 9 ml/h e t  
2  2 

l e s  f r a c t i o n s  s o n t  de 1 , 6  m l .  Les é c h a n t i l l o n s  s o n t  r e p r i s  pa r  ce 

tampon, i n j e c t é s  e t  l a  colonne e s t  r i n c é e  p a r  100 m l  de tampon ( 3  f o i s  

son volume), p u i s  é l u é e  par  1' a-Me.Glc, d 'abord pa r  100 m l  d ' a  - 
Me. GlclOmM, p u i s  p a r  100 m l  d ' r  -Ne. Glc 0.3 M ,  en s o l u t  i on  dans l e  même 

tampon. Les d i f f é r e n t s  p i c s  d ' é l u t i o n  obtenus sont  d e s s a l é s  s u r  une 

colonne de Biogel  P2 é q u i l i b r é  dans l ' e a u .  

La s p é c i f i c i t é  de c e t t e  l e c t i n e  (DEBRAY e t  MONTREUIL -259-) 

permet d '  o b t e n i r  q u a t r e  f r a c t i o n s  d i s t i n c t e s .  Une première f r a c t i o n  non 

r e t e n u e  s u r  l a  colonne (FNRC) e s t  é l u é e  par  l e  tampon au  volume mort de 

l a  colonne e t  correspond à des  glycannes t r i - ,  t é t r a a n t e n n é s  e t  

b ian tennés  possèdant  une N-acétylglucosamine i n t e r c a l a i r e .  Une deuxième 

f r a c t i o n  légèrement  r e t a r d é e  (FRC) possédant  une f a i b l e  a f f i n i t i  vis-à  

-v i s  de l a  Con A ,  mais t o u j o u r s  é l u é e  par  l e  tampon, peut  ê t r e  obtenue. 

L ' é l u t i o n  de l a  colonne p a r  de l'a-Me.Glc 10 mM permet d ' o b t e n i r  une 



t r o i s i ème  f r a c t i o n  ( FEC ) c o n s t i t u é e  des  glycannes b ian tennés  e t  une 
l O m M  

quatrième f r a c t i o n  possèdant  une f o r t e  a f f i n i t é  vis-à-vis de l a  ConA, 

regroupant l e s  glycannes 01 igomannosidiques,  e s t  é l u é e  p a r  1 'a - 
Me.Glc 0 , 3  M (FEC0,3M). 

C - SEPARATION PAR CHROMATOGRAPHIE DE PARTAGE. 

1 - Sur couche mince. 

Les glycannes o n t  é t é  soumis à des a n a l y s e s  pa r  

chromatographie de couche mince avec deux o b j e c t i f s  : pouvoir  juger  de 

l ' h é t é r o g é n é i t é  des  glycannes i s o l é s  d '  une g lycopro té ine  e t  de l a  

pu re t é  d ' un  glycanne avant  de dé te rminer  s a  s t r u c t u r e  pr imai re .  

Les chromatographies s ' e f f e c t u e n t  s u r  plaque de g e l  de s i l i c e  

60 (Merck) dans l e s  s o l v a n t s  s u i v a n t s  : 

- Solvant 1 : éthanol/n-butanol/pyridine/eau/acide acé t ique  

(100:10:10:30:3 ; v/v)(BAYARD e t  a l .  -260-). 

- Solvant II : n-butanol/acide acé t ique /eau  ( 2 : l : l  ; v /v )  

(PAL0 e t  SAVOLAINEN -261-) 

Les 01 igosacchar  i des  s o n t  r é v é l é s  ap rè s  p u l v é r i s a t i o n  du 

r é a c t i f  à l ' o r c i n o l - s u l f u r i q u e  (200 mg o r c i n o l  dans 100 m l  d ' a c i d e  

s u l f u r i q u e  à 20 %) e t  chauffage à 100 O C  pendant 10 min ou pa r  

au toradiographie  s e l o n  l a  technique  de LASKEY (-262-) pour l e s  

composés r a d i o a c t i f  S. 



2 - Sur ~ a ~ i e r .  

Les o l igosacchar ides  de type  oligomannosidique o n t  é t é  séparés  

par chromatographie s u r  papier  (Whatman 3 )  pendant 38 h dans l e  système 

so lvan t  de FISCHER e t  NEBEL (-263- ) : a c é t a t e  dl é thyl /pyr id ine/ac ide  

acét ique/eau (5:5:1:3) .  

3 - Par H.P.L.C. 

Les glycannes oligomannosidiques ont  é t é  f r ac t ionnés  pa r  

H.P.L.C. s u r  une colonne 5pm Amino AS-5A ( 0 , 4  x 25 cm, chromatem 33, 

TOUZART e t  MATIGNON) (PAZ-PARENTE e t  a l .  -264- ) , l e s  condi t ions  

expérimentales é t a n t  l e s  su ivan tes  : l a  colonne e s t  é q u i l i b r é e  dans l e  

so lvant  i n i t i a l  a c é t o n i t r i  le /eau  ( 60: 40) e t  après 1' i n j e c t i o n  ( 50 p l )  

des condi t ions  i soc ra t iques  s o n t  appliquées pendant 20 min s u i v i e s  d 'un  

g rad ien t  l i n é a i r e  pendant 80 min pour conduire au mélange 

a c é t o n i t r i l e / e a u  (45:55).  Le d é b i t  e s t  de 1 ml/min, l e s  f r a c t i o n s  s o n t  

de 0 , 5  m l ,  une a l i q u o t e  ou l a  t o t a l i t é  des f r a c t i o n s  son t  comptées en 

SC i n t i  l l a t  ion l i q u i d e  se lon  l e  type de chromatographies : analyt iques  

ou prépara t ives .  

III - METHODOLOGIE D'ETUDE DE LA STRUCTURE PRIMAIRE DES GLYCANNES, 

A - COMPOSITION CENTESIMALE EN GLUCIDES. 

Les protocoles expérimen taux sont  ceux préconisés par  

MONTREUIL e t  SPIK (-265-) : 

1 - l e s  oses  neut res  totaux on t  é t é  déterminés par  l e u r  

r éac t ion  avec l l o r c i n o l  su l fu r ique  se lon  l a  méthode de TILLMANS e t  

PHILIPPI ( -266-) modifiée pa r  RIMINGTON (-267-) ; 



2 - l e s  osamines l i b é r é e s  pa r  hydrolyse chlorhydrique ( H C 1  4N 

4h à 100°C) on t  é t é  dosées après  n e u t r a l i s a t i o n ,  par l e  procédé d'ELSON 

e t  MORGAN (-268-), modifié par  BELCHER e t  a l .  (-269-1 ; 

3 - l e s  a c i d e s  s i a l i q u e s  l i b r e s  ou conjugués on t  é t é  dosés par  

l e  r é a c t i f  de DISCHE (-270-) à l a  diphénylamine, s e l o n  l a  méthode de 

WERNER e t  O D I N  (-271-). 

B - COMPOSITION MOLAIRE EN MONOSACCHARIDES. 

Les rappor ts  molaires des g lucides  on t  é t é  déterminés par  

chromatographie en phase- gazeuse après  méthanolyse, se lon  l e  procédé 

d é c r i t  p a r  ZANETTA e t  a l .  (-272-). Ce t t e  technique modifiée par  FOURNET 

e t  a l .  (communication personnel le)  a  pu ê t r e  appliquée aux dosages des  

microquanti tés  ( 5  à 10 pg d 'o l igosacchar ides )  : après  l y o p h i l i s a t i o n ,  

l e  p rodu i t  e s t  méthanolysé pendant 24 h à 80°C en prenant  s o i n  de 

s a t u r e r  l e  milieu e x t é r i e u r  avec du méthanol chlorhydrique 0 , 5  N. Après 

évaporat ion sous azote ,  l e  rés idu  e s t  r e p r i s  par  20 p l  de 

dichlorométhane e t  20 pl d '  anhydride t r i f  luoroacétique,  e t  l e  milieu 

ex té r i eu r  e s t  s a t u r é  avec ce même mélange réac t ionne l .  Une étude 

c i n é t i q u e  de l a  r éac t ion  de 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  

complète après  un s é j o u r  d 'une n u i t  à température ambiante. 

C - CARACTERISATION DES ACIDES SIALIQUES. 

Les glycoprotéines animales contiennent  des ac ides  s i a l i q u e s  

l e  plus souvent sous l a  forme N-acylée. La nature  des radicaux N-acyl 

semble l i m i t é e  au r a d i c a l  N-acétyl chez l'Homme e t  au r a d i c a l  N- 

g lycolyl  chez l e s  a u t r e s  animaux. Afin de v é r i f i e r  l a  na ture  des acides 

s i a l i q u e s  contenus dans l e  f ibr inogène bovin ( v o i r  p. 8 7 ) ,  nous avons 

u t i l i s é  l a  méthode d é c r i t e  par SCHAUER (-273-) qui  permet de 

d i f f é r e n c i e r  l e s  deux radicaux N-acétyl e t  N-glycolyl , contrairement à 

l ' é t u d e  en chromatographie en phase gazeuse, c a r ,  dans ce  de rn ie r  cas ,  



l e s  radicaux N-acyl l i b é r é s  par  méthanolyse s o n t  systématiquement N- 

r é a c é t y l é s  dans 1' étape suivante.  Cet te  technique c o n s i s t a i t  en une 

hydrolyse formique douce ( a j u s t a g e  du milieu réac t ionne l  à pH 2 , 2  avec 

de l ' a c i d e  formique I N )  1 h ,  dans un bain marie à 70°C. Après dessalage 

s u r  r é s i n e  Dowex 50 x 2 (200-400 mesh) e t  concentra t ion  en présence de 

méthanol, l e s  ac ides  s i a l i q u e s  r e c u e i l l i s  on t  é t é  soumis à une 

chromatographie s u r  couche mince s u r  plaque de c e l l u l o s e  ( Merck ) , dans 

l e  so lvant  : n-butanol/n-propanol/HCl 0, lN ( 1 ; 2 ; 1  ; v / v ) .  Les ac ides  

s i a l i q u e s  on t  é t é  r évé lés  à llO°C en atmosphère humide, après 

p u l v é r i s a t i o n  du réac t i f  orcinol/FeCl 
3 ' 

D - METHYLATION DES GLYCANNES. 

La méthylation des  01 igosacchar i d e s  l i b é r é s  par  hydrazinolyse,  

r é d u i t s  ou non, a é t é  r é a l i s é e  se lon  l a  méthode de FINNE e t  a l .  

(-274-). Les o l igosacchar ides  méthylés o n t  é t é  e n s u i t e  méthanolysés e t  

peracéty lés .  Leur analyse a é t é  e f fec tuée  en chromatographie en phase 

gazeuse couplée à l a  spect rométr ie  de masse se lon l e  protocole  d é c r i t  

par  FOURNET e t  a l .  (-275-) . 

E - RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE. 

L'étude de l a  résonance magnétique du proton su r  l e s  

o l igosacchar ides  a é t é  r é a l i s é e  par  1 'équipe du Professeur ' J .F.G. 

VLIEGENTHART (Utrecht  ) . L ' analyse des ol igosacchar ides préalablement 

t r a i t é s  pa r  l ' e a u  lourde (D O )  a é t é  e f fec tuée  s u r  un a p p a r e i l  Bruker 
2 

HX-360 à 360 MHz e t  s u r  un appare i l  Bruker WM-500 à 500 MHz. Les 

d é t a i l s  expérimentaux s o n t  d é c r i t s  dans l e s  revues généra les  de 

VLIEGENTHART e t  a l .  (-276-, -277-). 



DETERMI NATION DE L A  STRUCTURE P R I M A I R E  DU GLYCANNE 

DE L ' HEMOCYAN 1 NE DU SCORP I O N  ANDROCTONUS AUSTRAL 1 S 



Dans l e  c a d r e  d 'une  c o l l a b o r a t i o n  é t a b l i e  avec l e  Labora to i re  

d fE tudes  e t  de Recherches s u r  l e s  Arthropodes I r r a d i é s  d i r i g é  par  l e  

Professeur  M.  GOYFFON, au Museum National  d ' H i s t o i r e  Na tu re l l e ,  l a  

dé te rmina t ion  de l a  s t r u c t u r e  pr imai re  des glycannes de 1 ' hémocyanine 

du scorp ion  Androctonus a u s t r a l i s  nous a  é t é  con f i ée .  

Les hémocy anines s o n t  des  cupropro t é i n e s  mu1 t imér iques  de 

l'hémolymphe de c e r t a i n s  Mollusques (Gastéropodes, Céphalopodes) e t  de 

c e r t a i n s  Arthropodes (Crus tacés ,  Arachnides,  Mérostomes) q u i  a s s u r e n t  

l e  t r a n s p o r t  de l 'oxygène. Les hémocyanines des  Mollusques son t  de 
O 

grandes molécules c y l i n d r i q u e s  de 350 A de d iamèt re ,  formées de cha înes  

polypept id iques  de 450.000 da l tons  t a n d i s  que, chez l e s  Arthropodes, 

ces  molécules  r é s u l t e n t  de l ' a s semblage  de 1, 2 ,  4  ou 8 sous-uni tés  

hexamériques composées de p r o t é i n e s  de masse molécula i re  v a r i a n t  e n t r e  

65.000 e t  95.000 da l tons  (VAN BRUGGEN e t  a l .  -278-). 

L'hémocyanine du scorp ion  Androctonus a u s t r a l i s ,  p r é sen te  à un 

taux de  60 à 70 mg/ml d'hémolymphe (GOYFFON -279-), e s t  composée de 8 

chaînes polypept id iques  d i f f é r e n t e s  ( 2 ,  3A, 3B, 3C, 4 ,  5A, 5B e t  6 )  

(LAMY e t  a l .  -280-) , d isposées  dans une s t r u c t u r e  q u a t e r n a i r e  formée de 

4  hexamères (SIZARET ,et a l .  -281-) : 



Chaque monomère possède deux atomes de cuivre  e t  e s t  capable 

de f i x e r  une molécule d'oxygène e t  l a  molécule na t ive  possède une M.M. 

d 'envi ron 1.800.000 (LAMY e t  a l .  -282-). 

Les hémocyanines son t  des  glycoprotéines qui comportent de 4 à 

9 % e t  de 1 à 3 % de suc res  respectivement pour l e s  Mollusques 

(ALBERGONI e t  CASSINI -283-) e t  l e s  Arthropodes (MARKL e t  a l .  -284-). 

Les o s e s  présents  son t  typiquement l e  mannose, l a  N-acétylglucosamine 

e t  l e  fucose,  pour l e s  Arthropodes, l e  ga lac tose ,  l a  Ii- 

acétylglucosamine, l e  mannose, l e  xylose e t  l e  3-0-CH ga lac tose  pour 
3- 

l e s  Mollusques (VAN HOLDE e t  MILLER -285-, HALL e t  a l .  -286-). VAN K U I K  

e t  a l .  (-287-1 on t  récemment déterminé l a  s t r u c t u r e  d 'un  glycanne de 

l 'hémocyanine d l H e l i x  pomatia qui  e s t  inusue l l e  : 

Man(a1-3 ) \ 
Xyl(a1-2)- Man(R1-4)GlcNAc(R1-4)GlcNAc(R1-N)Asn 

/ 1 (al-6)  
Fuc ~ a n ( a 1 - 6 )  

Les travaux de Biochimie Comparée concernant l a  s t r u c t u r e  des 

glycannes du règne animal son t  peu nombreux exceptés ceux qui  son t  

menés s u r  l e s  glycoprotéines des Mammifères e t  des Oiseaux (vo i r  

c h a p i t r e  1; p. 9 ) .  

En ce qui  concerne l e s  Inver t éb rés ,  BUTTERS e t  a l .  (-288-) ont  

montré que l a  biosynthèse des  glycoprotéines d 'une  l ignée  c e l l u l a i r e  

é t a b l i e  de c e l l u l e s  du moustique Aedes aegypti  (MOS 20A) empruntai t  des 

voies ident iques  à c e l l e  des Vertébrés e t  que l ' absence  de ga lac tosy l ,  

de glucosaminyl e t  de s i a l y l t r a n s f é r a s e s  e n t r a î n a i t  l e  blocage de l a  

biosynthèse au s t a d e  oligomannosidique. QUESADA ALLUE (-289-) e t  

HSIEH e t  ROBBINS (-290-) on t  également m i s  en évidence l e  Glc3 Mang 

GlcNAc P-P-Do1 donneur respectivement chez l a  Drosophile e t  dans des 2- 
c e l l u l e s  C6/36 du moustique Aedes a lbopic tus .  Les s t r u c t u r e s  

glycanniques trouvées chez l e s  Insec tes  son t  de type 

oligomannosidique, a l l a n t  de Man GlcNAc* à Man GlcNAc2 pour l e s  
9 5 

c e l l u l e s  C6/36 (HSIEH e t  ROBBIKS -291-) e t  essent ie l lement  Glc3 Man 9 
GlcNAc2 pour l e s  c e l l u l e s  MOS 20A (BUTTERS e t  HUGHES -292-). 



Disposant  d ' une  p répa ra t ion  d'hémocyanine du scorp ion  

Androctonus aus  t r a l i s  f o u r n i e  p a r  Monsieur l e  Docteur M. GOYFFON, nous 

avons e n t r e p r i s  l ' é t u d e  s t r u c t u r a l e  de l a  p a r t i e  glycannique a f i n  de 

v é r i f i e r  s i  c e t t e  " s imp l i f i ca t ion"  des  s t r u c t u r e s  g luc id iques  é t a i t  

b ien  un marqueur de  l ' é v o l u t i o n  g é n é r a l i s a b l e  à tous  l e s  Arthropodes. 

Le mémoire s u i v a n t  r a p p o r t e  l e s  r é s u l t a t s  de c e t t e  étude. Il e s t  soumis 

pour p u b l i c a t i o n  au pér iodique  Carbohydrate Resarch dans l e  f a s c i c u l e  

é d i t é  en l ' honneur  du Professeur  Roger W.  JEANLOZ. Il  a  f a i t  l ' o b j e t  

d  'une communication au v l l I t h  I n t e r n a t i o n a l  Symposium on 

Glycoconjugates à Houston (Texas) en septeir.bre 1985. 
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ABSTRACT 

Hemocyanin, the copper-containing glycoprotein that serves as an 

oxygen carrier in the hemolymph of some Arthropods and Molluscs, was ob- 

tained £rom the blood of the scorpion Anchoctanu cxunixat%. Sugar ana- 

lysis of the glycoprotein revealed that its carbohydrate moiety is of 

the - N-glycosidic type. The carbohydrate chains were released from the 

protein by hydrazinolysis. Determination of the molecular weight and 

carbohydrate composition, in conjunction with methylation analysis and 

1 500-MHz H-n.m.r. spectroscopy of the oligosaccharides, allowed to 

deduce that this hemocyanin contains glycans of the oligomannosidis- 

type. Their structures were tound to be homogeneous ; al1 isolated 

chains were identified as Man GlcNAc2. The number of chains per molecule 
9 

is 8. The finding of (non-processed) oligomannoside-type structures in 

scorpion hemocyanin fits the proposa1 (R.C. Hughes and T.D. Butters, 

Trends Biochem. Sci. (1981) 228-230) that glycosylation of a protein is 

an evolutionary marker. 

INTRODUCTION 

Hemocyanins are high-molecular-weight, copper-containing oxygen 

1 
carriers freely dissolved in the hemolymph of Arthropods and Molluscs . 
The hemocyanin of the scorpion Anchocltonun CWWULU is a (4 x 6)-mer 

2s3 protein built from eight types of polypeptide chains . 
The carbohydrate content of hemocyanins is 1 to 3 % (w/w) and 4 to 

9 Z (w/w) for arthropods 4-6 and molluscs 7 , 8  , respectively. With regard 

to arthropod hemocyanins, mannose and - N-acetylglucosamine are typical of 
9 their carbohydrate composition . 



In the present paper, we describe the primary structure determina- 

tion of the oligosaccharide moiety of the hemocyiinin of the scorpion 

1 Andhactonub c ~ L ~ Z % U & A  by methylation analysis and by 500-MHz H-n.m.r. 

spectroscopy. 

EXPERIMENTAL 

Blood from the scorpion Andhootonub a u b W X n  g ~ z o n Ü  was col- 

lected by cardiac puncture and centrffuged for 10 min at 800 g to remove 

blood cells. Hemocyanin was isolated by gel filtration on Sepharose 2B 

by using Tris-HC1, pH 7.2, 2 mM CaC12 and 2 mM MgC12 ll. A lyophilized 

hemocyanin preparation (60 mg) was hydrazinolysed l2 and the liberated , 
14 N-deacetylated glycans were N-reacetylated, partly with [ Cl acetic - - 

anhydride 13. The glycans were analysed by thin-layer chrornatography on 

Silica Gel 60 plates with the solvent system : butan-1-ollacetic acid/ 

vater (2: 1: 1 ; by vol. ) l4 and visualised by using an orcinol spray rea- 

gent (200 mg of orcinol in 100 ml of 20 X sulfuric acid) with heating at 

llO°C for 10 min. Oligomannoside-type oligosaccharides (M, to M ) con- 
L 9 

taining two to nine mannose residues with the general structure Man 
(1-8) 

Man(B1-4)GlcNAc. isolated from patients with mannosidosis 1 5 ,  were used 

as reference oligosaccharides. 

1 For methanolysis, methylation and H-n.m.r. studies, the hemocya- 

nin-derived carbohydrates were reduced by the addition of 5 mg sodium 

borohydride. Af ter 2 h, the reaction mixture was neutralized with Dowex 

+ 
50 x 8 (25-50 mesh ; H ) and the boric acid rernoved by distillation with 

methanol. The carbohydrate content and the molar ratio of constituting 

monosaccharides of the intact glycoprotein and of its reduced product of 

hydrazinolysis were determined after methanolysis and trifluoroacetyla- 



r ion by gas-liquid chromatography 16. Exhaustive methylation of the 

reduced oligosaccharides was carried out according to 17. The methyl 

glycosides obtained by rnethanolysis of permethylated oligosaccharides 

were peracetylated and identified by gas-liquid chromatography coupled 

to mass-spectrometry as described in 18. 

1 Prior to N-n.m.r. spectroscopic analysis, the sample was repeate- 

1 dly treated with D O at pD 6-7 and room temperature. 500-MHz H-n.m.r. 2  

spectroscopy was performed using a Bruker WM-500 spectrometer (SON hf- 

n.m.r. facility, Department of Biophysical Chemistry, University of Nij- 

megen, The Netherlands) operating in the pulsed Fourier-transform mode 

at a probe temperature of 27OC 19. Chernical shifts (6) are expressed In 

ppm downfield from interna1 sodium 4,4-dimethyl-4-silapentane-1-sulfo- 

nate, but were actually measured by reference to interna1 acetone ( 8  = 

2 . 2 2 5  ppm in D20 at 27OC). 

RESULTS AND DISCUSSION 

Cimbohgdrrate c o r n p o a ~ o n  0 4  AnduLocZonun lurnZaaLh hemocyanin .- The 
total carbohydrate content of Atzdrta&ony~ auh&u&i~ hemocyanin was found 

to be rather low : 0.8 % by weight ; this is in reasonable accord with 

the values (1-2 %) mentioned for other arthropod hemocyanins 7~8. The 

occurrence of just Man and GlcNAc (Table 1) as sugar constituents of the 

initial glycoprotein and of the glycans liberated by hydrazinolysis is 

characteristic of - N-type glycans of the oligomannosidic-type. The minute 
amount of galactose present in the initial glycoprotein could not be 

detected after hydrazinolysis anymore. 



T k u z - t u q ~ ~  chhom&togtraphy 0 6  Xhe o ~ g o ~ a c c h a h i d e n . -  The oiigosac- 

charides released from hemocyanin by hydrazinolysis and - N-reacetylation 

appeared to be homogeneous by thin-layer chromatography and exhibit a 

slightly lesser mobility than the urinary oligomannoside-type oligosac- 

charide MangGlcNAc (Fig. 1). This is in accordance with the presence of 

an additional GlcNAc residue in the hemocyanin glycan. 

PhUnany ~R;rru&e d e & J m i d o n  0 6  t h e  ofigobacchLvuden. - The pri- 
mary structure of the glycan f rom Andrrodonun au&'ra.U was established 

1 1 by 500-MHz H-n.m.r. spectroscopy. 500-MHz H-n.m.r. spectra ot the gly- 

can (H) were recorded of neutral D O solutions at two different probe 2 

temperatures (27OC and 6 0 ° C ) .  Relevant n.m.r. parameters are listed in 

Table 2. Those data comprised a set of structural-reporter-group signals 

which were identical with those reported for the Man GlcNAcGlcNAc-01 
9 

component (FI) present in the reduced hydrazinolysate £rom sheep Frosta- 

glandin endoperoxide synthase 20.  The absence of any lower-intenaity 

anomeric signals in the region 4.8 < 6 <5.5, other tnan those listed in 

Table 2, indicated that no partial structures of the complete Man 
9- 

GicNAcGlc- NAc-01 were present. 

These results were confirmed by permethylation analysis. The 

results of the latter are compiled in Table 3. 

CONCLUSION 

Based on the results of n.m.r. and methylation analysis, the pri- 

mary structure of the oligosaccharide moiety of An&oCltonu U U , J ~ ~ ~  

hemocyanin is proposed to be as shown in Fig. 2. This structure is com- 

mon to numerous glycoproteins of different origins, exhibiting different 

roles, i.a. cal£ thyroglobulin unit A 21, human myelona IgM 22, chinese 



2 4 
hamster ovary ce11 glycoproteins 23, soybean agglutinin , bovine lac- 

20 
totransferrin 25, and sheep prostaglandin endoperoxide synthase . 

Moreover, Andrrocton~ln a w w  hemocyanin is a 24-mer protein 

built from eight types of polypeptide chains, each of which having a 

relative molecular mass of about 75,000 293 . Hence, the total carbohy- 
drate content of hemocyanin of 0.8 % by weight indicates the presence of 

about eight glycans per molecule. 

It is worth noting that only the complete MangGlcNAc has been 
2 

found in the Anahootonc~6 au- hemocyanin. Apparently, no trimming 

occured, raising an interesting point as to glycoprotein evolution. 

N-glycosylation of proreins is an universal feature of eucaryotic orga- - 
nisms, The asparagine-linked oligosaccharides can be subdivided into 

oligomannosidic-type and, after oligosaccharide processing followed by a 

series of elongation reactions, into hybrid and - N-acetyllactosamine- 
type 26. Hugues d. 27s28 have found only oligomannosidic-type gly- 

cans in the major glycoprotein of mosquito ce11 plasma membranes. In 

contrast g-acetyllactosamine-type glycans are abundant in vertebrate 

cells. Those results are consistent with later findings of Hsieh and 

Robbins 29 who suggest rhat e similar processing pathway may be charac- 

teristic of al1 insects. The oligomannoside nature of - N-glycosidic type . 

glycan of scorpion hemocyanin is in accordance with the proposa1 impli- 

3 O cating that glycosylation is an evolutionary marker . 
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TABLE 1 
83 

MOLAR RATIOS OF MONOSACCHARIDE FOR I N I T I A L  ANDROCTONUS AUSTRALlS HEMOCYANIN 

AND ITS GLYCAN OBTAINED AFTER H'YDRAZINOLYSIS, N-REACETYLATION AND REDUCTION(M). - 

M a n  

G a 1  

G I ~ N A C ~  

G l  CNAC-O 1 

a 
C a l c u l a t e d  on the basis of two  and one GlcNAc  residues respectively. 

TABLE III 

MOLAR R A T I O S ~  OF MONOSACCHARIDE METHYL ETHERS PRESENT IN THE METHANOLYSATE 

OF THE PERMETHYLATED GLYCAN ISOLATED FROM ANDROCTONUS AUSTRAL13 HEMOCYANIN. 

LILLE @ 

a C a l c u l a t e d  on t h e  bas i s  of 4 r e s i d u e s  of (3,4 ,6)-Me3-Man 



TABLE 1 1 

'B ",MICAL SIIIFTS a?? STRUCXURAL-REPORTER-GROUP PROTONS OF TlIE CONSTïrUENT iWNOÇACCE4- 

RIDES i%R THE OLICCSACCHARIDE-ALDITOL (H) DERIVED FROM ANûROcTL)NUS AUSfRALIS aEnOCYANïN, 

TOCBTHER WITH THOSE FOR REFERENCE C O ~ U N D  F I ~ O  

NAc of 

a For coding of aonosaccharide residues and complete structure, 

see Fig. 2. 

Chemical shiftr ara given for neucral solutions at 27'C in ppm 

domfield from internai DSS in D20. 

- Assignmencs aav have co be interchanged. 

Chemical shift was meaîured IC bOQC. 



Fig. 1. Thin-layer chromatography of the glycan liberated by hydrazino- 

lysis from AndhOctonl~cl ~LL~W hemocyanin ( H )  and of the mix- 

ture of the oligomannosidic type oligosaccharides M 2 to Mg used 

as standards (St). For detafls of the experimental procedure, 

see "Experimental". 

Fig. 2. Primary structure of the oligomannosidic type carbohydrate 

chain f rom AndnoctonucS uuc~&aLh hemocyanin. 



Nous avons pu déterminer, en as soc ian t  l a  technique de l a  

méthylation e t  l a  spectroscopie en R.M.N. du proton à 500 MH l a  
z ' 

s t r u c t u r e  pr imaire  du glycanne de l'hémocyanine du scorpion Androctonus 

a u s t r a l i s  qui  correspond au glycanne oligomannosidique Man GlcNAc2. On 
9 

trouve c e t t e  s t r u c t u r e  dans l a  thyroglobuline de veau ( I T O  e t  a l .  

-293-1, l e s  immunoglobulines M myélomateuses (CHAPMAN e t  KORNFELD 

-294-), l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  de Vache ( V A N  HALBEEK e t  a l .  -295-), 

l ' a g g l u t i n i n e  de s o j a  (LIS e t  SHARON -296-), l 'endopéroxyde 

prostaglandine synthétase  de Mouton (MUTSAERS e t  a l .  -297-) e t  

également chez l e s  Insec tes ,  chez qu i  on ne trouve que des  s t r u c t u r e s  

de type oligomannosidique, ce qui  tend à prouver que c e t t e  

s i m p l i f i c a t i o n  s t r u c t u r a l e  s e r a i t  généra l i sab le  aux Arthropodes. Il 

s e r a i t  c a p i t a l  de v é r i f i e r  si l e s  enzymes responsables de l a  maturation 

des glycannes (a-mannosidases ou g lycosy l t r ans fé rases )  s o n t  absentes 

chez l e  Scorpion, ce qui  exp l iquera i t  ce  blocage de l a  synthèse des 

g lycoproté ines  . 

Q u e l l e  e s t  l a  s i g n i f i c a t i o n  biologique de ce glycanne p résen t  

à r a i son  de 8 à 9 chaînes ol igosaccharidiques par  molécule 

d'hémocyanine ? Pour essayer de répondre à c e t t e  quest ion,  on peut s e  

r é f é r e r  aux t ravaux récen t s  de N O R D I N  e t  a l .  (-298-1 qui on t  é t u d i é  l e s  

substances v i t e l l i n e s  d 'une  b l a t t e  : B l a t t e l l a  germanica. Ces composés 

s o n t  des phospholipoglycoprotéines,  comportant des glycannes de type 

oligomannosidique (essent ie l lement  des ol igosaccharides Glcl Man9 
GlcNAc2 e t  Man GlcNAc2), syn thé t i sées  dans l e  corps g r a s ,  exc ré tées  

7-9 
dans l'hémolymphe e t  captées  par  l e s  oocytes.  Ces auteurs  o n t  montré, 

en inhibant  l e u r  g lycosyla t ion  dans l e  corps g r a s  par  l a  tunicamycine, 

que ces  p ro té ines  r e s t a i e n t  sous l a  forme d 'un précurseur de haut  poids 

moléculaire qui  ne s u b i s s a i t  pas l e s  protéolyses  spéc i f iques  

h a b i t u e l l e s  conduisant à l a  molécule mature sécré tée .  C ' e s t  par  l a  

r é a l i s a t i o n  de t e l l e s  expérimentations s u r  l 'hépatopancréas du 

Scorpion, l i e u  de synthèse de l 'hémocyanine, que nous pourrions 

v é r i f i e r  s ' il e x i s t e  également des r e l a t i o n s  e n t r e  l a  g lycosyla t ion  de 

1 ' hémocyanine, s a  séc ré t ion  e t /ou  l a  formation de s a  s t r u c t u r e  

quaternai re .  



DETERMI NATION DE LA STRUCTURE PRIMAI RE 
DES GLYCANNES MAJEURS DU FIBR INOGENE BOVIN 



Le f i b r i n o g è n e  e s t  une g lycopro t é ine  plasmatique impliquée 

dans l a  coagu la t i on  sanguine.  Sous l ' a c t i o n  de l a  thrombine, il e s t  

conve r t i  en monomères de f i b r i n e s  q u i  s e  polymérisent  non- 

enzymatiquement e t  forment  l a  f i b r i n e  i n s o l u b l e ,  sous l ' a c t i o n  du 

f a c t e u r  X I I 1  a c t i v é .  

Le r ô l e  de l e u r s  glycannes dans c e s  processus  n ' a  pa s  é t é  

c l a i r emen t  é t a b l i .  Selon NISHIBE e t  TAKAHASHI (-299-),  l ' é l a g a g e  des  

glycannes du f i b r i n o g è n e  par  vo i e  enzymatique ne modif ie  pas  l e  temps 

de coagu la t i on  t a n d i s  que LAKI e t  MESTER (-300-1 o n t  montré que s a  

d é s i a l y l a t i o n  i n d u i s a i t  l a  formation d ' un  g e l  modif ié .  MIZUOCHI e t  a l .  

(-301-) n ' o n t  pa s  r e t r o u v é  de d i f f é r e n c e s  q u a l i t a t i v e s  ou q u a n t i t a t i v e s  

e n t r e  l e s  glycannes de f i b r inogène  humain normal e t  ceux d ' u n  

f i b r inogène  pa thologique  (Nagoya),  p r é s e n t a n t  l a  p a r t i c u l a r i t é  

d ' i n d u i r e  une po lymér i sa t i on  défec tueuse  d e s  monomères de f i b r i n e .  

TOPFER - PETERSEN (-302-) e t  MIZUOCHI e t  a l .  (-303-) a v a i e n t  

montré que l e s  g lycannes  du f i b r inogène  humain é t a i e n t  de t ype  N- 

acé ty l lac tosaminique ,  b ian tennés  mono- e t  d i s i a l y l é s ,  mais nous ne 

d i spos ions  que de peu d 'é léments  s u r  l a  s t r u c t u r e  des  g lycannes  du 

f i b r inogène  bovin. S e u l s ,  TOPFER - PETERSEN e t  HENSCHEN (-304-1 a v a i e n t  

p r é c i s é  s a  composi t ion en monosaccharides. 

Le Docteur E. MOCZAR du Labora to i r e  du T i s s u  Conjonc t i f  de l a  

Facu l t é  de Médecine de  C r é t e i l  nous a v a i t  c o n f i é  une p r é p a r a t i o n  de 

g lycopept ides  i s o l é s  à p a r t i r  de  f i b r inogène  bovin en vue de dé te rminer  

l a  s t r u c t u r e  p r ima i r e  de l e u r s  glycannes.  

Deux g lycannes  majeurs ,  b i an t ennés ,  mono e t  d i s i a l y l é s ,  

r e p r é s e n t a n t  38 e t  39 % d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  t o t aux  o n t  é t é  i s o l é s  e t  

l e u r s  s t r u c t u r e s  p r i m a i r e s  o n t  é t é  dé te rminées  s u r  l e s  bases  des  

r é s u l t a t s  i s s u s  de l a  t echnique  de l a  méthyla t ion  e t  des  a n a l y s e s  en 

R.M.N. du proton à 360 MHz ( v o i r  F igure  3 ,  p .92) .  La s e u l e  ambigul té  

s u b s i s t a n t e  r é s i d e  dans  l e  f a i t  que nous n 'avons  pu p o s i t i o n n e r  l e s  

r é s i d u s  d ' a c i d e s  N-acétyl e t  N-glycolylneuraminiques s u r  l e s  cha înes  

o l i gosaccha r id iques  , 1' emploi de l ' h y d r a z i n e  f a i s a n t  d i s p a r a î t r e  c e t t e  

hé t é rogéné i t é  par  l i b é r a t i o n  des  groupements a c é t ÿ l  e t  g lycoly  1. 



En outre, la quantité relativement importante de glycopeptides 

dont nous disposions nous a permis de vérifier que l'hydrazinolyse 

était bien quantitative et ne provoquait pas de modifications majeures 

des glycannes, comme des désialylations partielles. 

La publication suivante rapporte l'ensemble des principaux 

résultats de cette étude. 
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After pronase digestion of bovine fibrinogen, the asparagine-linked glycans were released from the resulting 
glycopeptides by hydrazinolysis, and subsequently re-N-acetylated. Two sialylated glycans were isolated by ion- 
exchange chromatography. Their primary structure has been determined by methylation analysis and 360-MHz 
'H-NMR spectroscopy. The structures proposed to be present in the native glycoprotein are as follows: 

NeuAc/NeuGc(a2+6)Gal(,!?1+4)GlcNAc(,!?1+2)Man(a1+3) 
\ 

Fibrinogen and fibrin from a number of animal species are 
glycoproteins [Il. The biological role of their glycan moieties is 
not yet clear despite active investigations in this field. For 
example, it has been reported that neutral carbohydrates [2] 
or sialic acid [3] are released during clotting but a number of 
investigations were unable to confirm these results [4, 51. The 
decrease in coagulability of fibrinogen after periodate oxida- 
tion of glycans also suggested a role of the latter in the clotting 
process [6]. This finding has since been critized, as the reduc- 
tion of the clotting time may be due to oxidation of some 
amino acid residues [7]. Recently, it was demonstrated that 
the enzymatic removal of glycans does not change the clotting 
time of fibrinogen 181. 

Study of pathological cases did not bring more informa- 
tion about the relationship between sugars and clotting. In 
fact congenitally abnormal fibrinogens [9 - 111 have in some 
cases a lower carbohydrate content than normal ones but is 
seems that the primary cause of these coagulation dis- 
turbances is an amino acid substitution. However, sialic-acid- 
free fibrinogen forms a gel different from the normal protein 
[12] and yields urea-soluble fibrin in the presence of factor 
XII1 [13]. These findings suggest that the carbohydrate in 
fibrinogen could play a role in the complex polymerisation 
process. 

Attempts to clarify the structure of the glycan of bovine 
fibrinogen were done earlier by Mester et al. [14, 151, but due 
to the poor performances of the analytical methods used at 
that time, the authors did not obtain exact determination of 
the structure. The present paper describes the primary 
structure of the two major glycans of bovine fibrinogen deter- 

Correspondence to J. Montreuil. Laboratoire de Chimie Biologi- 
que et Laboratoire Associé au CNRS no 217, Université des Sciences 
et Techniques, F-59655 Villeneuve d'Ascq Cédex, France 

Abbreviations. Fuc, L-fucose; Gal, D-galactose; GlcNAc, N-ace- 
tyi-D-glucosamine; Man, D-mannose; NeuAc, IV-acetyi-D-neuraminic 
acid; NeuGc, N-glycolyl-D-neuraminic acid. 

mined by methylation analysis and 360-MHz 'H-NMR 
spectroscopy. 

MATERIALS AND METHODS 

Bovine fibrinogen type 1 (75% protein-clottable) and type 
IV (95% protein-clottable), pronase and N-glycolyl- 
neuraminic acid were purchased from Sigma (St Louis, MO, 
USA). Ultrogel AcA 202 was obtained from IBF (Paris. 
France). Anion-exchanger AGI-X2 (minus 400 mesh) and 
Bio-Gel P-2 (200 -400 mesh) were furnished by Bio-Rad Lab- 
oratories (Richmond, CA, USA). Anhydrous hydrazine was 
from Pierce Chemical Company (Rockford, IL, USA). Silica 
Gel 60 thin-layer plates (0.2 mm layer) were from Merck 
(Darmstadt, FRG). The sialylated oligosaccharides used as 
standards for thin-layer chromatography were isolated from 
urine of a patient with sialidosis and are a gift from Dr 
G. Strecker. Their primary structure is as follows [16]: 
oligosaccharide 1: NeuAc(a2+6)Gal(~1-+4)GlcNAc(~1+2) 
Man(al+3)(NeuAc(cr2+6)Gal(~1+4)GlcNAc(~1+2)Man 
(al +6)]Man(pl+4)GlcNAc; oligosaccharide II : NeuAc(a2 
-, 6) Ga1 (pl -+ 4) GlcNAc (fi1 + 2) Man (al -, 3) [Gal (pl + 4) 
GlcNAc(~1+2)Man(a1+6)]Man(~l+4)GlcNAc. 

Preparation of tlze glycopeptides 

Fibrinogen type 1 (25 g) was digested by 0.5 g pronase as 
previously described [14]. The pronase was preincubated for 
1 h at 49°C to destroy glycosidase activities [17]. Pronase was 
removed by trichloroacetic acid at 4°C [18] and the bulk of 
the acid was extracted by diethyl ether. The solution was 
neutralized with ammonium hydroxide, concentrated by 
evaporation in vacuo and chromatographed on Ultrogel AcA 
202 column (60 x 5 cm). Elution was done with 0.1 M aqueous 
acetic acid. Sugars were detected by a phenol/sulfuric acid 
reagent [19] and the fractions containing sugars were pooled 



oligosaccharides were re-N-acetylated with acetic anhydride 
according to Reading et al. [22] and subsequently desalted as 
described above. The non-desialylation of the glycans during 
the hydrazinolysislre-N-acetylation procedure was checked 
by the diphenylamine reagent [23] after each passage over Bio- 
Gel P-2 columns. 

and lyophilized. Glycopeptides were prepared in a similar way 
0 5  from 1 g of fibrinogen sample Sigma type IV, using a 60 x 1 cm 

Ultrogel AcA 202 column for the separation of the glyco- 
peptides. The finger-printing of the glycopeptide mixture on 
silica thin-layers was realised as described [20]. O L  

r 
N m 

Hydrazinolysis -a - 0 3 -  
Lyophilized glycopeptides were hydrazinolysed according 

to Bayard et al. 1211: the sample (30 mg) was dried in vacuo $ over P20S and heated in a glass sealed tube with 500 pl 2 0 2 -  
anhydrous hydrazine for 20 h at 105°C. The excess of rn 

hydrazine was evaporated under nitrogen. The evaporation 2 
was repeated twice after addition of a few drops of toluene. 0 1 -  
The residual hydrazine was eliminated in vacuo over H2S04. 

Separation ofsialyloligosaccharides 
by ion-exchange chromatography 

The oligosaccharide fraction obtained was submitted to 
ion-exchange chromatography on a column (20 x 1 cm) of 
AGI-X2 (minus 400 mesh, acetate form) equilibrated in water. 
Elution was perfonned with pyridinelacetic acid buffer pH 5 
using a continuous gradient of ionic strength from O- 
400 mM at a flow rate of 10 ml/h. 

The liberated oligosaccharides were desalted on a column 
(1 x 50 cm) of Bio-Gel P-2 (200-400 mesh) and eluted with 
acetic acid (1%) in water. The carbohydrate fractions were 0 IO 20 30 40 50 60 70 
visualized by the phenol/sulfuric acid reagent [19]. After elim- Fraction number 
ination of acetic acid by evaporation in vacuo, the 

Thin-layer chromatography 
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Thin-layer chromatography of the oligosaccharides was 
performed on Silica Gel 60 plates during 5 h with the solvent 
system: pyridine/ethanol/acetic acidln-butanollwater (10: 
100:3: 10:30, by vol.) [24] and visualized with an orcinol/ 
sulfuric acid reagent (200 mg orcinol in 100 ml of 20% sulfuric 
acid). 

- 

IN 
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Determination of the structure of the sialy1oligo.saccharides 

The molar carbohydrate composition of the sialyloligo- 
saccharides was determined by gas-liquid chromatography 
after methanolysis and trifluoroacetylation [25]. Sialic acids 
were identified and determined according to Schauer [26]. 
Permethylation was carried out according to Finne et al. [27l 
and the methyl glycosides were separated by gas-liquid 
chromatography before (for neutral monosaccharides) and 
after (for neutral monosaccharides and hexosamines) 
peracetylation according to Fournet et al. [28]. For 'H-NMR 
spectroscopic analysis the oligosaccharides were repeatedly 
exchanged in 'H20 (99.96 mol% 'H, Aldrich, Milwaukee, 
WI, USA) at room temperature with intermediate lyophil- 
ization. The 360-MHz 'H-NMR spectra were recorded on a 
Bruker HX-360 spectrometer (SON NMR facility, Gronin- 
gen, The Netherlands). operating in the Fourier transform 
mode, at a probe temperature of 25°C 1291. Chemical shifts 
are given relative to internai sodium 4,4-dimethyl-4- 

,, 

' 

Fig. 1 .  Ion-exchange chroma:ography on AG 1-X2 (minus 400 mesh) 
of oligosaccharides liberated from Jibrinogen g1,vcopeptides by 
hydrazinobis and re-N-acetylation. For details, see Materiais and 
h-lethods 

silapentane-1-sulfonate, but were actually measured by refer- 
ence to internal acetone (6 = 2.225 ppm, with an accuracy of 
0.003 ppm. 
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Preparation of glycopeptides 

i 
"/ 

25 g of bovine fibrinogen type 1 yie!ded 450 mg of a 
purified glycopeptide mixture. The patterns obtained by 
chromatography on silica thin-layers [20] of the glycopeptides 
from fibrinogen samples with 75% (type 1) or of 95% 
(type IV) clottable protein were similar. It was decided to 
carry out the structural studies on the glycopeptide mixture 
prepared from the type 1 sample. 

RESULTS 

' 

, 

Sialic acid chnrncterization 

" '' 
'/ 

- 
'/' 

/' 

4, 

N-Acetyl and N-glycolyl neuraminic acids were found to 
be present in the glycopeptides in equal proportions. As 
hydrazinolysis removes al1 N-acyl groups (acetyl and glycolyl) 
and since re-N-acetylation is achieved with acetic acid 
anhydride, the native heterogeneity is lost during this treat- 
ment and the liberated glycans contain only IV-acetyl- 
neuraminic acid [30]. 

Isolation of glycans 

The ion-exchanger chromatography of glycans obtained 
by hydrazinolysis and re-N-acetylation afforded two major 
fractions (fractions A and B), which were eluted with 40 
and 120 mM pyridinelacetic acid buffer, respectively, and two 
minor fractions, a non-retained neutral one (fraction N) and 
one eluted with 220 mM pyridinelacetic acid buffer jfrac- 
tion C) (Fig. 1). The fractions N, A, B and C represented 
16%, 38%, 39% and 7% of the total oligosaccharide content, 
respectively. Fractions A and B were homogeneous on thin- 
layer chromatography (Fig. 2) and migrates as the mono- 
sialylated (oligosaccharide II) and the disialylated (oligosac- 
charide 1) standards, respectively. 



Table 2. Molar ratios of monosaccharide meth.yl ethers present in the 
methanolvsates o f  the ~ermethvlated oliaosaccharides obtained bv 
hydrazinolysis of ;hefib;inogen g ~ ~ c o ~ e ~ t i d e s  (fractions A and B)  

' 

The molar ratios were calculated on the basis of two residues of 3.4.6- 

--- 

Monosaccharide methyl Fraction A Fraction B 
ether 

Tabie 3. ' H  chemical shifts of strzrctural-reporter-group protons of con- 
stituent monosaccharides for two major sialyloligosaccharides derived 
from bovine fibrinozen 
-chernical shifts wëre acquired at 360 MHz, for solutions of the 
oligosacchandes in 'H20, a t  p2H x 2 and at  25'C 

Reporter Residue Chernical shift in 
group 

oligo- oligo- 
saccharide A saccharide B 

A E? S 
Fig. 2. Thin-layer chromatography of the mixtures ( S )  of standard H-1 of 

oligosaccharidrs I (S-1) and II (S-II) and of fractions A and B isolated 
by ion-exchange chromatography. For details, see Materials and 
iMethods 

Table 1. Molar carbohydrate composition of the fibrinogen glyco- 
peptides and of the oligosaccharides obtained by hydrazinolysis and 
separated by ion-exchange chromatography (fractions A and B) 
The molar ratios were calculated on the basis of three mannose 
residues H-2 of 

-- - - -- 

Monosaccharide Glycopeptides Fraction A Fraction B 
H-3ax of NeuAc(u2-.6) 1.774 

Ga1 2.2 2.1 2.1 
Man 3.0 3.0 3.0 H-3eq of NeuAc(a246) 2.659 

Fuc 0.0 0.0 0.0 NAc of GlcNAc-1 2.037 2.037 
GlcNAc 3.6 (4) 3.6 (4) 3.6 (4) GlcNAc-2 2.083 2.082 
NeuAc 0.85 1.1" 2.1" GlcNAc-5 2.070 2.070 
NeuGc 0.85 a a - - GlcNAc-5' 2.047 2.066 

NeuAc 2.031 2.031 
" Only N-acetylneuraminic acid is present since hydrazinolysis 

removed acetyl and glycolyl groups and re-N-acetylation fully re-N- " Signal of two protons. 
acetylated the neuraminic acid residues. Signal of two methyl groups. 

Primary structure of oligosaccharides A and B 

The primary structure of the two major glycans A and B 
of bovine fibrinogen was established by 360-MHz 'H-NMR 
spectroscopy in combination with sugar analysis and 
permethylation studies. The carbohydrate compositions of A 
and B are compiled in Table 1, the results of permethylation 
analysis in Table 2 and the pertinent 'H-NMR data in Table 3. 

The 360-MHz 'H-NMR spectra of 'H,O solutions of 
oligosaccharides A and B are very similar to those of the 
mono-(a2 - 6)-sialylated and di-(a2 - 6)-sialylated oligosac- 
charides A3a and A4 from human meconium [31], re- 
spectively. It should be mentioned, that the structures of A3a 

and A4 are identical to those of oligosaccharides II and 1, 
respectively, from sialidosis urine which were used as 
standards for thin-layer chromatography in this study. The 
above spectral resemblances indicate the branching pattern of 
both A and B glycans to be biantennary, and the NeuAc 
residues glycan in A to be located in the (al - 3)-linked, upper 
branch [29, 311. 

It should be noted that the spectra of fibrinogen 
oligosaccharides A and B were recorded for 'H20 solutions 
at p2H N 2. At this relatively low p2H, a small amount of 
sialic acid had been split off. Concomitantly, the structural- 
reporter-group signals of the desialylated analogue of A and 
the partially desialylated counterpart of oligosaccharide B are 



GLYCAN A 

NeuAc or NeuGc(a2+6)Gal(61+4)GlcNAc(B1+2)Man(a1*3) 

\ 
Man(~ I-+4)GlcNAc(~1~)GlcNAc(~l+N)Asn 

/ 
Gal(Bl+&)GlcNAc(B1+2)Man(al~) 

GLYCAN B 

6 5 = 4 
NeuAc or NeuGc(a2+6)Gal(B k4)GlcNAc(fJ 1+2)Man(a1+3) 

\ 
'Man (B k4) GlcN~c (0 1+4)GlcNAc (6 l+NjAan 
/ 

2 
NeuAc or N~UGC(~Z&)G~~(~~+~)G:CNAC( 61-+2)~an(a1+6) 

6' 2' 4_' 

Fig. 3.  Primary structure of the two major glycans from bovinefibrinogen 

observable. The structural-reporter-group signals of free sialic 
acid, which occurs mainly ( N  92%) in the p-anomeric form 
under the applied conditions, at p2H x 2 are observed at S = 
1.872 pprn (H-3ax, doublet of doublets), 6 = 2.304 pprn (H- 
3eq, doublet of doublets) and at 6 = 2.050 pprn (NAc, singlet) 
(for p2H influences on these chemical shifts, see [32, 331). 

Besides this contamination, an important difference be- 
tween the spectra of the fibrinogen oligosaccharides and the 
corresponding ones from meconium/sialidosis urine orig- 
inates from this low p2H value. The chemical shifts of the H- 
3ax and H-3eq signals of the glycosidically linked sialic acid 
residues are influenced by the p2H value of the solution. For 
glycans A and B, SH-3ax x 1.77 pprn and SH-3eq 
% 2.66 pprn are obsemed (see Table 3), while for neutral 
solutions SH-3ax x 1.72 pprn and 6H-3eq % 2.67 pprn are 
found [29, 331. Nonetheless, it can be concluded that the 
NeuAc residues in glycans A and B are (a2 - 6)-linked to Ga1 
i331. 

Another deviation between the NMR spectra of the 
fibrinogen oligosaccharides and the meconium/sialidosis 
oligosaccharides stems from the presence of an additional 
GlcNAc-1 residue at the reducing end of the molecules. For 
this GlcNAc-1, the NAc signal is found at 6 = 2.037 ppm, 
while the chemical shift of the NAc signal of GlcNAc-2 (6 = 
2.083 ppm) points to (pl -4)-glycosidic linkage of this residue 
1291. A similar reasoning holds for the anomeric signals. The 
chemical shift of H-1 of GlcNAc-1 in the a-anomer of 
oligosaccharides A and B (6 = 5.187 ppm) differs slightly 
from that for the reducing GlcNAc-2 in the meconium 
analogues (6 = 5.212 ppm), while the H-1 signal of GlcNAc- 
2 for oligosaccharides A and B is observed at a position (6 = 
4.605 ppm) which is in accord with its (pl -4)-linkage to 
GlcNAc-1 [29]. These parameters for the reducing chitobiose 
core unit in these fibrinogen oligosaccharides are in good 
agreement with those found for similar asialyl-oligosac- 

charides isolated from urine of beagle dogs with GM,- 
gangliosidosis [34]. 

Based on the aforementioned NMR results and those of 
carbohydrate (Table 1) and methylation (Table 2) analysis, 
the primary structure of the major fibrinogen oligosaccharide 
chains is established to be as depicted in Fig. 3. The given 
structure takes into account the loss of N-glycolyl groups 
from N-glycoiylneuraminic acid during hydrazinolysis. 

DISCUSSION 

On the basis of the carbohydrate composition, methyl- 
ation analysis and 360-MHz 'H-NMR spoectroscopy, the 
primary structure of the two major glycans of bovine 
fibrinogen has been determined. The structures are identical 
to those of the two major glycans A-1 and A-2 of human 
fibrinogen, except for the presence of N-glycolyl nueraminic 
acid and the ratio of 2 for mono/disialylated glycans in human 
compared to 1 in bovine fibrinogen I l l ,  351. The latter in- 
vestigators applied 300-MHz 'H-NMR spectroscopy of 
fibrinogen glycopeptides, in combination with exoglycosidase 
treatment, as the method of structural analysis. However, they 
assigned the difference in chemical shift (A6 = 0.007 ppm) 
observed between H-1 of Man-4' for their GP VI1 versus GP 
IV - VI, as a result of removal of NeuAc from the (al - 6)- 
branch by neuraminidase treatment. As can be concluded 
from [29], the chemical shift of H-1 of Man-4' is influenced 
slightly but significantly by the presence of NeuAc in the 
(ctl-3)-branch. This might be the explanation of the effect 
described by Townsend et al. [35]. The 300-MHz 'H-NMR 
spectrum published iil [35] suggests that these authors dealt 
mainly with the monosialylated glycopeptide. corresponding 
to oligosaccharide A in the present study. 

Considering the amino acid sequences of the glycopeptides 
obtained from bovine fibrinogen [15, 361 it seems that the 



glycans are located in peptide sequences of the p and y chains 
analogous to those of human fibrinogen [371. On the basis of 
previous results [15], it can be assumed that, like in human 
fibrinogen, the monosialylated glycans are preferentially 
located on the Asn-Lys-Thr sequence of the y chain, while the 
disialylated ones are mainly located on the Val-Gly-Glu-Asn- 
Arg sequence of the fl chain. 

The monosialylated and disialylated biantennary structure 
of the N-acetyllactosamine type found in fibrinogens is widely 
distributed and has been found in numerous glycoproteins 
from various animal sources, playing very different roles (see 
the recent review of Montreuil [381). Thus, the biological 
significance of these cornmon structures remains to be investi- 
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ETUDE DES GLYCANNES DU COMPLEXE 

FACTEUR V I  I I/FACTEUR DE VON W I LLEBRAND 



1 - INTRODUCTION, 

Le complexe protéique plasmatique appelé F-VIII/vWf por te  à l a  

f o i s  l e s  a c t i v i t é s  biologiques du f a c t e u r  V I 1 1  (F-VIII) e t  du f a c t e u r  

de von W i l  lebrand ( FvW) in tervenant  respectivement dans l a  coagula t ion  

sanguine e t  dans 1 'hémostase primaire. 

Le F-VIII, contrairement à l a  majeure p a r t i e  des  f a c t e u r s  de 

coagulat ion,  n ' e s t  pas une s é r i n e  protéase ,  mais un cofac teur  

enzymatique : après  a v o i r  é t é  a c t i v é  en F-VIIIa par  des  t r a c e s  de 

prothrombine, il s e  l i e  au f a c t e u r  I X  a c t i v é ,  aux phospholipides 

p l a q u e t t a i r e s  e t  aux ions  Ca++ (HOUGIE e t  a l .  -305-) ce qui  conduit  à 

l ' a c t i v a t i o n  du f a c t e u r  X ,  ce  de rn ie r  é t a n t  d i ~ e c t e m e n t  impliqué dans 

l a  conversion de l a  prothrombine en thrombine. Le d é f i c i t  t o t a l  ou 

p a r t i e l  en F-VI11 provoque un syndrome hémorragique : l 'hémophil ie  A.  

Le f a c t e u r  Willebrand i n t e r v i e n d r a i t  dans 1' adhésion e n t r e  l e s  

p laque t t e s  e t  l e  sous-endothélium vascu la i re  (TSCHOPP e t  a l .  -306-, 

WEISS e t  al.-307-) . CAEN e t  a l .  (-308-) on t  montré que l e  f a c t e u r  

Willebrand S I  absorbe su r  l e  col lagène de type  III mais l e s  preuves de 

l ' adhés ion  de ce  f a c t e u r  s u r  l e s  p l a q u e t t e s  na t ives  son t  moins n e t t e s  

(KA0 e t  a l .  -309-, MORISATO e t  GRALNICK -310-). 

Par c o n t r e ,  en présence de r i s t o c é t i n e ,  l e  f a c t e u r  Willebrand 

adhère aux p l a q u e t t e s  e t  peut même l e s  agréger dans c e r t a i n e s  

condi t ions .  Ces p ropr ié t é s  dl adhésion e t  dl agrégat  ion  ont  é t é  

u t i l i s é e s  par  KA0 e t  a l .  (-311-) e t  SARJI e t  a l .  (-312-) pour mettre au 

point  des  dosages de l ' a c t i v i t é  cofac teur  de l a  r i s t o c é t i n e  associée  au 

taux de f a c t e u r  Willebrand. Le d é f i c i t  t o t a l  ou p a r t i e l  du f a c t e u r  

Willebrand a i n s i  que des  modificat ions de l a  s t r u c t u r e  qua te rna i re  du 

complexe proté ique  conduisent à des désordres hémorragiques regroupés 

sous l e  terme de maladie de von Willebrand. 



On ne possède que peu d 'éléments su r  l a  s t r u c t u r e  du F- 

VIII/vWf e t  même l a  masse moléculaire de ce complexe r e s t e  encore 

controversée. E l l e  v a r i e  de 106 à 2 0 x 1 0 ~  dal tons  selon d i f f é r e n t s  

au teurs ,  pour l e s  molécules p u r i f i é e s  (COUNTS e t  a l .  -313-, MAZURIER - e t  

a l .  -314-, HERSHGOLD e t  a l .  -315-1, t and i s  que c e r t a i n e s  équipes - 
mettent en doute l ' e x i s t e n c e  de ce  complexe de haut  poids moléculaire 

i n  v ivo  (ROCK e t  a l .  -316-, SEGHATCHIAN e t  a l .  -317-) . I l  r e s s o r t  

néanmoins de l a  major i té  des travaux que l e  F-VIII/vWf r é s u l t e  de 

1 ' a s soc ia t ion  non covalente  du f a c t e u r  V I 1 1  de f a i b l e  masse moléculaire 

e t  du fac teur  ae Willebrand de masse moléculaire importante e t  de 

s t r u c t u r e  multimérique (FASS e t  a l .  -318-) . I l  f a u t  no te r  que l e  F-VI11 

d 'une masse moléculaire de 250.000 dal tons  (MAZURIER e t  a l .  -319-1 

représente  1 p. 100 du complexe F-VIII/vWf t a n d i s  que l e  FvW e s t  

composé de sous u n i t é s  de 230000 dal tons  e t  représente  99 p. 100 du 

complexe (BENNETT e t  a l .  -320-). 

Le F-VI1 I/vWf e s t  un complexe de nature  glycopro t é in ique  

(HERSHGOLD e t  a l .  -321-, KASS e t  a l .  -322-) e t  l a  composition 

centésimale en s u c r e s  to taux ,  extrêmement va r i ab le  se lon l e s  au teurs  

(de 6 p. 100 s e l o n  LEGAZ e t  a l .  -323- à 40 p. 100 selon PAULSSEN e t  a l .  

-324-), e s t  actuel lement estimée à 15 p. 100 (SODETS e t  a l .  -325-, 

MAZURIER e t  a 1. -326-, GRALNICK e t  a l .  -327-). Les nonosaccharides 

représentés  s o n t  l a  N-acétylglucosamine, l a  N-acétylgalactosamine, 

l e  ga lac tose ,  l e  mannose, l e  fucose e t  1' acide N-acétylneuraminique 

(SODETZ e t  a l .  -328-, MAZURIER e t  a l .  -329-). Compte tenu de 

l ' impor tance  du FvW dans l e  F-VIII/vWf (99 p. 100) e t  de l a  composition 

centésimale en s u c r e s  du complexe (15 p.100), l e  FvW e s t  de na ture  

glycoprotéinique. SHAPIRO e t  a l .  (-330-) o n t  montré d ' a i l l e u r s  que l e s  

sous-unités du FvW réag i s sa ien t  avec l e  r é a c t i f  de Schi f f  après  

oxydation périodique. Les d i f f i c u l t é s  rencontrées l o r s  de l a  

prépara t ion  du F-VI11 assoc iées  à une f a i b l e  teneur  plasmatique (50 

, u g / l i t r e  de plasma) n ' o n t  pas  permis de p r é c i s e r  avec c e r t i t u d e  s a  

na ture  glycoprotéinique.  Toutefois ,  TUDDENHAM e t  a l .  (-331-) on t  



montré que l e  F-VI11 possède une a f f i n i t é  pour l a  Concanavaline A e t  

ROCK e t  a l .  (-332-1 e s t imèren t  à 10 p. 100 s a  t eneu r  en 

monosacchar i de s .  

C ' e s t  au s u j e t  du f a c t e u r  Willebrand que nous avons l e  p l u s  de  

renseignements  s u r  l e  r ô l e  p o t e n t i e l  d e s  glycannes dans s o n  a c t i v i t é  

b io log ique .  En comparant l a  composi t ion g luc id ique  du F-VIII/vWf i s o l é  

de plasmas normaux e t  de plasmas de p a t i e n t s  a t t e i n t s  de l a  maladie  de 

Willebrand, GRALNICK e t  a l .  (-333-1 e t  DE MARCO e t  SHAPIRO (-334-) 

n o t è r e n t  une n e t t e  diminut ion de l ' a c i d e  s i a l i q u e  du F-VIII/vWf 

pathologique.  Mais l e  r ô l e  de  l ' a c i d e  s i a l i q u e  dans l a  f i x a t i o n  du F- 

VIII/vWf aux p l a q u e t t e s  e t  dans l ' a g r é g a t i o n  p l a q u e t t a i r e  en présence  

de r i s t o c é t i n e  r e s t e  t r è s  con t rove r sé .  En dehors  du f a i t  que l a  

d é s i a l y l a t i o n  du F-VIII/vWf diminue considérablement  s a  demi-vie 

plasmatique (SODETZ e t  a l .  -335-1, l ' a c t i o n  de l a  neuraminidase 

i n d u i r a i t  une d iminut ion  de l ' a c t i v i t é  du FvW ou ne l ' a f f e c t e r a i t  pas  , 
s e l o n  les a u t e u r s ,  (KA0 e t  a l .  -336-, MORISATO e t  GRALNICK -337-1. 

Le groupe de GRALNICK (GRALNICK -338- ; MORISATO e t  GRALNICK 

-339-) a également montré que l e s  r é s i d u s  de g a l a c t o s e  s i t u é s  en  

p o s i t i o n  t e r m i n a l e  non r é d u c t r i c e  des  g lycannes ,  j o u a i e n t  un r ô l e  

prépondérant  dans l ' a g r é g a t i o n  p l a q u e t t a i r e  en présence  de r i s t o c é t i n e ,  

puisque l a  mod i f i ca t i on  ou l ' e x c i s i o n  de c e s  monosaccharides pa r  l a  

g a l a c t o s e  oxydase ou l a  8 -ga l ac to s idase  i n d u i s a i e n t  une trés n e t t e  

diminut ion de c e s  p r o p r i é t é s .  Enf in ,  l o r s  de t ravaux  r é c e n t s ,  GOUDEMAND 

e t  a l .  (-340-) o n t  pu montrer que l a  d é g a l a c t o s y l a t i o n  du F-VIII/vWf 

i n d u i s a i t  une p e r t e  de l a  f i x a t i o n  de c e  complexe aux p l a q u e t t e s ,  en 

présence de r i s t o c é t i n e ,  t a n d i s  que s a  f i x a t i o n  en présence  de 

thrombine n ' é t a i t  pa s  a f f e c t é e .  Par  a i l l e u r s ,  c e s  a u t e u r s  o n t  également 

montré que l a  p r é sence  du g a l a c t o s e  se r é v è l a i t  ê t r e  i nd i spensab le  au 

maint ien de  l a  s t r u c t u r e  mu1 t imér ique  du F-VIII/vWf . 

Mais aucun de c e s  t ravaux n ' a  pu me t t r e  en év idence  des  

r e l a t i o n s  s t r u c t u r e s  glycanniques - a c t i v i t é s  b io log iques  p l u s  é t r o i t e s  

p u i s q u ' i l  n ' e x i s t a i t  p a s  de données s u r  l a  s t r u c t u r e  d e s  g lycannes  du 

F-VI II/vWf. 



II - MISE EN EVIDENCE DE L'HETEROGENEITE DES GLYCANNES DU F-VIII/vWf 

Bénéf ic iant  d 'une é t r o i t e  co l l abora t ion  avec l ' é q u i p e  du 

Professeur GOUDEMAND , Directeur du Centre Régional de Transfusion 

Sanguine de L i l l e ,  spéc ia l i sée  dans l ' é t u d e  du F-vIII/vW~ e t  des  

r e l a t i o n s  e x i s  t a n t e s  e n t r e  l a  copule glycannique e t  l e s  a c t i v i t é s  

biologiques de ce f ac teur ,  nous avons appliqué l e s  d i f f é r e n t e s  

méthodologies de détermination des s t r u c t u r e s  primaires des  glycannes 

que nous avions développées au l a b o r a t o i r e ,  au complexe F-VIII/vWf. Le 

problème majeur de c e t t e  étude r é s i d a i t  dans l a  f a i b l e  quan t i t é  de 

ma té r i e l  g luc  idique disponible ce  q u i  n é c e s s i t a i t  une m i n i a t u r i s a t i o n  

des méthodes. En e f f e t ,  le  F-VIII/vWf comporte bien 15 % de suc res ,  

mais : 

1 - l e  plasma ne c o n t i e n t  que 5  à 10 mg de ce  complexe p a r  

l i t r e .  

2 - Sa p u r i f i c a t i o n  n é c e s s i t e  de nombreuses é t apes  coûteuses 

en r a i s o n  des f a i b l e s  rendements obtenus ( v o i r  Figure 11; p. 98). 

3 - Ce complexe renferme à l a  f o i s  de l a  N-acétylglucosamine 

e t  de l a  N-acéty lga lac  tosamine suggérant l a  présence de 

glycannes de types O- e t  N-glycosidique compliquant l e s  

é tudes  s t r u c t u r a l e s .  

La pub l i ca t ion  suivante  f a i t  s u i t e  aux travaux de MAZURIER e t  - 
a l .  (-341-) qui o n t  p réc i sé  l a  composition en monosaccharides du F- 

VIII/vWf. Grâce à des expériences de B-élimination en mi l ieu  réducteur 

e t  d 'hydrazinolyse ,  menées en é t r o i t e  co l l abora t ion  avec B.  SAMOR du 

C.R.T.S. de L i l l e ,  nous avons pu montrer que : 



C o n c e n t r é s  t h é r a p e u t i q u e s  
c r y o p r é c i p i t é s ,  l y o p h i l i s é s ,  
r e c o n s t i t u é s  en eau 

F i b r i n o p r é c i p i t a t i o n :  
p r é c i p i t a t i o n  p a r  l e  g l y c o c o l l e  
( c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e :  1 2 % )  

C e n t r i f u g a t i o n  (5000g, 20°C, 30 min) 

C o n g é l a t i o n  du s u r n a g e a n t  ( -80°C 1 

C e n t r i f u g a t i o n  [30.000g, 4'C, 30minl 

P r é c i p i t é  ( f r a c t i o n  S-VII I I  d i s s o u s  
d a n s  un tampon i m i d a z o l e  0 , 0 2  M/NaCl 0 , 1 4  M ,  pH 7,O 

Chromatographie  d e  t a m i s a g e  m o l é c u l a i r e  s u r  
une co lonne  d e  B i o g e l  A-50 M (50-100 meshl 

F r a c t i o n s  r e c u e i 1 ) i e s  à l ' e x c l u s i o n  ( f r a c t i o n  V o - V I 1 1 1  
c o n t e n a n t  l e  F-VIII/vWf 

F i g u r e  11 - Schéma d e  p u r i f i c a t i o n  du F-VIII/vWf s e l o n  
MAZURIER e t  a l .  ( -342- ) .  



1 - Les deux types de glycannes, 0- e t  N- g lycos id iques ,  

é t a i e n t  p résen t s  s u r  l e  F-VIII/vWf, puisque tou te  l a  N- 

acéty l g a l  actosamine a é t é  r é d u i t e  après  R-élimination en milieu 

réducteur e t  qu 'après  hydrazinolyse,  l e s  glycannes r é s i d u e l s  ne 

renfermaient p l u s  de N-acétylgalactosamine. 

2 - D'un point  de vue méthodologique, il f a u t  no te r  que nous 

n'  avons pas m i s  en évidence de N-acétylglucosaminitol après  1'3- 

él iminat ion  en mi l ieu  réducteur ,  ce qu i  tend à prouver que dans ce  cas ,  

t r è s  peu ou p a s  de glycannes de type  N-glycosidique on t  é t é  l i b é r é s .  

D 'aut re  p a r t ,  nous ne retrouvons pas de glycannes de type O- 

glycosidique a p r è s  hydrazinolyse, c e  qui  e s t  en accord avec l e s  travaux 

de KROTKIEWSKI e t  LISOWSKA (-343- ) . @ 
3 - Le F-VIII/vWf p résen te  une t r è s  grande hétérogénéi3é 

glycannique. Nous avons pu sépare r  par  chromatographie s u r  couche mince 

t r o i s  glycannes de type N-glycosidique e t  d ix  glycannes de type O- 

glycosidique rep résen tan t  respectivement 70 e t  30 % des suc res  to taux,  

ce q u i ,  sur  l a  base  d'une masse moléculaire de 200.000 da l tons  pour l a  

forme protomérique du F-VIII, représente  8 à 9 chaînes N- e t  O- 

glycosidiques p a r  sous-unités. 
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ABSTRACT 
Human FVIII~VW~, purified 9 000 fold, was prepared £rom therapeutic 
concentrates by gel filtration and by inamino-af f inity chromatography 
on insolubilized inmiunoglobulins isolated £rom a rabbit inmiunized 
with the plasma of a patient devoid of FVIII R:Ag. These preparations 
which contain coagulant activity and agglutinate normal washed human 
placelets in the presence of ristocetin are immunologically pure. 
The carbohydrate moiety of this highly purified FVIII/vWf was sub- 
mitted to analysis by gas liquid chromatography and thin layer chro- 
matography before and after hydrazinolysis and alkaline-borohydride 
treatment. The total carbohydrate content is 14.4 p. cent (w/w). Man 
and GalNAc residues were identified, this result indicating the CO- 
existence of N- and O-glycosidically linked glycans (70 and 30 p. 
cent respectively). After hydrazinolysis it was demonstrated that 
the N-glycosidically linked glycans do not contain GalNAc residues. 
One major glycan belonging to the N-acetyllactosaminic type with a 
bi-antennary structure has been characterized by thin layer chroma- 
tography. The alkaline-borohydride treatment procedure reduced al1 
the FVIII/vWf GalNAc to GalNAc-01 residues, demonstrating that they 
are al1 involved in the linkage of the O-glycans with the peptide 
chain and consequently they cannot be in oligosaccharidic sequences 
inducing A-blood group activity. Furthermore, at least 10 O-glycosi- 
dically linked glycans were identified by thin layer chromatography. 
Thus, the high degree of heterogeneity of the FVIII/vWf car~ohydrate 
moiety requires further structural studies in order to precise which 
class of glycans is involved in the biological activity ofE'VIII/vWf. 

Key words : Factor VIII/vWf - Carbohydrates - Glycans - 
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INTRODUCTION 

Human factor VIII/von Willebrand factor (FVIII/vWf) is a complex 
containing a coagulant ac tivi ty (FVIII : C) and an activi ty required for normal 
platelet hemostatic function which is carried by a factor VIII-related antigen 
(FVIII R:Ag) and measured by its ability to agglutinate normal washed human 
platelets in the presence of ristocetin (FVIII R:RCo). Recent studies suggest 
that the carbohydrate moiety of FVIII/vWf is important for the binding of 
FVIII/vWf to platelets in presence of ristocetin and for the in vivo survival 
of the protein (1-6). Ploreover, blood group A, B and H activities have been 
recently characterized on human FVIII~VW~ (7). Haiever, the carbohydrate com- 
position of FVIII/vWf is not yet precisely known and the results published 
(8-10) have been obtained from preparations with different degrees of purity. 

The aim of this paper was to establish more precisely the monosac- 
charide composition of a preparation of highly purified FVIII/vWf and to de- 
termine the nature of its carbohydrate chains. 

MATERIALS AND METHODS 

Preparation and purification of factor VIII/vWf. Factor VIII/vWf was 
purified £rom therapeutic concentrates according to a procedure previously 
described (11) : after gel filtration of factor VI11 concentrates ( 1 500 
FVII1:C units) on a Biogel A-50M column (2.6 x 80 cm), the void volume frac- 
tions were further purified by imuno-affinity chromatography on a column of 
inmainoglobulins-Sepharose (2.6 x 30 cm). The immunoglobulins were obtained 
from the serum of a rabbit imunized with the plasma of a patient with severe 
von Willebrand's disease, devoid of Factor VIII/vWf (VI11 R:Ag < 0.003 U/ml). 
The fractions not bound to the insofubilized immunoglobulins, called L-VIIT, 
were submitted to immunological analysis and after delipidation according to 
Folch et al. ( 12) to chemical analysis. 

Carbohydrate determinations. The centes imal carbohydrate composition, 
identification and molar ratio of monosaccharides of the intact glycoprotein 
and of its products of hydrazinolysis and 3-elimination were determined by 
gas-liquid chromatography (g.1.c.) after methanolysis and trifluoroacetylation 
using the technique described by Zanetta et al. (13). 

Treatment with alkaline-borohydride was performed on delipidated 
L-VI11 preparations as described by Aminoff et al. (14) with some minor modi- 
ficatiois.-The reaction was sto~Ded bv ~lacinrr the solution in an ice bath 
and adding Dowex 50 x 8 (25-50 &sh, H; fo& until pH 4.5 was reached. The 
mixture of reduced oligosaccharides and glycopeptides with N-linked glycans, 
which are stable in the conditions of 8-elimination, was desalted by gel fil- 
tration on a Biogel P-2 column. 

Hydrazinolysis. A lyophilized and delipidated L-VI11 preparation 
was hydrazinolysed according to Bayard et al. (15) : the sample (30 mg) was 
dried in vacuum over Pz05 and then heated in a glass sealed tube with 300 pl 
anhydrous hydrazine for 20 h at 105' C. The excess of hydrazine was evaporated 
under nitrogen. The evaporation was repeated twice after addition of a few 
drops of toluene. The residual hydrazine was eliminated in vacuum over H2S04. 
This procedure specifically lïierates N-deacetylated glycans N-glycosidically 
linked and destroys O-linked glycans (16). The glycans were further desalted 
as above and re-N-acetylated according to Reading et al. (1 7). 
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Thin layer chromatography (t.1.c.). Oligosaccharides were chromato- 
graphed overnight on silica thin-layer plates (HPTLC Silicagef 60) with sol- 
vent : pyridine/ethanol/acetic acid/n-bptanol/water (10 : 100 : 3 : 10 : 30 
by volume. In this solvent system, the glycopeptides do not migrate (18). 

Other methods. FVIII coagulant activity was measured by a one-stage 
method (1 9), FVIII R:Ag by an immunoenzymatic assay (20) and FVIII R:RCo by a 
micro-titration technique (21). The protein concentrations were determined by 
the method of Lowry et al. (22). 

Standards (purified N- and 0- glycosidically linked glycans). The 
mixture of N-glycosidically linked glycans A (disialylated) and B (monosialy- 
lated) was prepared £rom human serum transferrin by hydrazinolysis and their 
structures were determined (23) as follows : GlycanA : 1 NeuAc ci 2 - 6 Ga1 
BI-4GlcNAcB1-2 M a n a 1 - 6 ( N e u A c a 2 - 6 G a l B 1 - 4 G l c N A c B 1 - 2  - 

Man a 1- 3) Man 6 1- 4 GlcNAc B 1 - 4 GlcNAc ; Glycan B : NeuAc ci 2- 6 Ga1 
B 1- 4 GlcNAcB 1 - 2 Man a!  - 6 or 3 (GaPB 1-4 GlcNAc3 1-2 Man 
ci 1- 3 or 6) Man B 1 - 4 GlcNAc B 1 - 4 GlcNAc. 

L-VI11 fractions, with a mean of 129 U NI11 R:Ag/mg, were purified 
approximatively 9 000 fold £rom human plasma with an overall yield of about 
7 p. cent. Their specific FVII1:C and NI11 R:RCo activities were 29.3 and 
34-5 U/mg respectively. These preparations gave no precipitation line against 
different antisera (anti-fibrinogen, - fibronectin, - immunoglobulins, - B- 
lipoproteins) and furthemore they induced in rabbits monospecific antibodies 
against FVIII/vWf. 

The lipid content (21.5 5 1.5 p. cent) was estimated on four lyophi- 
lized L-VI11 preparations by weighing the fractions extracted by the chloro- 
form-methanol mixture. Although this amount was reproducible from one expe- 
riment to the other, we cannot yet assert that these lipids are not adsorbed 
on the glycoprotein. These lipidic fractions were submitted to analysis by 
g.1.c. and as no sugar could be detected, the results below are related to 
the whole carbohydrate moiety of the glycoprotein. 

The carbohydrate centesimal composition of FVIII/vWf (Table 1) was 
determined on four lyophilized and delipidated L-VI11 preparations. The appli- 
cation of g.1.c. to the study of the whole FVIII/vWf glycoprotein indicates a 
large amount of sugars (mean 14.4 p. cent) and NeuAc (mean 3.9 p. cent) . 

TABLE 1 

Centesimal Composition of Delipidated FVIII/vWf. 

L-VTII preparations 1 2 3 4 Mean 

Total carbohydrate content 12 17.2 14.5 13.8 14.4 

Neutra1 monosaccharides 5.8 7 6.7 5.75 6.32 

N-acetylhexosamines 3.6 5.3 3.85 3.87 4.16 
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Identification and molar ratios determination of monosaccharides 
were performed as described in '%laterials and Methods" 2nd the results are 
summarized in Table II. The monosaccharides were identified as mannose (Man), 
galactose (Gal), fucose (Fuc), N-acetylglucosamine (GlcNAc), N-acetylgalacto- 
samine (GalNAc), N-acetylneuraminic acid (NeuAc) and molar ratios were calcu- 
lated on the bais of 3  Man residues which make up the inner-core of N-glyco- 
sidically linked glycans containing GlcNAc residues (24). 

TABLE II 

Monosaccharide Molar Ratios of FVITI/vUf Glycans 

L-VI11 preparations 1 2 3  4  Mean 

Mannose 3  3  3  3  3  

Galactose 4.1 3 . 8  4 3 . 4  3 . 8 3  

Fucose 1.2 1.13 1 . 3  1 .O6 1 .17  

N-ace ty lglucosamine 4.4 4 . 6 9  4.2 4.56 4.46 

N-acety lgalactosamine 1 .14  1.12 O. 92  0 . 8 4  1 

N-acety lneuraminic acid 2 . 4  3 . 4  3  3 . 4 3  3 . 0 6  

The simultaneous presence of Man, which is rarely identified in 
O-glycosidically linked glycans, and of GalNAc, a common marker of many oligo- 
saccharides O-glycosidically linked to peptide chains (25), indicates that 
FVIII/vWf probably contains both N- and O-glycanç. It is in order to verify 
this hypothesis that the purified FVIII/vWf preparations were further sub- 
jected to alkaline-borohydride treatment and hydrazinolysis (Table III). 

TABLE III 

Cornparison between Monosaccharide Molar Ratios of Native FVLII/vWf 
(intact glycoprotein with both N- and O-glycans) (A), FVIII/vWf sub- 
mitted to alkaline-borohydride treatment (reduced O-glycans and 
N-glycopeptides) (B) , and FVIII/vWf hydrazinolysate (N-glycans) (C) . 

Mannos e 

Galactose 

Fucose 

N-acety lglucosamine 

N-acetylgalactosamine 

N-acetylgalactosamini tol 

N-acetylneuraminic acid 
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Table III-B shows the monosaccharide molar ratio of the products of 
B-elimination of FVIII/vWf. This ratio is identical to those obtained from the 
intact FVIII/vWf molecule (Table III-A). In fact, during the alkaline-borohy- 
dride treatment, the N-glycans, stable in reductive conditions , remained boknd 
to peptidic chains, whereas the O-glycosidically linked glycans were released 
and reduced. The GalNAc residues were quantitatively reduced into N-acetylga- 
lactosaminitol (GalNAc-01) residues, so we can affirm that they are al1 in- 
volved in the linkage to serine or threonine residues and that they do not 
befong to N-glycosidically linked glycans. Furthermore, the t.1.c. of the pro- 
ducts of 8-elimination indicates a high degree of heterogeneity of the O-gly- 
cans (Fig. 1) : at least 10 migrating reduced oligosaccharides are characte- 
rized while the N-glycopeptides do not migrate in the solvent system used. 

FIG. 1 

Thin layer chrcmatography of FVIII/-JWF 
O-glycosidically linked glycans relea- 
sed by alkaline-borohydride treatment 
(FVIII/vWf) and of the standard (S) : 
glycan C. 

The monosaccharide molar ratio of FVIII/vWf submitted to hydrazino- 
lysis is reported in Table III-C. As expected the Man, Fuc, GlcNAc molar ratio 
was similar to those of intact FVIII/vWf and no GalNAc residues could be 
detected. This result confirms that I?VIII/vWf N-glycans do not contain GalNAc 
residues. This monosaccharide molar ratio of FVIII/vWf hydrazinolysate (Table 
III-C) is in agreement with the existence of a glycan of the N-acetyllactosa- 
minic type with anonosialylatedbi-antenaary structure and one additionna1 Fuc 
residue (theoritical monosaccharide molar ratio : Man : 3, Ga1 : 2, Fuc : 1 ,  
GlcNAc : 4, NeuAc : 1 )  (24). The t.1.c. of FVIII/vWf hydrazinolysate also 
gives evidence for a major component which migrates like the standard B (Fig.2). 

On the basis of the FVIII/vWf centesimal composition (Table 1), the 
monosaccharide molar ratios (Table II) and the molecular weight of the major 
N-glycosidically linked glycan characterized after hydrazinolysis (Table III-C) 
we can estimate that the N-glycans represent about 70 p. cent of the carbohy- 
drate moiety of FVIII/vWf. 



CARBOHYDRATE MOIETY OF FVIII /vWf 

FIG. 2 

Thin layer chromatography of FVIII/vWf 
N-glycosidically linked glycans relea- 
sed by hydrazinolysis (FVIII/VW£) and 
of the standards (S) : glycans A and B. 

The results of hydrazinolysis (Table III-C) showing the presence of 
3 Man residues in the major FVIII/vWf N-glycan, those of 6-elimination demons- 
trating the existence of only 1 GalNAc-01 residue per reduced O-glycan (Table 
III-B) and the molar ratio Man : GalNAc (3: 1) obfained with the intact glyco- 
protein (Table III-A) allow the assumption that 0- and N-glycans of FVIII/vWf 
are in an equimolar ratio. 

DISCUSSION 

The method used to purify human FVIII/vWf in non-denaturing condi- 
tions provided sufficient amounts for chemical analysis. This preparation in- 
duced, like the Factor VI11 obtained by heparin-Sepharose chromatography (261, 
monospecific antibodies in rabbits and has the advantage of keeping in part 
its biological activities (FVIII R:RCo and FVII1:C). 

The lipid percentage of this preparation was higher than those pre- 
viously published (8,27). This amount was reproducible £rom one preparation 
to the other and may be due to an adsorbtion of lipids ont0 FVIII/vWf molecuk 
consecutive to Our starting material and/or Our purification method. However, 
since this lipidic fraction, which was easily eliminated from FVIII/vWf glyco- 
protein, contains no detectable sugar, Our analysis is related to the whole 
carbohydrate moiety of FVIII/vWf. 

This report indicates that FVIII/vWf contains a total carbohydrate 
content (14.4 p. cent) higher than those of mos t previous studies (8 - IO) but 
in agreement with the recent report of Sodetz et al. (7). Moreover we confirm 
the respective ratios of neutral sugars, N-acetylhexosamines, N-acetylneura- 
minic acid and N-acetylgalactosamine obtained by the latter authors (7). 

Previous publications have noticed the simultaneous preserice of Man 
and GalNAc residues in FVIII/VWf which suggeststhe presence of 0- and N-glyco- 
sidically linked glycans (5, 7, 9, 28). Our results clearly demonstrate the 
CO-existence of 30 p. cent of 0- and 70 p. cent of N-glycosidically linked 
glycans. Furthermore, by t. 1. c., we have given evidence of the high degree of 
heterogeneity of these glycans : at least 10 O-linked oligosaccharides and 
3 N-linked glycans are separated. 

The molar ratio of the products of hydrazinolysis indicates the 
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destruction of O-linked glycans and suggeststhe existence of a major N-linked 
glycan of the N-acetyllactosaminic type probably having a monosialylated bi- 
antennary styucture. These findings are confirmed by t.1.c. analysis. 

At last, some data are in contradiction with the findings of Sodetz 
et al. (7) who reported that FVIII/Wf oligosaccharides inducing bloodgroupA - 
activity may belong to glycans with alkaline-stable linkage. First, after 
alkaline-borohydride treatment, al1 the GalNAc residues are reduced so they 
are al1 involved in the linkage of the O-linked glysans with the protein and 
consequently cannot support the A-blood group activity which requires non-re- 
ducing terminal GalNAc residues. Secondly, as it was demonstrated by the ana- 
lysis of the products of FVIII/vWf hydrazinolysis, the N-glycosidically linked 
glycans, with alkaline-stable linkage, do not contain any GalNAc residues. In 
conclusion, none of these glycans possesses oligosaccharidic sequences able 
to induce A-blood group activity. These results and others experiments (29) 
suggest that the blood group activity of FVIII/vWf molesules is not related 
to their own glycans but is probably due to a minor contamination by a glyco- 
lipidic or glycoproteinic blood component. 

In account of the high degree of heterogeneity of the carbohydrate 
moiety of FVIII/vWf, further structural studies will require fractionation 
followed by methylation, enzymatic analysis, nuclear magnetic resonance and 
mass spectrometry studies of glycans. The results may be fruitful to ascertain 
the type of oligosaccharides implicated in the biological activities of this 
complex molecule. 
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III -DETERMINATION DE LA STRUC- PRIMAIRE DU GLYCANNE MAJEUR DE TYPE 

N-GLYCOSIDIQUE DU F-VIII/vWf 

Dans l a  pub l i ca t ion  précédente, nous avions m i s  en évidence 

par  chromatographie s u r  couche mince un glycanne majeur migrant comme 

un 01 igos acchar ide témoin biantenné e t  monosi a l y l é  . Nous nous sommes 

a t t a c h é  à l e  p u r i f i e r  a f i n  de p r é c i s e r  s a  s t r u c t u r e  primaire. 

Après hydrazinolyse d 'une  prépara t ion  de F-VIII/vWf d é l i p i d é  

(10  mg), l e s  glycannes o n t  é t é  N-réacétylés en p a r t i e  avec de 
14 l ' anhydr ide  acét ique ( C )  , a f i n  de pouvoir faci lement r e p é r e r  l e s  

f a i b l e s  q u a n t i t é s  de glycannes l o r s  des d i f f é r e n t s  fractionnements. 5 

f a m i l l e s  de glycannes f u r e n t  préparées par  é lec t rophorèse  s u r  pap ie r  à 

haut  vol tage ,  analysées par  chromatographie sur couche mince e t  

v i  suai i sées  pa r  autoradiographie ( v o i r  Figure 12;  p. 117) . La f r a c t i o n  3 ,  

qui se révèla  homogène en chromatographie s u r  couche mince, 

r e p r é s e n t a i t  60 p. 100 des  glycannes de type N-glycosidique e t  

correspondai t  au glycanne majeur du F-VIII/vWf. Disposant de 200 

pg de c e  glycanne, nous avons pu é t a b l i r  s a  s t r u c t u r e  primaire s u r  l a  

base des r é s u l a t s  i s s u s  des  expériences de méthylation e t  des analyses 

en R.M.N. du proton à 500 MHz. 
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N-glycosidicdiy-linked glycans released by hydrazinolysis of human factor VIII/von Wiilebrand factor 
(FVIII/vWf) were separated by high-voltage electrophoresis. Five fractions were obtained, one of them 
representing 60% of the total amount of the N-glycosidically-linked glycans of FVIII/vWf. On the basis 
of the carbohydrate composition, methylation anaiysis and 500 MHz 'H-NMR spectroscopy, we describe 
the primary structure of this major glycan which is of the monosiaiylated and monofucosylated 

biantennary N-acetyilactosaminic type. 

Factor VI.. von Willebrand factor N-Glycosididic glycan 

1. INTRODUCTION 2. MATERIALS AND METHODS 

Human factor VIII-von Wiliebrand factor 
(F VIII-vWf) is a complex containing a coagulant 
activity (F VIII-C) and an activity required for 
normal platelet hemostatic function which is car- 
ried by a factor VIII-related antigen (F VI11 R-Ag) 
and measured by its ability to agglutinate normal 
washed human platelets in the presence of risto- 
cetin (F VI11 R-RCo). Recent studies suggest that 
the carbohydrate moiety of F VIII-vWf is irnpor- 
tant for the binding of the latter to platelets in the 
presence of ristocetin and for the in vivo survivai 
of the protein [l-71. We have demonstrated that 
the carbohydrate moiety of F VIII-vWf contains 
N- and O-glycosidicaiiy-linked glycans. After 
hydrazinolysis, a major giycan of the N-acetyl- 
lactosaminic type has been characterized by thin- 
layer chromatography [a]. Here, on the basis of the 
carbohydrate composition and the results of 
methyiation anaiysis, mass spectrometry and 
500 MHz 'H-NMR spectroscopy, we describe the 
primary structure of this major glycan. 

Human F VIII-vWf was purified from 
therapeutic concentrates as in [9]. A lyophilized 
and delipidated F VI11 preparation (10 mg) was 
hydrazinolyzed as in [IO] and the liberated, N-de- 
acetylated giycans were N-reacetylated, first with 
[14c]acetic anhydride (CEA, 5-10 mCi/rnM) and 
then with non-labelled acetic anhydride [Il]. The 
liberated glycans were separated by high-voltage 
electrophoresis on Whatman 3 MM paper in the 
buffer: pyridine-acetic acid-water (18 : 6 : 2320, by 
vol.; pH 5.4) [12], at 75 V/cm. The radioactive 
spots were cut and eluted with water. Following 
standards were used: desiaiylated (A), monosialyl- 
ated (B) and disialylated (C) glycans of the 
N-acetyllactosaminic type prepared from human 
serum transferrin [13] by hydrazinolysis. 

Molar ratios of neutral monosaccharides, 
N-acetylhexosamines and N-acetylneuraminic acid 
were determined after methanolysis and trifluoro- 
acetylation by gas-liquid chromatography [14]. 
Permethylation of oligosaccharides (200 pg) was 
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carried out as in [15]. Methylglycosides resulting 
from methanolysis of permethylated oligo- 
saccharides were identified by gas-liquid chro- 

, matography and mass spectrometry as in [16]. 
For NMR analysis the oligosaccharide fraction 3 

I 

(200 pg) was repeatedly exchanged in D20 (99.96 
atom% D, AIdrich), after adjustment of the pH of 
the solution to 7. The 500 MHz 'H-NMR spectrum 
was recorded on a Bruker WM-500 spectrometer F 
(SON-facility, Nijmegen University), operating in 
the Fourier transform mode at a probe 
temperature of 27°C (for further details, see [17]). 
Chemicd shifts are given relative to sodium 4,4-di- 
methyl-4-silapentane-1-sulphonate (indirectly to 
acetone in D20: 6 = 2.225 pprn). 

3. RESULTS AND DISCUSSION 

3.1 . Separation of N-glycosidically-linked glycans 
by high-voltage electrophoresis 

By high-voltage electrophoresis of the N-re- 
acetylated [14c]glycans released from F VIII-vWf 
by hydrazinolysis, 5 fractions were obtained 
(fig.l), which are constituted of neutral (fraction 
l), monosialylated (fractions 2 and 3) and disialyl- 
ated (fractions 4 and 5) oligosaccharides. These 
fractions appear to be heterogeneous by paper 
electrophoresis and/or by thin-layer chromato- 
graphy, except the major fraction 3. 

3.2. Carbohydrate composition of the N- 
glycosidic carbohydrate chains 

The molar carbohydrate composition of the 5 
fractions is given in table 1. The sugar moiety of 
fraction 3 represents 60% of the total amount of 
the N-glycosidically-linked oligosaccharides of 
F VIII-vWf. The structural investigations were 
carried out on this major and homogeneous 
fraction. 

3.3. Primary structure determination 
The primary structure of the major N-glycosidic 

glycan of FVIII-vWf was established by 

I'0 30 

DISTANCE FROM ORlGlN (cm) 

Fig. 1. Radioelectropherogram of the oligosaccharides 
released from F VIII-vWf by hydrazinolysis (for details 

of the experimental procedure, see section 2). 

Table 1 

Molar carbohydrate compositiona of the oligosaccharides released from F VIII-vWf by 
hydrazinolysis and separated by high-voltage electrophoresis 

Monosaccharide Combined Fraction 
oligosaccharides 

1 2 3 4 5 

Man 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 
Ga1 2.6 3.0 3.4 2.0 3.4 3.0 
Fuc 1.6 2.0 2.0 1.2 traces 1.2 
GlcNAc 4.3 4.0 4.8 4.2 4.0 4.8 
GalNAc - - - - - - 
NeuAc 1.2 - 0.85 1 .O 1.6 2.0 

Sugar content for 
each fraction (%) 

a Calculated on the basis of 3 mannose residues/molecule 
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500 MHz 'H-NMR spectroscopy, in conjunction 
with permethylation anaiysis. The results of the 
latter are compiled in table 2. 

The 500MHz 'H-NMR spectrum of 
F VIII-vWf fraction 3 shows the characteristic 
features of an oligosaccharide of the N-acetyl- 
lactosaminic type, derived from a carbohydrate 
unit N-glycosidicaily linked to asparagine of a 
glycoprotein. The presence of the usuai manno- 
triose (4-3-4') branching core is clearly deducible 
from the occurrence of the Man H-1 and H-2 
signais. For Man-$, they are found at 6 = 5.133 
and 4.195 ppm; for Man-& at 6 = 4.78 and 
4,253 ppm; and for Man+', at 6 = 4.926 and = 

Table 2 

Molar ratiosa of monosaccharide methyl ethers present 
in the methanolysate of the permethylated major N- 

glycan isolated from F VIII-vWf 

Monosaccharide methyl ethers Fraction 3 
- -- 

(2,3,4)-Mes-Fuc 0.8 
(2,3,4,6)-MQ-Gd 1 .O 
(2,3,4)-Me,-Gd 1.2 
(3,4,6)-Me3-Man 2.0 
(2.4)-Mez-Man 1.2 
(3.6)-Mez-GlcNAc(Me) 2.6 
(3)-Mei-GlcNAc(Me) 0.8 
(4,7,8,9)-Me~NeuAc(Me) 0.9 

a The molar ratios were calculated on the basis of 2 
residues of (3,4,6)-MerMan 

4.1 1 ppm, respectively. Frorn these chemical shifts 
it can be concluded that a diantennary type of 
branching is concerned [17]. 

As to the extension of the core at the peripheral 
side, one of the two N-acetyllactosamine units that 
are P(1-2)-linked to Man-: and 2', bears a 
NeuAc residue in a(2-6)-linkage to Gai. Evidence 
stems from the chemical shifts (6H-3ax = 
1.718 ppm; 6H-3eq = 2.669 ppm; 6NAc = 
2.030 ppm) and the relative intensities of the 
NeuAc structural-reporter groups (cf. [17]), as well 
as from the presence of two distinct sets of 
reporter-group signds for the N-acetyliactosamine 
units. The sialylated branch possesses the anomeric 
doublets of Ga1 and GlcNAc at 6 = 4,445 and 
4.606 ppm, respectively. The asialo counterpart 
shows H-1 doublets for Ga1 and GlcNAc at 6 = 
4.469 and 4.58 1 ppm, respectively. Localization of 
NeuAc in a certain branch could be readily achiev- 
ed on the basis of the chemicai shifts of the a-Man 
H-1 signais [17]. The chemicai shift value for H-1 
of Man+ (6 = 5.133 ppm) points unambiguously 
to the presence of the a(2-+6)-linked NeuAc in the 
upper (Le., 4-&$ branch, whereas 6H-1 for 
Mand'  (4.926 ppm) confirms the asiaio character 
of the lower branch. This location of the NeuAc 
residue in the upper branch is corroborated by the 
chemicd shifts of the N-acetyl signais of GlcNAc-5 
(6 = 2.069 ppm, pointing to (2-6)-sialylation of 
the branch) and GlcNAc-2' (6 = 2.048 ppm, 
indicating that Gd%' is the terminal residue in the 
lower branch) [17]. 

NeuAca (2+6) Ga16 ( 1+4) GlcNAcB ( l+2) Mana ( l+3) 

2 = 1 
P 

Man0 ( 1 4 )  GlcNAcB ( 1 4 )  GlcNAc 

Ga10 ( 1+4) GlcNAcB ( 1+2) Mana ( l+6)- 

1 ci(1-6) 

Fuc 

Fig.2. Primary structure of the major N-glycosidic glycan of F VIII-vWf. 
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Regarding the extension of the core at the reduc- 
ing end, the Man-3 is ,8(1+4)-linked to an 
N,Nr-diacetylchitobiose unit which bears a Fuc 
residue in a(l+6)-linkage to GlcNAc-1. The 
presence of the GlcNAc P(1-4) [Fuc a(l+6)] 
GlcNAc structural element comes to expression in 
the occurrence of doublets for the anomeric pro- 
tons of GlcNAc-2 (6H-1 = 4.68 ppm) and Fuc 
(6H-1 = 4.87 ppm). The H-5 and CH3 signals of 
Fuc, at 6 = 4.11 and 1.208 ppm, respectively, 
point to its a(1-6)-linkage to GlcNAc-1. In addi- 
tion to the chemical shift for H-1 of GlcNAc-2, the 
position of its N-acetyl signal is decisive for the 
presence of Fuc in a(l-+6)-linkage to GlcNAc-1 
[17]. The latter signal is, for the larger part (= 
90%), observed at 6 = 2.096 ppm, whereas only a 
minor part is found at 6 = 2.080 ppm, indicating 
that most of the chains bear such a Fuc residue. 

Based on the aforementioned NMR results, and 
those of the methylation analysis (table 2), the 
primary structure of F VIII-vWf fraction 3, repre- 
senting the major N-glycosidic glycan of this glyco- 
protein, is established to be as depicted in fig.2. 
The structure is identical to that of human lacto- 
transferrin glycopeptide D [18], and also to that of 
glycopeptide fraction B, derived from secretory 
immunoglobulins A from human milk [19]. Com- 
parison of the 500 MHz 'H-NMR data for the 
F VIII-vWf fraction 3 described here with those 
acquired at 360 MHz for the aforementioned 
glycopeptides reveals that the reducing character of 
the oligosaccharide released by hydrazinolysis and 
N-reacetylation does not markedly influence the 
chemical shifts of the structural-reporter groups of 
Fuc a(l-*6)-linked to GlcNAc-1 nor those of 
GlcNAc-2. ,û(1+4)-linked to GlcNAc-1. Obvious- 
ly, the reporter-groups of GlcNAc-A differ 
considerably when comparing oligosaccharide and 
glycopeptides (e.g., the NAc resonance of 
GlcNAc-1 is found here at 6 = 2.039 ppm). Never- 
theless, it should be emphasized that this study 
shows again the general applicability of the struc- 
tural-reporter-group concept for the identification 
of glycopeptides, oligosaccharides and oligo- 
saccharide-alditols [17,20]. 

ACKNOWLEDGEMENTS 

This investigation was supported in part by the 
Centre National de la Recherche Scientifique (LA 

no.217), by the Délégation Générale a la Recherche 
Scientifique (Contrat 81-L-0433), by the Centre 
Régional de Transfusion Sanguine, by the Fonda- 
tion pour la Recherche Médicale, by the 
Netherlands Foundation for Chernical Research 
(SON) with financial aid from the Netherlands 
Organization for the Advancement of Pure 
Research (ZWO), and by grant UUKC-OC 79-13 
from the Netherlands Foundation for Cancer 
Research (KWF). We thank Yves Leroy for his ex- 
pert technical assistance. 

REFERENCES 

[l] Sodetz, J.M., Pizzo, S.V. and Mc Kee, P.A. (1977) 
J. Biol. Chem. 252, 5538-5546. 

[2] Gralnick, H.R. (1978) J. Clin. Invest. 62, 496-499. 
[3] Sodetz, J.M., Paulson, J.C., Pizzo, S.V. and 

Mc Kee, P.A. (1978) 5 .  Biol. Chem, 253, 
7202-7206. 

[4] Kao, K. J. ,  Pizzo, S.V. and Mc Kee, P. A. (1 980) J. 
Biol. Chem. 255, 10134-10139. 

[5] Morisato, D.K. and Gralnick, H.R. (1980) Blood 
55, 9-15. 

[6] De Marco, L. and Shapiro, S.S. (1981) J. Clin. 
Invest. 68, 321-328. 

[7] Gralnick, H.R., Cregger, M.C. and Williams, S.B. 
(1982) Blood 59, 542-548. 

[8] Samor, B., Mazurier, C., Goudemand, M., 
Debeire, P., Fournet, B. and Montreuil, J. (1982) 
Thromb. Res. 25, 81-89. 

[9] Mazurier, C., Parquet-Gernez, A., Samor, B., 
Goudemand, M. and Montreuil, J. (1979) C.R. 
Acad. Sc. Paris 288, 1431-1434. 

[IO] Bayard, B. and Montreuil, J. (1974) in: 
Méthodologie de la Structure et du Métabolisme 
des Glycoconjugués (Montreuil, J. ed) Coll. Intern. 
CNRS no.221, Editions du CNRS, Paris, pp. 
209-2 18. 

[Il]  Reading, C.L., Penhoet, E. and Ballou, C. (1978) 
J. Biol. Chem. 253, 5600-5612. 

[12] Grimmonprez, L. and Montreuil, J. (1968) Bull. 
Soc. Chim. Biol. 50, 843-855. 

1131 Spik, G., Bayard, B., Fournet, B., Strecker, G., 
Bouquelet, S. and Montreuil, J. (1975) FEBS Lett. 
50, 296-299. 

[14] Zanetta, J.P., Breckenndge. W.C. and Vincendon, 
G. (1972) 3. Chromatogr. 69, 291-301. 

[15] Finne, J., Krusius, T. and Rauvala, H. (1980) 
Carbohydr. Res. 80, 336-339. 

[16]Fournet, B., Strecker, G., Leroy, Y. and 
Montreuil, J .  (1981) Anal. Biochem. 116, 489-502. 

[17] Vliegenthart, J.F.G., Van Halbeek, H. and 
Dorland, L. (1981) Pure Appl. Chem. 53, 45-77. 



Volume 151, number 1 FEBS LETTERS January 1983 

[18] Spik, G., Strecker, G., Fournet, B., Bouquelet, S., (201 Vliegenthart, J.F.G., Dorland, L. and Van 
Montreuil, J., Dorland, L., Van Halbeek, H. and Halbeek, H. (1982) Adv. Carbohydr. Chem. 
Vliegenthart, J.F.G. (1982) Eur. J. Biochem. 121, Biochem. 41, in press. 
413-419. 

[19] Pierce-Crétel, A., Pamblanco, Ma, Strecker, G., 
Montreuil, J., Spik, G., Dorland, L., Van Halbeek, 
H. and Vliegenthart, J.F.G. (1982) Eur. J. 
Biochem. 125, 383-388. 



IV - LES GLYCANNES MINEURS DE TYPE N-GLYCOSIDIQUE DU F-VIII/vWf. 

Le glycanne majeur du F-VIII/vWf, dont nous venons de 

déterminer  l a  s t r u c t u r e  pr imai re ,  e s t  du type  N-acétyl l a c  tosaminique,  

biantenné,  monosialylé e t  possédant  iin r é s i d u  de fucose  s u r  l a  

N-acétylglucosamine du p o i n t  d ' a t t a c h e  ( v o i r  F igure  2 ,  p. 1 1 2 ) .  Mais l e  

F-VIII/vWf p r é s e n t a i t  une t r è s  grande hé t é rogéné i t é  s t r u c t u r a l e  de s e s  

glycannes puisque nous avons pu s é p a r e r  5  f a m i l l e s  d ' o l i g o s a c c h a r i d e s  

p a r  é l ec t rophorèse  s u r  p a p i e r  à h a u t  vo l t age  e t  que l e u r  ana lyse  p a r  

chromatographie s u r  couche mince ( C .  c.M. ) montra i t  que, hormis l e  

glycanne majeur ,  il ne s ' a g i s s a i t  p a s  de f a m i l l e s  homogènes. Afin de 

p r é c i s e r  1 ' étendue de  c e t t e  h é t é r o g é n é i t é ,  nous avons pour su iv i  l e  

f rac t ionnement  de c e s  composés, e s sen t i e l l emen t  p a r  chromatographie 

d '  a f f i n i t é  s u r  ConA-Sepharose 4B (1 e s  cond i t i ons  expér imenta les  s o n t  

présentées  p.  6 5 ) .  I l  f a u t  d 'abord  p r é c i s e r  que l e s  r é s u l t a t s  i s s u s  d e s  

s é p a r a t i o n s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  e t  chromatographiques s u r  couche mince 

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

de F-VIII/vWf, t a n t  du p o i n t  de vue q u a n t i t a t i f  que q u a l i t a t i f ,  e t  nous 

avons donc rassemblé l e s  f r a c t i o n s  o l igosacchar id iques  n e u t r e s ,  

monosialylées  e t  d i s i a l y l é e s  ( f r a c t i o n s  1 à 5 )  i s s u e s  d ' é l e c t r o p h o r è s e s  

p r é p a r a t i v e s  à haut  v o l t a g e  de deux f rac t ionnements  ( 2  x 10 mg de F- 

VIII/vWf d é l i p i d é ) .  

La s p é c i f i c i t é  de l a  ConA (DEBRAY e t  MONTREUIL -344-) nous a  

permis d ' o b t e n i r  pour chacune des  5 f r a c t i o n s  o l igosaccha r id iques  deux 

sous - f r ac t ions  : l ' u n e  non r e t enue  s u r  l a  colonne e t  ne p r é s e n t a n t  donc 

pas  d ' a f f i n i t é  pour l a  ConA ( f r a c t i o n  non r e t enue  : FNR) e t  l ' a u t r e ,  

re tenue  s u r  l a  colonne de ConA -Sepharose 4 B  e t  é luée  p a r  1' a-MeGlc 

10  mM (FE 10mM . Une t ro i s i ème  f r a c t i o n  é l u é e  pa r  l'a-Me.Glc C),3 M a  

é t é  r e t r o u v é e ,  mais à l ' é t a t  de t r a c e s ,  à p a r t i r  de l a  f r a c t i o n  neu t r e .  

Les r é s u l t a t s  de ce f rac t ionnement  e t  l ' a n a l y s e  des  d i f f é r e n t e s  sous- 



f r a c t i o n s  01 igosaccharidiques en T .L.C. nous son t  présentés  

respectivement dans l e  Tableau V I ,  (p.118) e t  l a  Figure 1 3  (p.119) e t  

peuvent s e  résumer de l a  manière suivante.  

1 - Les glycannes du F-VIII/vWf sont  c o n s t i t u é s  par  76 % 

d' o l igosacchar ides  b iantennés p résen tan t  une l égè re  a f f i n i t é  pour l a  

Con A : 59 % représentent  l e  glycanne majeur d é c r i t  précédemment (2- 

FE l0mM e t  3-FE 
lOmM 

) ; 5 % un glycanne biantenné neu t re  homogène en 

T.L.C.  ( 1-FElOmM) e t  12 ,7  %, des glycannes biantennés d i s i a l y l é s  

( 4-FE 10m~ 
e t  5-FE ) qui donnent deux taches en T .L . C a  

l O m M  

2 - Le r e s t e  des glycannes (24 %)  ne présentent  pas d ' a f f i n i t é  

pour l a  Con A-Sépharose 4B e t  s o n t  donc composés d 'o l igosacchar ides  

tri- ou té t raantennés  ou biantennés possédant une N-acétylglucosamine 

i n t e r c a l a i r e  : 5 % son t  n e u t r e s  e t  s e  sépa ren t  en deux bandes en T .L.C.  

(1-FNR) ; 9 % représente  un o l igosacchar ide  homogène en T.L.C. (2-FNR) 

; 9 , 3  % s o n t  d i s i a l y l é s  e t  donnent 2 taches (4-FNR) ou 3 (5-FNR) en 

T.L.C. 

3 - En ou t re ,  l ' a n a l y s e  de l a  T.L.C.  de l a  Figure 13  

( P .  119) montre que l e s  f r a c t i o n s  4-FE 
l O m M  

e t  5-FEIOmMsonQ composées 

des deux mêmes ol igosaccharides ( 4 c  e t  5c ; 4d e t  5 d ) ,  c e c i  é t a n t  dû au 

f a i t  que l a  f r a c t i o n  4-FE 
l O m M  

e s t  une contamination du p i c  4 l o r s  de 

1 'é lec t rophorèse  prépara t ive  à haut  voltage.  On re t rouve l e  même 

phénomène pour l e s  f r a c t i o n s  4-FNR e t  5-FNR, où l e s  o l igosacchar ides  La 

e t  4b migrent respectivement comme l e s  ol igosaccharides 5a e t  5b. 

4 - La f r a c t i o n  5 FNR ( v o i r  Figure 13; p. 119) con t i en t  un 

o l igosacchar ide  ( 5 b '  ) qui ,  du f a i t  de son comportement en 

é lec t rophorèse  e t  en T .L. C. d e v r a i t  ê t r e  tr i s i a l y l é ,  mais lourd 

p u i s q u ' i l  migre en é lec t rophère  comme un glycanne biantenné d i s i a l y l é .  

5 - Néanmoins un problème majeur s u b s i s t e  concernant i a  

migration anormale en T.L.C. des  ol igosaccharides d i s i a l y l é s  4a e t  4c ,  

p u i s q u ' e l l e  e s t  p lus  rapide  que c e l l e  du témoin biantenné d i s i a l y l é  



Figure 12 - Autoradiographie d'une T.L.C. des glycannes 
libérés par hydrazinolyse du F-VIII/vWf et 
préalablement séparés par électrophorèse à 
haut voltage sur papier en 5 fractions.(voir 
p.111 ).F: glycannes totaux du F-VIII/vWf; 
1:fration neutre;2 et 3:fractions monosialylées; 
4 et 5:fractions disialy1ées;T:glycannes 
biantennés mono-(MS) et disialylés(DS) témoins 
libérés de la sérotransferrine humaine par 
hydrazinolyse. (Pour les conditions expérimentales, 
se reporter au chapitre Matériel et Méthodes, p.61). 



TABLEAU VI - R é s u l t a t s  du fract ionnement  des  glycannes du FV111/vwf, 
l i b é r é s  p a r  hydraz inolyse ,  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  118 
à hau t  v o l t a g e  s u r  papie r . (Les  c o n d i t i o n s  expér imenta les  
sont  d é c r i t e s  dans l e  paragraphe M a t é r i e l s  e t  Méthodes, 
p .  61). 

N-glycannes F r a c t i o n  F r a c t i o n  F r a c t i o n  F r a c t i o n  F rac t ion  

t o t a u x  1 2 3 4 5 

Composition cen t é s ima le  

en  g l u c i d e s  % (a )  1 ZOO IO 8 60 6 16 

% de  l a  r a d i o a c t i v i t é  

d e s  f r a c t i o n s  non rete- I 

d e s  f r a c t i o n s  é luées  d e  1 

nues s u r  ConA-Sepharose 
(b)  

% de  l a  r a d i o a c t i v i t é  

l a  Cod-Sepharose pa r  I 

44 5 7 68 IO 7 4 2 6 

1' a-Me. GPc IO mM 1 56 
4 1 32 90 26 7 4 

% d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  

d e s  f r a c t i o n s  é l u é e s  d e  I 
l a  Cod-Sepharose p a r  I 

( a )  Ces r é s u l t a t s  s o n t  exprimés en  % de l a  composi t ion cen t é s ima le  t o t a l e  en 
monosaccharides. 

1' a-Me. G l c  0,3 M 

(b) Ces r é s u l t a t s  s o n t  exprimés en  % d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  t o t a l e  de chaque 
f r a c t i o n .  

E 2 O O O O 

a TABLEAU VI1 - Composition molaire en monosaccharides des glycannes 
du FVIII/vWf obtenus par hydrazinolyse/N-réacétylation. 
Ces oligosaccharides ont été préalablement séparés par 
électrophorèse à haut voltage sur papier et par chroma- 
tographie d'affinité sur ConA-Sepharose 4B. (Pour les 
conditions e~périmentales~se reporter au chapitre Mat- 
ériel et Méthodes, p.61) .  

a Calculé sur la base de 3 résidus de mannose. b ~ e s  rapports molaires 
en monosaccharides de cette fraction n'ont pu être déterminés. 

Monosaccharide 

FUC 

Man 

Ga1 

GlcNAc 

NeuAc 

1-FNR 
10m~ 

2-FNR 4-FNR 4-FElOmM 

1 1 1 0,4 N.D 
b 

3 3 3 3 N.D 

4 2 3,4 3 N.D 

3 , 6  4 5,3 4,5 N.D 

- - 1 2 N.D 



5 5 4 4 F 2 2 1 1 
FNR FNR 

FE 1 OmM FE 1 O ~ M  FE 1 O ~ M  
FNR 

FE 1 0mM 
FNR 

Fractions disialyldes Fractions Fraction 
monsialylées neutre 

Figure 13 - Autoradiographie d'une T.L.C. des glycannes de type 
N-g$gcosidique du F-VIII/vWf obtenus par hydrazinolyse/ 
N-( C )  réacétylation.Ces oligosaccharides ont été 
préalablement séparés par électrophorèse à haut vol- 
tage sur papier et par chromatographie d'affinité 
sur ConA-Sepharose 4B; F: glycannes totaux du F-VIII/ 
vWf.(Pour les conditions expérimentales, se reporter 
au chapitre Matériel et Méthodes, p. 61). 



( v o i r  Figure 13  ; p. 119) .  Une exp l i ca t ion  poss ib le  de ce  phénomène 

s e r a i t  l a  présence s u r  ces  glycannes de ré s idus  d ' a c i d e  N- 

acétylneuraminique, l i é s  en a-2,3 s u r  l e  ga lac tose ,  qui  provoqueraient 

c e s  a r t e f a c t s  de migrat ion ( D r  G.STRECKER, communication pe r sonne l l e ) .  

Au t o t a l ,  nous avons i d e n t i f i é  10 glycannes d i f f é r e n t s  mais 

ces  t ravaux n ' o n t  pu ê t r e  complétés par des études s t ruc tu raPes  

c l a s s i q u e s  (méthylat ion,  R . M . N , )  puisque nous ne d ispos ions  que de 

quelques d iza ines  de pg de chacune de ces  f r a c t i o n s .  Néanmoins l a  

composition mola i re  de c e r t a i n s  de c e s  composés a pu ê t r e  déterminée 

après  méthanolyse, e t  nous a permis de v é r i f i e r  en p a r t i e  ces  

hypothèses s t r u c t u r a l e s  ( v o i r  Tableau V I 1  ; p. 118). 

V - CONCLUSIONS. 

Il a u r a i t  é t é  i n t é r e s s a n t  de compléter ces  é tudes  s t r u c t u r a l e s  

par  des études s u r  l e  F-VI11 s e u l  a i n s i  que s u r  l e  F-VIII/vWf de 

malades de Willebrand, mais on s e  h e u r t a i t  à des  problèmes de quan t i t é  

de ma té r i e l  disponible.  Le F-VI11 ne représente  que moins de 1 % du 

complexe e t  il a f a l l u ,  à t i t r e  d'exemple, 125 l i t r e s  de plasma de 

boeuf à VEHAR e t  DAVIE  (-345-), pour p u r i f i e r  400 pg  de F-VIII. Le même 

type de d i f f i c u l t é  s e  p o s a i t  pour aborder l ' é t u d e  s t r u c t u r a l e  des 

glycannes du F-VIII/vWf de malades de Willebrand. Mais l a  méthodologie 

que nous avons mise au p o i n t ,  nécess i t an t  quelques d iza ines  de pg 

d 'o l igosacchar ides ,  p o u r r a i t  permettre,  dans un premier temps, l a  

c o n s t i t u t i o n  d 'une  c a r t e  chromatographique des glycannes de type N- 

glycosidique du F-VIII/vWf i s o l é  du plasma de ces  malades a f i n  de 

p r é c i s e r  l e  r ô l e  de ces  composés dans l 'hémostase primaire.  



ETUDE COMPARATIVE DE LA STRUCTURE P R I M A I R E  

DES CHAINES GLYCANN IQUES DES I G M  NORMALES 

E T  DE MACROGLOBUL 1 NEMIE DE WALDENSTROM 



Ces travaux sont  i s s u s  dl une co l l abora t ion  avec Madame 

CAHOUR, Chargé de Recherche au C.N.R.S. (Labora to i re  de Chimie Clinique 

e t  de Biologie Moléculaire de l ' u n i v e r s i t é  P i e r r e  e t  Marie Curie, 

P a r i s  ; Directeur : Professeur L. HARTMANN), l o r s  d 'un s t age  de t r o i s  

ans q u ' e l l e  e f fec tua  au Laboratoire de Chimie Eiologique de 

l ' u n i v e r s i t é  des Sciences e t  Techniques de L i l l e  1. 

Les IgM normales représentent  une populat ion de molécules dont 

l ' h é t é r o g é n é i t é  e s t  en r e l a t i o n  avec c e l l e  de l a  populat ion 

lymphoplasnocytaire responsable de l e u r  biosynthèse. Inversement, les 

IgM pathologiques de macroglobulinémie de Naldenstrom, i s s u e s  de Pa 

p r o l i f é r a t i o n  maligne dl un clone de c e l l u l e  lymphoplasmocy t a i r e ,  son t  

monoclonales. Dans l e s  sérums humains normaux, l e s  IgM sont  présentes  à 

une concentra t ion  v a r i a n t  de 0 , 3  à 1 ,O g / l  t a n d i s  que dans l a  malaaie 

de Waldens trom, l e u r  taux dépasse 10 g / l  d e  peut  même a t t e i n d r e  60 g / l  

e t  correspond à l a  prédominance anormale dans l e  sang d 'un type 

moléculaire norma 1. 

Les IgM comportent de 8 à 12 % de glycannes l i é s  à l a  p ro té ine  

uniquement par des l i a i s o n s  de type N-glycosidique (CLAMP e t  JOHNSON 

-346-) qui i n t e r v i e n d r a i e n t  dans l a  modificat ion de l e u r  conformation, 

de l a  forme l i b r e  f l e x i b l e ,  en forme complexée r i g i d e  (en  présence 

d ' an t igène)  (HUBER e t  a l .  -347-). 

L'ob jec t i f  des  recherches de Mme. CAHOUR é t a i t  de répondre aux 

ques t ions  su ivantes  : 

1 - retrouvait-on l e s  mêmes types de s t r u c t u r e s  glycanniques 

dans l e s  IgM normales e t  de macroglobulinémie de Waldenstrom ? 

2 - si des  d i f fé rences  e x i s t a i e n t ,  é t a i e n t - e l l e s  q u a l i t a t i v e s  

ou quanti t a t  ives  ? 

3 - pouvait-on dégager un marqueur glycannique diagnost ique 

dans l a  macroglobulinémie de Waldens trom ? 



CAHOUR e t  a l .  (-348-1 a v a i e n t  comparé l a  composi t ion en 

monosaccharides d e  8 é c h a n t i l l o n s  d  ' IgM normales e t  de 18 é c h a n t i l l o n s  

d '  IgM de macroglobulinémie de Waldenstrom. Des d i f f é r e n c e s  a p p r é c i a b l e s  

de l e u r  composi t ion cen t é s ima le  en g l u c i d e s  l e u r  a v a i e n t  permis de 

d é f i n i r  deux f a m i l l e s  parmi l e s  IgM pa thologiques  ayant  respec t ivement  

une t eneu r  moyenne de 7 , 3  2 0 , 4  % (12  IgM) e t  de 10  & 0 , 9  % ( 6  IgM), 

l e s  IgM normales comportant 7 , 2  & 0 , 4  % de g luc ides .  Mais l 'examen des  

r a p p o r t s  mola i res  obtenus pour l e s  d i f f é r e n t s  monosaccharides ne 

r é v é l a i t  pa s  de d i f f é r e n c e  s i g n i f i c a t i v e  pour un r é s i d u  p a r t i c u l i e r  e t  

l a  r eche rche  de 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  l e s  IgM normales e t  

pa tho logiques  ne pouvai t  p a s s e r  que par  l ' u t i l i s a t i o n  d ' une  

méthodologie f i n e  d ' é t u d e  des  glycannes.  

Nous avons l i m i t é  n o t r e  choix à 3 IgM d i s p o n i b l e s  en q u a n t i t é  

s u f f i s a n t e  : 2 IgM pa thologiques  comportant 7 % e t  10  % de  g l u c i d e s  

(IgM-7, Z A J  ; IgM-10, GRA) e t  un mélange d'IgM normales. 

Dans un premier  temps, nous nous sommes a t t a c h é  à comparer, 

s u r  l e s  b a s e s  d e s  données chromatographiques,  l e s  d i f f é r e n t s  glycannes 

p r é s e n t s  dans c e s  3 IgM. Ces t r avaux  f o n t  l ' o b j e t  de l a  p u b l i c a t i o n  

s u i v a n t e  où nous avons pu montrer que comparativement aux IgM normales,  

l e s  IgM pa thologiques  a p p a r a i s s a i e n t  : 

- s o i t  e n r i c h i e s  en s t r u c t u r e s  de  type N-acétyllactosaminique 

l e s  "p lus  complexes'' : c l e  c a s  de 1'IgM-10 q u i  possède 

58 % d ' o l i g o s a c c h a r i d e s  non r e t e n u s  s u r  ConA ( s e  r e p o r t e r  au 

c h a p i t r e  Ma té r i e l  e t  Méthodes, p. 65) c o n t r e  40 % pour l e s  IgM 

normales. Ces 2  popu la t i ons  d'IgM possèdant  80 % de s t r u c t u r e s  

du type  N-acétyl lactosaminique,  l ' augmenta t ion  de l a  f r a c t i o n  

A dans 1'IgM-10 se f a i t  au d é t r i m e n t  de l a  

f r a c t i o n  biantennée ( F r a c t i o n  B ,  é l u é e  de l a  ConA p a r  

l'a-Me. Glc 10 mM)  ; 

- s o i t  e n r i c h i e s  en s t r u c t u r e s  oligomannosidiques ( f r a c t i o n  C ,  

é l u é e  de l a  ConA pa r  l 'a-Me.Glc 0 , 3  M )  : c ' e s t  l e  c a s  de 

1'IgM-7 q u i  possède 32 % de glycannes oligomannosidiques 



contre  20 % pour l e s  IgM normales. Les pourcentages de 

s t r u c t u r e s  biantennées é t a n t  ident iques  dans l e s  2 

populat ions,  l 'augmentat ion de l a  f r a c t i o n  C dans 1'IgM-7 s e  

f a i t  aux dépends de l a  f r a c t i o n  A (27 % con t re  40 % pour l e s  

IgM normales ) . 
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The well-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 hydrazinolysis, and 
they were fractionated by afiinity chromatography on a concanavalin A-Sepharose 
column to yield separate N-acetyl-lactosaminic-type and oligomannosidic-type 
structures. Further identification of these oligosacchandes was attempted by t.1.c. on 
siüca gel and by determination of their monosaccharide compositions. A comparative 
study of the oligosaccharide units belonging 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-acetyl-lactosaminic-type structures: they could be resolved by affinity chromato- 
graphy into bi-, tri- and tetra-antennary structures, and they also showed differences in 
N-acetylneuraminic acid content. Though some variations were observed i ~ i  the exact 
composition of the oligosaccharide 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 loww 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 al., 1981) a sampling of 18 monoclonal IgM 
species was resolved into two populations on the 
basis of their carbohydrate content: 12 IgM species 
eontained 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., 1971; Hickman et al., 
1972), 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, immunoglobulin M. 
$ To whom correspondence should be addressed. 

Commonly, the techniques used for structural 
investigations of the carbohydrate moieties of 
immunoglobulins 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.l.c., the oligosaccharide 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 reported in the present 
paper. 

Expedmental 

Materials 
Silica gel 60 thin-layer plates (0.2mm layer), 

solvents and chernicals of analytical grade were 
products of Merck (Darmstadt, Germany). Con- 
canavalin A-Sepharose 4B was supplieci by Phar- 
macia Fine Chemicals (Uppsala, Sweden), and 
methyl a-D-glucoside by Sigma Chernical Co. (St. 
Louis, MO, U.S.A.). NaB3H4 (36Cilmmol) was 
purchased from the Commissariat à 1'Energie 
Atomique (Saclay, France), and the scintillation 
mixture (Aqualytem) was a product from J. T. 
Baker Chemicals BV (Deventer, The Netherlands). 
Bio-Gel P-2 (200-400 mesh) was from Bio-Rad 
Laboratories (Richmond, CA, U.S.A.), and hydra- 
zine was obtained from Pierce Chernical Co. 
(Rockford, IL, U.S.A.). 

Reference oligosaccharides 
The following standard compounds (Table 1) 

were used for a provisional identification of carbo- 
hydrate units assayed by t.1.c. Oligosaccharides S,, 
SI and S, were bi-antennary structures, respectively 
desialylated, monosialylated and disialylated, ob- 
tained from human serum transferrin by the pro- 
cedure of Spik et al. (1975). Oligosaccharides 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., 
1976). 

Preparation of immunoglobulins 
IgM species were prepared and checked for 

homogeneity as described previously (Cahour et al., 
1981). Monoclonal IgM species were obtained from 
plasmaphaereses of patients with Waldenstrom's 
macroglobulinaemia, and polyclonal IgM species 
were isolated from individual normal sera. 

Hydrazinolysis 
Specific cleavage of N-acetylglucosamine-aspara- 

gine N-glycosylaminic linkages 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 after drying of the hydrazinolysate 
under N, and elimination of traces of the reaction 
products under vacuum in the presence of conc. 
H2S04, and after a further desalting on a Bio-Gel 
P-2 column (1.5cm x 32cm) they were eluted with 
aq. 1% (vlv) acetic acid. N-Reacetylation was 

performed with acetic anhydride as described by 
Reading et al. (1978)' and the oligosaccharide 
fractions were purified on Bio-Gel P-2. 

Radioisotopic labelling of oligosaccharides 
Reduction with NaB3H4 was performed as de- 

scribed by Takasaki Br Kobata (1978). About 
l00nmol of oligosaccharide was reduced with 
8nmol (030mCi) of NaB3H, in 3Wpl of 1 0 m ~ -  
NaOH for 4h at 25OC. Then lOmg of NaBH, was 
added and the sample was kept for a further 2 h at 
25OC. The reaction was stopped by adding 1 drop of 
acetic acid, and after the mixture had been passed 
through a small column of Dowex 50W X8 (H+ 
form) the boric acid was removed by CO-distillation 
under vacuum three times with methanol. Next, 
descending paper chromatography for 16k on 
Whatman no. 1 paper with the solvenb system 
butan-1-ol/ethanoi/water i 16 : 1 : 4, by vol.) removed 
radioactive contaminants derived from the NaB3H4. 
Reduced oligosaccharides were eluted with water 
and purified on Bio-Gel P-2. 

Afiniîy chromatography of oligosaccharides on 
concanavalin A-Sepharose 

NaB3H,-reduced oligosaccharides were applied to 
a concanavalin A-Sepharose column (1.5cmx 
9.5cm) equilibrated with l0m~-sodium acetate 
buffer, pH 5.0, containing 1 m~-CaCl,, 1 m~-MgCl,, 
1 m~-MnC1, and O. 1 M-NaCl. Fractionation was 
performed by stepwise elution with methyl a-D- 
glucoside, with reference to previous studies of the 
binding capacities of concanavalin A for carbo- 
hydrate structures (Debray & Montreuil, 1978; 
Narasimhan et al., 1979). For this purpose a 
previous calibration of the concanavdin A-Sepha- 
rose column was monitored with oligosaccharides of 
known structures. The tri- and tetra-antennary 
glycans oligosaccharides 0, and 0, (see Table l), 
with no aflînity for the column, were eluted with 
starting buffer. Bi-antennary oligosaccharides (i.e. 
reference oligosaccharides of serum transferrin) were 
bound with low affinity by the lectin and were eluted 
with 0.01~-methyl a-glucoside, whereas oligo- 
mannosidic oligosaccharides (see Table 1) were 
strongly bound by concanavalin A and needed 
0.3 M-methyl a-glucoside for their elution. 3H radio- 
activity was counted in 3 ml of scintillation solution 
in a Beckman liquid-scintillation spectrometer. 

Oligosaccharides were resolved on silica gel 
60 thin-layer plates with the following solvent 
systems: F, a fast one (Bayard et al., 1979), 
ethano11 butan- l-ol / pyridine / water / acetic acid 
(100 : 10 : 10 : 30 : 3, by vol.), for N-acetyl-lactos- 
aminic oligosaccharides, and S, a slow one (Palo & 
Savolainen, 1972), butan- l-ol / acetic acid / water 
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Table 1. Refeence oligosaccharides used for t.1.c. 

Type of structure Bi-antennary N-acetyl-lactosaminic type 

Origin Human serum transferrin 

Structures 
Gd(~l-4)GicNAc(/31-2)Man(a1-3)\ 

Man(/31-4)GlcNAc(Bl-4) GlcNAc 
~d(/31-4)~1c~~c(/31-2)~an(al-6)/ 

Oligosaccharide S, 

NeuAc(a2-6)Gal(/314)GlcNAc(fl-2)Man(al-3) 
\ ~ a n ( ~ i - 4 ) ~ i c ~ ~ c ( / 3 i - 4 )  GICNAC 

~d(/314)~lc~~c(/31-2)~an(a1-6)/ 
Oligosaccharide S, 

NeuAc(a2--6)Gd(/314)GicNAc(~)Man(a1-3), 

/ Man(B14)GlcNAc(B1-4) GlcNAc 
NeuAc(a2-6)Gd(/31-4)cicNAc(~-2)Man(a1-6) 

Oligosaccharide S, 

Type of structure Tri- and tetra-antennary N-acetyl-lactosaminic type 

Origin Human plasma a,-acid glycoprotein 

Structures 
Gd(/31-4)GicNAc(/31-4)\ 

Man(a1-3) 
~d( /31-4)Gic~~c( /31-2) /  \ 

/ 
Man(/314)GlcNAc(Bl-4) GlcNAc 

Gal(/31-4)GlcNAc(/31-2)Man(a1-6) 
Oligosaccharide O,* 

Gd(/314)CilcNAc(/31-4)\ 

G d ( ~ l - 4 > c l ~ N A c ( ~ l - 2 ) / ~ ~ - ~ ) \  

/ 
Man(/?l-4)GlcNAc(Bl-4) GtcNAc 

Gd(/31-4)GIcNAc(/?l-2) 
' ~ a n ( a l - 6 )  

~ a i ( ~ l - 4 ) ~ i c ~ ~ c ( / 3 1 - 6 ) /  
Oligosaccharide O, 

Type of structure 

Origin 

Structures 

Oligomannosidic type 

Urines of oligomannosidosis patients 

\ 

Man(a1-3)\ / Man(a 1-4)GlcNAc 
Man(a1-6) 

Man(a1-6)/ 
Oligosaccharide Mi 

Oligosaccharides Mk-Mi 

* Asido tri-antennary glycans or orosomucoid may possess an additional fucose residue a-1,3-linked to the N-acetyl- 
glucosamine residue 7 (oligosaccharide O,F). 
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second and the third groups were represented by 
monoclonal IgM-7 and IgM-10, with characteristic 
patterns different from those of the first group. 
Enrichments of band IV for IgM-7 and of band VI 
for IgM-IO were observed. These variations were not 
accompanied by significant differences in the molar 
monosaccharide composition (Table 2). 

Fractionation of oligosaccharides by aflnity 
chromatography on concanavalin A-Sepharose 

Because of the s m d  quantity of IgM-8 and IgM-9 
at ouf disposai, 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 families of IgM 
(Fig. 2). Each profile possessed the three fractions A, 
B and C eluted with s t a r h g  buffer, 0.01 M-methyl 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 fractions (see Table 2). 
On the one hand N-acetyl-lactosaminic units (frac- 
tions A and B) were predominant in normal IgM and 
pathological IgM-10, with 80% of the label. On the 
other hand, pathological IgM-7 was enriched in 
high-mannose oligosaccharides (32% against 20% 
for the two other populations). In addition, for 

N-acetyl-lactosaminic glycans variations were obser- 
ved in the proportions of tri- and tetra-antennary 
structures (fraction A) and bi-antennary structures 
(fraction B). The proportions were equivaient for 
polyclonal IgM, but the degree of branching was 
increased for monoclonal IgM-10 whereas it was 
decreased for monoclonal IgM-7. 

Characterization of the carbohydrate chains 
To investigate the extent of the heterogeneity 

exhibited by the carbohydrate moieties of IgM, 
oligosaccharidic fractions were submitted to g.1.c. 
after methanolysis (Table 2). The molar proportions 
obtained were in go& agreement with those 
expected after fractionation of the hydrazinolysates 
on concanavalin A-Sepharose, and were char- 
acteristic of chiefly tri-antennary structures for 
fraction A, bi-antennary structures for fraction B 
and oligomannosidic structures for fraction C. 

In addition, the usefulness of the t.1.c- methocl in 
the further qualitative resolution of IgM oligo- 
saccharide is demonstrated in Fig. 3. In fraction A 
(Fig. 3a), for the three samples essayed, four 
migrating oligosaccharides were identified (bands 
IV, V,, VI and VIII), with a predominance 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 sirnilar stmc- 
ture but with a possible additional fucose residue on 
the component forming the slower-migrating band. 

Table 2. Carbohydrate compositions of native ZgM glycans and of oligosaccharidic fractions produced by afini!y 
chromatography on immobilized concanavalin A after hydrazinolysis of lgM 

For full experimental details set the text. Results for native IgM glycans obtained after g.1.c. were the same for 
both native IgM glycans and hydrazinolysates; data for normal IgM and pathological IgM-7 and IgM-10 are 
corrected and expressed in terms of the sum of the percentage 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 3 and of 
2.0 N-acetylglucosamine residues for fraction C. L refers to structures of the N-acetyl-lactosaminic type, and M to 
structures of the oligomannosidic type. 

Carbohydrate composition (molar proportions) 
I A 

\ 

Pathological IgM 

Normal IgM 

Native 
If3M 

% of radioactivity . . . 
% of L and M structures . . . 
Fucose 0.67 
Mannose 4.1 
Galactose 1.6 
N-Acetylglucosamine 3.1 
N-Acetylneuraminic 0.78 

acid 

7 

Concanavaiii A 
fractions 

r 

A B C  
40 40 20 + 

80 20 
0.77 0.4 - 
3.0 3.0 6.2 
2.2 1.8 - 
4.7 3.0 2.0 
1.3 1.0 - 

- 
Concanavalin A 

fractions 
Native 
IgM A B C 
- 27 41 32 

Native 
IgM 

Native 
IgM 

IgM- IO 
w 

Concanavalin A 
fractions 

Native (-A-, 

IgM A B C 
- 58 24 18 
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Fig. 3. T.1.c. of fractions A ,  B and C obtained by aflnity chromatography on immobilized concanavalin A of 
oligosaccharides liberated by hydrazinolysis of normal and pathological IgM 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 
(So), monosialo (SJ and disialo (SJ bi-antennary glycans from serum transfemn; slots 2, 5 and 8, oligosaccharides 
released 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 A obtained 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 transfemn: slots 2, 5 and 8, 
oligosaccharides released by hydrazinolysis from normal IgM (slot 2), from pathological IgM-7 (slot 5) and from 
pathological IgM-10 (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 (MgMi); slots 2, 5 and 8, oligosaccharides released by hydrazinolysis 
(M,-M,) 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 C obtained from normal IgM (dot 3), from pathological IgM-7 (dot 6) and frorn 
pathological IgM-10 (slot 7) (the bands that migrate above M, have been identified as heavy contaminants of methyl 
a-D-glucoside); slot 9, reference oligosaccharides having a slight migration in this solvent system, i.e. asialo 
(S,), monosialo (S,) and disialo (S,) bi-antennary glycans from serum transferrin, and asialo tri-antennary (0,) and 
asialo tetra-antennary (0,) glycans from a,-acid glycoprotein. N.B. Bands V,  and V, rnigrated 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 oligomannosidic glycans, MkMI designated 
pathological urinary oligosaccharides lacking one N-acetylglucosamine residue and M,-M, designated hydra- 
zinolysate complete oligosaccharides. 
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Discussion 
In the present study, by using reproducible and 

sensitive methodology, a comparison between the 
numerous glycans present in various IgM species 
was possible in spite of their weli-known hetero- 
geneity. 

The application of these rapid procedures to small 
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 er al., 
1981). T.1.c. aiiows the identification of at lcast 13 
migrating oligosaccharides for each IgM treated, in 
agreement with the structural heterogeneity pre- 
viously reported by Chapman & Kornfeld 
(1979a,b). According to those authors, ail high- 
mannose intermediate oligosaccharides seem to be 
present as reveaied by t.1.c. in solvent S (see Fig. 3c). 
However, further structurai investigations are 
needed to verify the identity of such structures. 

In the present work affinity chromatography on 
concanavalin A-Sepharose was introduced as an 
extremely useful tool for the fractionation of glycans 
from the complex mixtures and for the determina- 
tion of their respective distribution in IgM families 
(Table 2). Qualitatively and quantitatively poly- 
clonal IgM species show an intermediate behaviour, 
presumably reflecting a statisticai cellular production 
of a baianced range of oligosaccharide units. This 
approach was used as the basis for interpretation of 
the distribution patterns of oligosaccharides ob- 
tained from pathological IgM families. In this 
regard, monoclonal IgM-7 exhibits a predominance 
of smaller oligosaccharides, whereas IgM-10 ap- 
pears to be enriched in complex glycans. 

From consideration of both the origin of the IgM 
studied and previously published data on the 
biosynthesis of oligosaccharide units (Kornfeld 
et al., 1978; Li et al., 1978; Tabas et al., 1978; 
Tabas & Kornfeld, 1978: Parodi & Leloir, 1979)' a 
possible interpretation of the differences observed 
can be proposed. Normal IgM species reflect their 
polyclonal origin and can be considered as a 
statisticai population, whereas a monoclonal IgM 
appears as the expression of one single immuno- 
globulin-producing ce11 activity among the multi- 
potentiality due to the diversity of cells. Since it is 
firmly established that oligomannosidic units serve 
as intermediates in the biosynthesis of N-acetyl- 
lactosaminic glycans, it can be postulated that the 
extent of processing of high-mannose oligosac- 
charides dong the pathway towards the formation of 
complex oligosaccharides is different within each 
IgM population. On taking the polyclonal IgM 
glycans as a starIdard for comparison, results for 
monoclonal IgM-10 suggest an 'over-processing' 

leading to a higher production of more complex 
units, whereas a smaller degree of elaboration of 
the oligosaccharide chains seems to occur for 
monoclonal IgM-7. This might be due to altèred 
activity either 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 
removai and addition of the outer residues) leading 
to the biosynthesis of giycans. One could imagine 
that in pathological cases (e.g. in the present case of 
Waldenstrom's macrogiobulinaemia) such control 
mechanisms are altered. The factors implicated 
remain to be determineci. 

In conclusion, in the field of investigations of 
structure-function relationships, the information 
available on the structures of glycans still does not 
aiiow an elucidation of their biological role; never- 
theless, as in the present study, by comparing the 
structures of normal and pathological IgM species it 
is possible to make an approach towards an 
understanding of the mechanisms involved in their 
metabolism. 
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La première étape du fractionnement des chaînes glycanniques 

r é v è l a i t  une grande hétérogénéi té  de l e u r s  s t r u c t u r e s  puisque nous 

avons pu dénombrer un minimum de 13 glycannes par  f a m i l l e  d'IgM, 

d ' ap rès  l e s  r é s u l t a t s  i s s u s  des  sépara t ions  par  chromatographie s u r  Con 

A-Sepharose 4B e t  T.L.C. ( v o i r  Figure 2 e t  3 ; p. 127 e t  p. 123).  Afin 

d ' é t a b l i r  l e s  s t r u c t u r e s  pr imaires  des o l igosacchar ides  des  d i f f é r e n t e s  

IgM, nous nous sommes a t t a c h é  à l e s  p u r i f i e r  p a r  électrophorèse à hau t  

vol tage  su r  pap ie r  e t  chromatographie l i q u i d e  haute press ion  ( s e  

r e p o r t e r  au c h a p i t r e  Matériel  e t  Méthodes ; p. 61) .  Ces travaux on t  

conduit à l a  détermination des  s t r u c t u r e s  pr imaires  des principaux 

glycannes d'IgM normales e t  pathologiques qui  son t  représentées  dans l a  

Figure 14 (p. 134) e t  qui  o n t  f a i t  l ' o b j e t  des  publ ica t ions  6 e t  7 

mentionnées aux pages 3 e t  4. Nous nous l imi te rons  à un bref  exposé des 

principaux r é s u l t a t s .  

Les d i f f é r e n c e s  observées e n t r e  l e s  IgM normales e t  

pathologiques é t a i e n t  essent ie l lement  q u a n t i t a t i v e s .  En e f f e t ,  q u e l l e  

que s o i t  1 ' IgM, on r e t r o u v a i t  : 

1 - des glycannes oligomannosidiques comportant de 5 à 9 

rés idus  de mannose. Ces r é s u l t a t s  son t  en accord avec l e s  

travaux a n t é r i e u r s  consacrés aux IgM de Waldens trom ( CHAPMAN 

e t  KORNFELD -349-, COHEN e t  BALLOU -350-, JOUANNEAU e t  a l .  

-351-). L a  présence de ces  s t r u c t u r e s  dans l e s  IgM normales 

montre q u ' e l l e s  ne sont  pas a s soc iées  au c a r a c t è r e  

pathologique de l a  molécule comme l ' a v a i e n t  proposé JOUANNEAU 

e t  a l .  (-352-). D 'aut re  p a r t ,  nous n'avons pas re t rouvé l e  

glycanne GlcNAc Man GlcNAc mentionné par  CHAPIviAN e t  KORNFELD 
5 2 

(-353-) ; 

2 - des  s t r u c t u r e s  de type N-acétyllactosciminique biantennées 

dont nous avons déterminé l e s  s t r u c t u r e s  primaires des 

composés majeurs : 



~ ~ ~ ~ c ( a 2 - 6 1 ~ a l ( ~ 1 - 4 l ~ l c ~ A c ~ B l - 2 l M a n ( a ~ - ~ ~  

\Man I BI -41 GlcNAcC f3'i -41 GlcNAc(B1 -NlAsr 

/ 1 (al-6) 
cal [fil -4)GlcN~c(B1-21~an [al -6 1 FL s 

Figure 14 - Structures primaires de glycannes de type N-acétyllactosaminique 

d' IgM de macroglobulinémie de Waldenstrom. 



- un glycanne monosialylé, fucosylé  s u r  l a  N-acétylglucosamine 

l i é e  à l ' a s p a r a g i n e  ( v o i r  Figure 14 ; p. 134) que l ' o n  

r e t r o u v a i t  majori tairement dans l e s  IgM normales (21 ,6  %) 

a i n s i  que dans l e s  IgM-7 (25 %).  Ce glycanne a é t é  d é c r i t  par  

HICKMAN e t  a l .  (-354-) dans une IgM humaine ; 

- un glycanne monosialylé, fucosylé  s u r  l a  N-acétylglucosamine 

l i é e  à l ' a s p a r a g i n e ,  possédant une N-acétylglucosamine 

i n t e r c a l a i r e  ( v o i r  Figure 14 ; p.134), m a j o r i t a i r e  dans 

1'IgM-10 (36 ,4  % ) .  Ce type de glycanne n ' a v a i t  jamais é t é  

d é c r i t  dans l e s  IgM, mais on l e  re t rouve dans d ' a u t r e s  

immunoglobulines (PIERCE-CRETEL e t  a l .  -355-, MELLIS e t  

BAEZINGER -356-1 ; 

- des glycannes mineurs de type N-acétyllactosaminique, 

t r i an tennées ,  ( v o i r  Figure 14 ; p.134). De t e l s  glycannes on t  

é t é  d é c r i t s  dans des  IgM myélomateuses de Sour is  (BRENCLE e t  

KORNFELD -3 57- ) . 

Les travaux que nous avons menés ne nous on t  pas permis de 

dégager un marqueur glycannique de l a  macroglobulinémie de Waldenstrom, 

l e s  d i f f é rences  observées é t a n t  r e s t é e s  d ' o r d r e  q u a n t i t a t i f .  

L ' exp l i ca t ion  de c e  phénomène r e s t e  actuel lement obscure e t  l a  seu le  

hypothèse que nous puiss ions  formuler repose s u r  l ' e x i s t e n c e  de 

mécanismes défectueux de régu la t ion  de l a  biosynthèse des glycannes. 

Dans l a  s u i t e  de nos recherches,  nous nous sommes a t t aché  à é t u d i e r  l a  

s t r u c t u r e  des glycannes de f i b r o b l a s t e s  transformés viralement.  

L 'ob jec t i f  é t a i t  l e  même que précédemment : e x i s t a i t - i l  des  s t r u c t u r e s  

glycanniques nouvel les  appara issant  l o r s  de l a  t ransformation maligne 

des c e l l u l e s  ? 



ETUDE STRUCTURALE DES GLYCANNES DE TYPE Ob I GOMANNOS I D  IQUE 

DE FIBROBLASTES DE HAMSTER NORMAUX ET TRANSFORMES 



Ces travaux s ' i n s c r i v e n t  dans un programme de recherches,  

menées au Laboratoire de Chimie Biologique de l ' u n i v e r s i t é  des Sciences 

e t  Techniques de L i l l e  1, su r  l e s  modificat ions des  s t r u c t u r e s  

glycanniques accompagnant l a  t ransformation maligne des c e l l u l e s .  Les 

r é s u l t a t s  de c e s  études e n t r e p r i s e s  en co l l abora t ion  avec Messieurs 

Henri DEBRAY e t  Phil ippe DELANNOY (U.S.T.  L i l l e  1 ) ,  o n t  f a i t  l ' o b j e t  de 

p lus ieu r s  communications ( v o i r  p. 5 )  e t  peuvent se  résumer de l a  manière 

suivante.  

Le choix des modèles c e l l u l a i r e s  s ' e s t  por té  s u r  l e  

f i b r o b l a s t e  de r e i n  de Hamster ( c e l l u l e  B H K ~ ~ / C ~ ~ )  ou l e  f i b r o b l a s t e  

embryonnaire de Hamster ( c e l l u l e  E.H. ) comme c e l l u l e s  "normales" de 

ré fé rence  e t  s u r  l e  f i b r o b l a s t e  de r e i n  de Hamster transformé par  l e  

v i r u s  du sarcome du Hamster ( c e l l u l e  BHK-HSV) comme c e l l u l e  

transformée. La méthodologie s u i v i e ,  fondée su r  l a  comparaison de 

p r o f i l s  chromatographiques (chromatographies de g e l  f i l t r a t i o n  s u r  

Ultrogel  ACA 202, d ' a f f i n i t é  s u r  ConA-Sepharose e t  Lens c u l i n a r i s  

agglutinin-Sepharose) des glycopeptides pronasiques c e l l u l a i r e s  marqués 

métaboliquement, nous a permis de montrer que l e s  glycoprotéines 

membranaires des  c e l l u l e s  transformées & t a i e n t  e n r i c h i e s  en glycannes 

tri- e t  t é t r aan tennés ,  c e s  r é s u l t a t s  é t a n t  en accord avec ceux des 

équipes de WARREN e t  de VAN BEEK ( v o i r  , p. 53 ) . 

En ou t re ,  après hydrazinolyse des d i f f é r e n t e s  f ami l l e s  de 

glycopeptides,  N-réacé t y l a t i o n  des  glycannes a i n s i  l i b é r é s ,  pu i s  

sépa ra t ion  en fonction de l e u r s  charges par H.P.L.C. ( v o i r  l e  chap i t r e  

Matériel  e t  Méthodes, p. 61), nous avons cons ta té  que, d 'une p a r t ,  

l 'augmentat ion de t a i l l e  des glycopeptides des c e l l u l e s  transformées 

é t a i t  a t t r i b u a b l e  non seulement à une mul t iantennar isa t ion  mais a u s s i  à 

une hypers i a ly la t ion ,  e t  que, d ' a u t r e  p a r t ,  l e s  d i f f é rences  observées 

é t a i e n t  d ' o r d r e  q u a n t i t a t i f  e t  non q u a l i t a t i f .  Ces r é s u l t a t s  é t a i e n t  en 

accord avec ceux de BLITHE e t  a l .  ( -358-)  e t  en désaccord avec ceux de 



TAKASAKI e t  a l .  (-359-1 puisque c e s  d e r n i e r s  avaient  t rouvé de 

nouvel les  s t r u c t u r e s  glycanniques ( penta- e t  hexaantennées) dans l e s  

glycoprotéines des  c e l l u l e s  transformées ( v o i r  p.54).  

Notre t r a v a i l  personnel s ' e s t  o r i e n t é  p lus  spécifiquement vers  

l a  comparaison des  glycannes de type oligomannosidique des  c e l l u l e s  

normales e t  transformées. Bien que c e t t e  c l a s s e  de glycannes représente  

de 20 à 40 % des glycannes c e l l u l a i r e s  to taux de type N-glycosidique, 

peu d ' é tudes  l u i  on t  é t é  consacrées e t  ne permettent pas une 

quan t i f i ca t ion  préc i s e  des  d i f f é r e n t e s  s t r u c t u r e s  oligomannosidiques. 

Tout au p lus  r e s s o r t - i l  de c e s  t ravaux que l e s  membranes de c e l l u l e s  

transformées ou en croissance  son t  plus r i ches  en glycannes 

oligomannosidiques l e s  p lus  "lourds". Hors, c e s  ol igosaccharides jouent  

un r ô l e  fondamental dans l e s  phénomènes d 'adhésion c e l l u l a i r e  (GRABEL 

e t  a l  -360-1. En p a r t i c u l i e r ,  RAUVALA e t  HAKOMORI (-361-1 ont  montré 

q u ' i l s  in t e rvena ien t  dans 1' adhésion de f i b r o b l a s t e s  de Hemster par  

i n t e r a c t i o n  e n t r e  l e s  glycannes oligomannosidiques d 'une c e l l u l e  e t  une 

a-mannos idase  de su r face  d 'une a u t r e  c e l l u l e .  

Le but que nous nous é t i o n s  f i x é  é t a i t  de comparer l e s  

glycannes oligomannosidiques de c e l l u l e s  normales e t  transformées a f i n  

de répondre aux ques t ions  su ivan tes  : e x i s t e  t-il des d i f f é r e n c e s  e t ,  

dans 1' a f f i r m a t i v e ,  s o n t - e l l e s  q u a l i t a t i v e s  ou q u a n t i t a t i v e s  ? 



1 - MATERIEL ET METHODES. 

Ce c h a p i t r e  r a p p e l l e  br ièvement  l e s  techniques  s p é c i f i q u e s  que 

nous avons u t i l i s é e s  l o r s  de c e t t e  é tude.  

Les monosaccharides r a d i o a c t i f s  : D - 1 -[14c] glucosamine, 

D - 6 - r ~ ]  glucosamine e t  D - 2 -[%] mannose proviennent  de  l a  f i rme 

Amersham, l e  support  d ' a f f i n i t é  ConA - Sepharose 4B de l a  f i rme 

Pharmacia, la  Pronase de Calbiochem (U.S.A.), ltendo-N-acétyl-R-D- 

glucosaminidase H de Streptomyces p l i c a t u s  de Miles (U.S.A. ) . 
L '  a -mannosidase de l a  fève  Jack e s t  un don du Professeur  S. BOUQUELET 

( U .  S. T.  L i 1  l e  1 ) , t a n d i s  que l e s  o l igosacchar  i d e s  oligomannosidiques 

témoins Man GlcNAc à Man GlcNAc, a i n s i  que l e  d i s a c c h a r i d e  Man(R1- 
5 9 

4 ) G l c ~ A c  o n t  é t é  f o u r n i s  par  l e  Docteur G .  STRECKER (U.S.T. L i l l e  1) .  

1 - Condit ions de c u l t u r e  c e l l u l a i r e  e t  de marquage 

métabolique. 

Nous avons u t i l i s é  dans c e t t e  é tude  comme c e l l u l e  de r é f é r e n c e  

l e  f i b r o b l a s t e  embryonnaire de Hamster ( c e l l u l e  E . H . )  ou l e  f i b r o b l a s t e  

de r e i n  de Hamster ( c e l l u l e  BHK21/C ) e t  comme c e l l u l e  t ransformée l e  
13 

f i b r o b l a s t e  d e  r e i n  de Hamster t ransformé par  l e  v i r u s  du sarcome de 

Hamster ( c e l l u l e  BHK-HSV). Nous remercions l e  Professeur  L. MONTAGNIER 

de 1' I n s t i t u t  Pas teur  de P a r i s  qu i  nous a fou rn i  c e s  souches 

c e l l u l a i r e s .  



Ces c e l l u l e s  s o n t  maintenues en c u l t u r e  dans l e  mil ieu minimum 

de Eagle complété par : NaHCO ,33mM ; L-glutamine, 2mM ; bactot ryptose ,  
3  

0 , 3  % ; auréomycine, 5  mg/ml ; fungizone, 25 mg/ml ; 10 % de sérum de 

Veau nouveau-né. 

Les marquages métaboliques s o n t  e f f e c t u é s  par  a d d i t i o n  dans l e  

mi l ieu  de c u l t u r e ,  au moment du repiquage, de 125 pCi pour l e s  c e l l u l e s  

E.H. e t  pour l e s  c e l l u l e s  BHK21/C13 de D -  PH] glucosamine ( a c t i v i t é  

spéc i f ique  30 C i / m M )  e t  de 25 pCi de D - 1- k4C]  glucosamine ( a c t i v i t é  

spéc i f ique  55 m C i / m M )  pour l e s  c e l l u l e s  BHK-HSV. Les marquages 

métaboliques p a r  l e  D - 2- PH] mannose sont  e f f e c t u é s  pa r  add i t ion  au 

mi l ieu  de c u l t u r e  de 125 pCi pour l e s  c e l l u l e s  E.H.  e t  BHK-HSV. 

Ces c e l l u l e s  s o n t  c u l t i v é e s  en présence du précurseur 

r a d i o a c t i f  pendant 48 à 72 h  a f i n  d ' o b t e n i r  une c u l t u r e  de c e l l u l e s  

conf'luen t e s .  

2  - Prépara t ion  des glycopeptides oligomannosidiques. 

Après dé l ip ida t ion  se lon  l e  protocole de CACAN e t  a l .  (-362-), 

l e s  p r o t é i n e s  c e l l u l a i r e s  s o n t  d igérées  par  l a  pronase s e l o n  l a  méthode 

de MURAMATSU e t  a l .  (-363-) , dans l e  tampon T r i s / H C l  0,14 M pH 8 , 4  ; 

CaC12, 14mM, additionné de pronase. L'hydrolyse e s t  r é a l i s é e  à 37OC 

pendant 72 h sous légère  a g i t a t i o n ,  l a  pronase é t a n t  a jou tée  après  24 h  

e t  48 h d ' incubation.  Après hydrolyse,  l ' e x c é s  de pronase e s t  dénaturé 

pa r  chauffage 2  min à 100°C e t  l e s  échan t i l lons  glycopeptidiques s o n t  

p u r i f i é s  su r  une colonne de Biogel P2 é q u i l i b r é e  dans l ' e a u .  

A ce niveau, l e s  glycopeptides marqués par  l a  D - 6FHl 
L J  

glucosamine ( c e l l u l e s  normales) e t  l a  D - ~Yc]  glucosamine ( c e l l u l e s  

t ranformées)  son t  rassemblés e t  t o u t e s  l e s  é tapes  su ivantes  son t  



r é a l i s é e s  s u r  l e  mélange, l a  mesure de l a  r a d i o a c t i v i t é  é t a n t  e f fec tuée  

par  comptage en double marquage dans un compteur à s c i n t i l l a t i o n  

l iqu ide  Beckman LS 9000. 

Sésa ra t i  on des  g l ~ c o p e p t i d e s  c e l l u l a i r e s  to taux.  b  - -- ------------ -- - -- ....................... 

Les glycopeptides sont f r ac t ionnés  en fonction de l e u r  

a f f i n i t é  vis-à-vis de l a  ConA -Sepharose 4B ( s e  r e p o r t e r  au c h a p i t r e  

Matériel  e t  Méthodes p.65). Les d i f f é r e n t s  p i c s  d ' é l u t i o n  obtenus sont  

dessa lés  s u r  Biogel P2 é q u i l i b r e  dans l ' e a u .  

3  - Prépara t ion  des ol igosacchar ides  de type  oligomanno- 

s id ique .  

Les f r a c t i o n s  é luées  par  l'a-Me.Glc 0.3 M (FEC 0 , 3  M )  s o n t  

l y o p h i l i s é e s ,  p u i s  r e p r i s e s  par  du tampon c i t r a t e /phospha te  0 ,075 M, pH 

5 , 5 ,  addi t  ionné de 5  mu. P .  d' endo-N-acétyl-R-D-glucosaminidase H.  

L'hydrolyse e s t  r é a l i s é e  à 37OC pendant 48 h ,  5 m U . 1 .  

d '  endoglycosidase H é t a n t  a  joutées ap rès  24 h  d '  incubation.  Après 

hydrolyse, l ' e x c é s  d'enzyme e s t  dénaturé par  chauffage 2  min à 100°C e t  

l e s  o l igosacchar ides  s o n t  p u r i f i é s  s o i t  : 

- par  passage s u r  une colonne de rés ine  AG 1-X2 (HCOO-) , 200- 

400 mesh, é q u i l i b r é e  dans l ' e a u ,  e t  ne sont  pas,  dans ce  c a s ,  re tenus  

s u r  c e t t e  r é s i n e  ; 

- ou par passage s u r  une colonne de ConA - Sepharose 48 e t  

dans ce cas s o n t ,  é l u é s  par  l'a-Me.Glc 0 , 3  M .  Ils sont  e n s u i t e  dessa lés  

s u r  une colonne de Biogel P2 équ i l ib rée  dans l ' e a u ,  pu i s  l y o p h i l i s é s  en 

vue des sépara t ions  u l t é r i e u r e s .  



4 - Fractionnement des ol igosaccharides de type oligomma- 

nosidique. 

Les ol igosacchar ides l i b é r é s  par 1 ' endo N-acétyl-R-D- 

glucos ami n idase  H sont  f r ac t ionnés  par chromatographie s u r  papier  ou 

par H.P.L.C. su r  une colonne 5 pm Amino AS-Sa ( v o i r  l e  c h a p i t r e  

Matériel  e t  Méthodes p. 61). 

5 - Digest ion des o l igosacchar ides  de type oligomannosidique 

par  l'a-mannosidase de l a  fève Jack.  

Les glycannes oligomannosidiques marqués par  l e  D - 2B4 

mannose e t  séparés  par  H.P.L.C. o n t  é t é  r é d u i t s  par l e  borohydrure de 

sodium, déssa lés  su r  Siogel  P2 équ i l ib rée  dans l ' e a u  e t  d igé rés  pa r  

l 'a-mannosidase de l a  fève  Jack dans un tampon a c é t a t e  de sodium O,IM, 

pH 5,O à 37OC, pendant 96 h en présence d'une g o u t t e  de toluène ( 2  

addi t ions  successives d '  enzyme à 48 h d ' i n t e r v a l l e ,  concentra t ion  

f i n a l e  en enzyme 15 U / m l ) .  Après hydrolyse, l ' e x c é s  d'enzyme e s t  

dénaturé par  chauffage 2 min à 100°C e t  l e s  produi ts  de l a  r éac t ion  

sont  d e s s a l é s  s u r  Dowex 50 x 8   et 1 x 8 (OH-) avant  d ' ê t r e  analysés  

par T.L.C. dans l e  so lvant  II ( v o i r  p.66). Après séchage, des bandes de 

1 x 0 , 5  cm de s i l i c e  s o n t  récupérées pa r  g r a t t a g e  e t  comptées en 

s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e  en présence de 0 , 5  m l  d 'eau.  



II - RgSULTATS ET DISCUSSIONS 

A - FRACTIONNEMENT DES GLYCOPEPTIDES WLRQUES PAR 

CHROMATOGRAPHIE D 'AF'FINITE SUR CONA - SEPHAROSE 4B. 

Les glycopeptides pronasiques i s o l é s  des  c e l l u l e s  normales e t  

t ransformées o n t  é t é  f r a c t i o n n é s  s u r  colonne de ConA - Sepharose 4B, 

par CO-chromatographie dans l e  cas des glycopep t i d e s  marqués 
3 

métaboliquement par  l a  glucosamine ( H pour l e s  c e l l u l e s  E.H. e t  

BHK21/C13 ; 14c pour l e s  c e l l u l e s  BHK-HSV) e t  séparément dans l e  cas  

des glycopeptides marqués par  l e  D- 2 f h l  mannose. La s p é c i f i c i t é  de 

c e t t e  l e c t i n e  (DEBRAY e t  MONTREUIL -364-) nous a permis d ' o b t e n i r  

qua t re  f r a c t i o n s  glycopeptidiques d i s t i n c t e s  ( v o i r  p. 65). La Figure 

15  (p.143) nous donne un exemple de ce type de fractionnement 

( s é p a r a t i o n  de glycopeptides marqués au D- 2fH] mannose i s s u s  des 

c e l l u l e s  transformées) e t  l e  tableau V I 1 1  (p.14.4) l e s  va leurs  des 

f r a c t i o n s  é luées  pa r  l'a-Me.Glc 0 , 3  M ,  exprimées en pourcentage de l a  

r a d i o a c t i v i t é  t o t a l e  incorporée par l e s  glycopeptides des c e l l u l e s  

normales e t  transformées. Nous pouvons remarquer que, se lon  l e  type de 

marquage métabolique ( glucosamine ou mannose) e t  pour des c e l l u l e s  

ident iques ,  l e s  pourcentages de ces  f r a c t i o n s  présentent  des 

d i f fé rences  importantes ( p a r  exemple 12,2 % du marquage glucosamine e t  

53 % du marquage mannose pour l e s  c e l l u l e s  BHK-HSV). Ceci e s t  dû au 

f a i t  que c e s  va leurs  sont  surest imées dans l e  cas  d 'un marquage par  l e  

mann ose , pui sque l e s  glycopep t i d e s  de type 01 igomannosidique 

contiennent  jusqu'à  9 r é s idus  de mannose a l o r s  que l e s  glycopeptides de 

type N-acétyllactosaminique n '  en comportent que 3. A 1' inverse ,  l o r s  

d ' u n  marquage par  l a  glucosamine, c e s  mêmes glycopeptides de type 

oligomannosidique ne contenant  que 2 glucosamines s o n t  sous-estimés par  

rappor t  aux glycopept ides  de type N-acétyl l a c  tosaminique. E t  ce  n ' e s t  

que dans l e  cas d 'un marquage par  l e  mannose, e t  à condi t ion  de 



Figure 15 - Chromatograpkle d'affinité sur colonne de Con A-Sepharose 4B 
de glycopeptides de cellules transformées (BHK-HSV) marqués - 

mannose (pour les détails expérimentaux, se 

reporter au paragraphe: Matériel et ~éthodes~p.61 1 .  



TABLEAU VI11 - Pourcentage de l a  rad ioac t iv i té  t o t a l e  des f r ac t i ons  
é luées  par l'a-Me-Glc 0,3M de l a  colonne de Con A - 
Sepharose 4B, issuesdes glycopeptides totaux de c e l l u l e s  
normales e t  transformées marqués par  l a  glucosamine ou 
par  l e  mannose,(Pour l e s  d é t a i l s  expérimentaux se  repor te r  
au paragraphe Matériel e t  Méthodes). 

TABLEAU IX - Pourcentages de l a  rad ioac t iv i té  des 5 f rac t ions  
olîgomannosîdîques séparées par chromatographie sur  
papier ou par  H.P.L.C..(Pour l e s  d é t a i l s  expérimentaux 
se  reporter  au paragraphe Matériel e t  Méthodes). 

CELLULES 

3 
Cellule E.H. ( GlcNE2 H ) % 

3 
Cellule BHK 21/ C13 ( GlcNR2 H ) % 

ce l lu l e  BHK - ~ ç v  ( GI.CNR~ 14c % 

Cellule E.H. ( D - 2 - 31i Man ) % 

3 
Cellule BHK - HSV ( D - 2-H Man ) % 

Fraction éluée pa r  l'a-Me.Glc 
0 ,3  M 

911 

10,5 

12,2 

4 3 

5 3 

CELLULES 

E.H. % 

BHK 21/C13% 

BHK - HSV % 

Man5GlcNAc Man6GlcNAc Man GlcNAc Man GlcNAc Man GlcNAc 
7 8 9 

21,3 22,l  15,4 19,2 22 , O  

25,7 28,2 11,O 18, l  17,O 

13 ,O 28,l 17,9 20 , l  20,7 



connai tr e iss pourc ec t ages  de chaque c l a s s e  de g lycannes  

oligomannosidiques,  que l ' o n  pourra  c o r r i g e r  ces v a l e u r s  e t  éva iue r  ia 

r e p r e s e n t a t  i v i  te de  chsque t y p e  de glyzarine. 

I l  a p p a r a î t  néanmoins à l a  vue des  r é s u l t a t s  donnés par  l e  

Tableau V I 1 1  (p .  144)  une l é g è r e  augmentation ( env i ron  20 % )  du taux d e s  

s t r u c t u r e s  oligomannosidiques dans l e s  c e l l u l e s  t ransformées.  

B - FRACTIONNEMENT DES GLYCANNES DE TYPE OLIGOMANNOSIDIQ~ 

LIBERES PAR L'ENDO-N-ACETYL-B-D-GLUCOSAMINIDASE H 

1 - G ~ v c o D ~ D ~ ~ ~ ~ s  maraués s u r  1ô glucosamine. 

L ibé ra t ion  d e s  &cannes p a r  1 ' endo-N-acétyl-B-D- luc cos ami ni da se H . a - --------------- ------- ---------------- ------ ---------------- 

Les g lycopept ides  i s o l é s  des  c e l l u l e s  normales e t  t ransformées  

e t  é l u é s  de l a  colonne de ConA-Sepharose 4B par  1 'a-Me. Glc 0 , 3  M o n t  

é t é  d i g é r é s  par  1 'endo-N-acétyl-B-D-glucosaminidase H .  I l  s '  a g i s s a i t  

pour ce type de marquage de co-fractionnement a s s o c i a n t  des  

g lycopept ides  3~ de c e l l u l e s  normales e t  14c de c e l l u l e s  t ransformées  

( E . H/BHK-HSV e t  BHK 21-C13/BHK-HSV ) . 
Cet endo-enzyme hydrolyse l a  l i a i s o n  GlcNAc (RI-4) GlcNAc du 

noyau pentasacchar id ique  des  glycannes,  en l i b é r a n t  une p a r t i e  

glycannique possédant  un r é s i d u  de N-acé tylglucosamine en p o s i t i o n  

t e rmina le  r é d u c t r i c e  e t  1' a u t r e  r é s i d u  de N-acétylglucosamine l i é  à 

l ' a s p a r a g i n e  de l a  cha îne  pro té ique .  Nous avons, en e f f e t ,  r e t r o u v é ,  

quel  que s o i t  l e  type  c e l l u l a i r e ,  envi ron  50 % du marquage des  

glycopep t i d e s  dans l e s  01 igosacchar  i d e s  a p r è s  1 ' hydrolyse enzymatique, 

c e t t e  de rn i è re  s e  r é v é l a n t  donc complète dans nos c o n d i t i o n s  

expérimentales.  Les a u t r e s  50 % ont  é t é  e s s e n t i e l l e m e n t  r e t r o u v é  dans  

un composé migrant en T.L.C.  comme l e  chaînon GlcNAc (Ol-N)Asn. 



En fonction des  s p é c i f i c i t é s  é t r o i t e s  de l a  ConA e t  de 

1 ' endo-N-acéty 1-R-D-glucos amin idase  H , nous pouvions déjà  escompter 

re t rouver  dans c e s  f r a c t i o n s ,  des  glycannes de type oligomannosidique 

possédant au moins 5 mannoses e t /ou  des glycannes de type mixte. 

LES glycannes oligomannosidiques l i b é r é s  par  l'endo-N-acétyl- 

R-D-gluc osamin idas e H o n t  é t é  CO-fract ionnés pa r  chromatographie s u r  

papier  ou par chromatographie l iqu ide  haute  performance s u r  colonne 

Amino AS-SA, 5 p m ,  c e t t e  dernière  méthode s e  r évè lan t  posséder l a  

mei l leure  résolu t ion .  5 famiPPes de glycannes o n t  é t é  obtenues qu i  

possédaient  des comportements chromatographiques identiques aux 

o l igosacchar ides  témoins Man GlcNAc, Man6GlcNAc, Man7GlcNAc, Man GlcNAc 
5 8 

e t  MangGlcNAc, quel que s o i t  l e  type de c e l l u l e .  Le Tableau I X  (p.144) 

nous donne l e  pourcentage de l a  r a d i o a c t i v i t é  t o t a l e  de chacune de c e s  

f r a c t i o n s  e t  l ' o n  peut  no te r  que l a  d i f f é r e n c e  majeure dans l a  

r é p a r t i t i o n  de c e s  glycannes r é s i d e  dans l e  f a i b l e  pourcentage de l a  

s t r u c t u r e  Man GlcNAc dans l e s  c e l l u l e s  t ransformées.  Néanmoins, p a r  
5 

c e t t e  méthode de marquage il n ' e s t  pas p o s s i b l e  de q u a n t i f i e r  chaque 

type de glycanne 01 igomannosidique e t  1 ' augmentation des  s t r u c t u r e s  

oligomannosidiques l e s  plus lourdes dans l e s  c e l l u l e s  transformées 

n ' a p p a r a î t  pas dans l e  Tableau I X .  Pour c e s  r a i s o n s ,  nous avons o r i e n t é  

nos  recherches vers  1' étude de c e s  glycannes marqués par  l e  D - 8 f ~ l  

mannose. 

2 - G l y c ~ p e p t i d e s  marqués par  l e  D - 2131-j mannose. 



L' i so tope  du marquage métabolique é t a n t  ident ique  pour l e s  

c e l l u l e s  normales e t  t ransformées,  t o u t e s  l e s  é t apes  de fractionnement 

se  r é a l i s è r e n t  séparément. Après hydrolyse enzymatique, l e s  glycannes 

oligomannosidiques o n t  é t é  séparés  par H.P.L.C. comme précédemment. Un 

exemple de sépara t ion  e s t  donné dans l a  Figure 16 (p.148) où nous 

retrouvons l e s  5 c l a s s e s  de glycannes (Man GlcNAc à Man GlcNAc). 
5 9 

Grâce à c e  mode de marquage, il nous e s t  poss ib le  de c o r r i g e r  

l e s  va leur s  brutes  des  pourcentages de l a  r a d i o a c t i v i t é  t o t a l e  des  

glycopeptides : l e s  glycannes non re tenus  s u r  l a  colonne de ConA- 

Sépharose 4B  ou é l u é s  pa r  l'a-Me.Glc l O m M  ne contiennent  que 3 mannoses 

appartenant  au motif pentasaccharidique commun. Les glycannes é lués  par  

l'a-Me.Glc 0 , 3  M possèdent un pourcentage surest imé Far r appor t  aux 

glycannes précédents  e t  il f a u t  procéder aux cor rec t ions  su ivantes .  

Sachant que 100 % = % FECOq3 + (% FECIOmM + % FNR) e t  c0nnaissar.t l e s  

pourcentages ( a ,  b,  c ,  d ,  e )  des glycannes (Man GlcNAc à Mang GlcNAc) 
5 

de l a  f r a c t i o n  FEC 
0,3MY 

séparés  pa r  H .P .L.C. ,  pour 3 mannoses, l e  

pourcentage t o t a l  de l a  r a d i o a c t i v i t é  deviendra : 

+ (% FECIOm + % FNR) x 3 
3 

e t  l e s  pourcentages c o r r i g é s  deviendront : 

1 O O % = a x 5 + b x 6 + c x 7 + d x 8 + e x 9 x l Q O  - + 
3 Y 

x 100 + FNR x 100 F E l o m ~  y - Y 

Un exemple d ' a p p l i c a t i o n  de ce c a l c u l  e s t  présenté  l a  Figure 16 

(p.148). 

Les Tableaux X e t  X I  (p.149) nous donnent l e s  pourcentages 

comparat ifs ,  avant e t  après c o r r e c t i o n ,  des glycannes marqués s u r  l e  

mannose des  c e l l u l e s  normales e t  transformés e t  on retrouve 



% DPM 

Figure 16- H.P.L.C. des glycannes oligomannosidiques de cellules 

normales, marqués par le D- 2 H man.nose; (0-0-0): Pl 
données brutes; (-1: données corrigées (se reporter 

au Tableaux1 1 ;  M M M M et M témoins oligomannosidiques. 
5' 6' 7 '  8 9 : 

(Pour les détails expérimentaux se reporter au paragtaphe 

~atérlel et Méthodes) . 



TABLEAU X - Pourcentage de la radioactivité totale des 4 fractions 
obtenues par chromatographie d'affinité sur colonne de 
Con A Se harose 4 B des glycopeptides marqués au 
D - 2 4  H? mannose issus de fibroblastes embryonnaires 
et de fibroblastes transformés. 

Fraction Fraction Fraction éluée Fraction éluée 

-- 

Fibroblastes 
embryonnaires 32,7 43 

transformés 11 5 3 

TABLEAU XI - idem au tableau X I  mais les pourcentages sont corrigés en 
fonction de la distribution du marquage dans les structures 
oligomannosidiques (voir p. 147 1 .  

Fibroblastes % 
embryonnaires 

Fibroblastes % 

transformés 

Fraction Fraction Fraction éluée Fraction eluee 
non retenue retardee par: a-M.Glc lOmM par: a-M.Xc 0.3 M 

28,s 4 43,5 24 

45,8 7.1 15,7 31,6 



1 ' augmentation des  s t r u c t u r e s  tri- ou té t raantennées  e t  l a  diminution 

des s t r u c t u r e s  biantennées dans l e s  c e l l u l e s  transformées tandis  que 

l e s  glycannes 01 igomannosidiques s o n t  légèrement augmentés (24 % )  . Une 

comparaison f i n e  des populat ions oligomannosidiques des c e l l u l e s  

normales e t  transformées nous e s t  donnée dans l a  Figure 17 e t  l e  

Tableau X I I  (p.151).  On peut  en déduire que : 

1 - l e s  c e l l u l e s  transformées contiennent  nettement p lus  de 

glycannes oligomannosidiques lourds ( Mani>Glc~~c ,  MangGlcNac e t  

Man GlcNAc) que l e s  c e l l u l e s  normales ; 
9 

2 - l e s  c e l l u l e s  t ransformées contiennent  moins de Man GlcNAc 
5 

que l e s  c e l l u l e s  normales. 

Il f a u t  p r é c i s e r  que ces r é s u l t a t s  son t  reproduct ib les  

p u i s q u ' i l s  s e  sont  r évé lés  ident iques  en p a r t a n t  de p l u s i e u r s  l o t s  de 

c e l l u l e s  marquées, 

11 convenait t o u t e f o i s  de v é r i f i e r  que l ' o n  é t a i t  b ien  en 

présence de c e s  types de s t ruc  t u l e s  oligomannosidiques puisque nos 

r é s u l t a t s  é t a i e n t  uniquement fondés su r  des comportements 

chromatographiques ident iques  à ceux de témoins de s t r u c t u r e s  connues. 

Nous avons donc e n t r e p r i s  l a  prépara t ion  de c e s  5 glycannes i s s u s  des 

c e l l u l e s  normales e t  t ransformées,  par  H.P.L.C.  p répa ra t ive ,  a f i n  de 

l e s  soumettre à l ' a c t i o n  de l ' a -mannosidase  de l a  fève Jack e t  a i n s i  

v é r i f i e r  l e u r  nature.  

b  - Digest ion des  ~ l y c a n n e s  o l i~omannosid iques  i s o l é s  des c e l l u l e s  -- ------------ ------------ .................................... 
normaSes-et-trans9o~m~e~-~ar-I:I~~ma"nosida,~s-de-I:a-f 5xe-iack a 

Après sépara t ion  p a r  H .P .L.  C .  p répa ra t ive ,  dans des  condi t ions  

ident iques  à c e l l e s  d é c r i t e s  précédemment, l e s  glycannes de type 

01 igomannosidique des c e l l u l e s  normales e t  transformées ont  é t é  



20 30 40 60 
70 FRACTIONS (ml) 

Figure 17- H.P.L.C. des glycannes ollgomannosidiques marqués par 

ie D- 2f Hj mannose ; (-1 :cellules normales. (A-A-A) : 

cellules transformées; M ,M ,M ,M et M :témoins 5 6 7 8  9 
oligomannosidlques.(Pour les détails expérimentaux, 

se reporter au paragraphe Matériels et Méthode~~p.61). 

TABLEAU XII - Pourcentages corrigés de la radioactivité totale des 
glycannes oligomannosidiques séparés par H.P.L.C. (voir 

Fig .l7) des cellules normales (E.H. ) et transformées (BHK-HSV) . 

Man5GlcNAc Man6GlcNAc Man7GlcNAc ManSGlcNAc Man GlcNRc 
9 

Cellules 
% 1 315 

transformées 

Cellules 
% 

normales 
5 14 



r é d u i t s ,  pu i s  d igé rés  p a r  l 'a-mannosidase de l a  fève  Jack. Les p rodu i t s  

de f i n  de l a  r éac t ion  o n t  é t é  analysés par  chromatographie s u r  couche 

mince ( v o i r  Figure 18 ; p.153) e t  tous  migrèrent respectivement comme 

l e  Manet l e  Man (81-4) GlcNAc i t o l .  Aucun de c e s  glycannes ne présenta 

une r é s i s t a n c e  v i s - à - v i s  de l ' a-mannosidase indiquant  1 ' absence de N- 

acétylglucosamine en p o s i t i o n  terminale non réduc t r i ce .  Les 

pourcentages de l a  r a d i o a c t i v i t é  de c e s  deux p rodu i t s  confirment l a  

na tu re  des s t r u c t u r e s  prévues, que l e  marquage métabolique par  l e  

mannose e s t  homogène e t  que, s u r t o u t ,  il n ' e x i s t e  pas de d i f fé rence  

quaPi t a t i v e  e n t r e  l e s  glycannes oligomannosidiques i s s u s  de c e l l u l e s  

normales e t  transformées ( v o i r  Tableau X I I 1  ; p. 153). Toutefois ,  l a  

s e u l e  réserve  que 1 'on p o u r r a i t  émet t re  concerne l e s  ol igosaccharides 

Man GlcNAc, Man GlcNAc e t  Man GlcNAc qui  peuvent e x i s t e r  sous forme 
6 7 8 

d'isomères que n o t r e  méthodologie ne nous a pas permis de 

d i f f é r e n c i e r .  S' il e x i s t e  des  d i f fé rences  q u a l i t a t i v e s ,  e l l e s  ne 

peuvent s e  s i t u e r  qu 'à  c e  niveau. 



Figure 18- Comportement chromatographique d'un hydrolysat enzymatique 
(a-mannosidase) d'un glycanne oligomannosidique (Man GlcNAc itol) 7 
sur couche mince, dans le solvant II (se reporter aux paragraphes 
Matériel et Méthodes p.66 et p.141) ; M à M témoins 
Manl_9GlcNAc itol, M: temoin mannose. 

1 9 : 

TABLEAU XIII - Rapports des produits finals de l'hydrolyse par l'a-mannosidase 
des glycannes oligomannosidiques des cellules normales 
et transformées,séparés par T.L,C.. 

Man 

Man 



III - CONCLUSIONS 

L'étude comparative que nous avons r é a l i s é e  s u r  l e s  glycannes 

de type oiigomamosidique des  c e l l u l e s  normales e t  transformées par  un 

v i r u s  oncogène (H.S.V.) nous a permis de compléter l e s  observat ions  

ef fec tuées  dans n o t r e  l a b o r a t o i r e  e t  dans l e s  l a b o r a t o i r e s  é t r a n g e r s ,  

s u r  l e s  modificat ions s t r u c t u r a l e s  des  glycannes des g lycoproté ines  

membranaires accompagnant l a  t ransformation c e l l u l a i r e .  I l  é t a i t  é t a b l i  

que l e s  changements majeurs a f f e c t a i e n t  l e s  glycannes de type N- 

a c é t y l l  actosaminique e t  se  t r a d u i s a i e n t  par  un alourdissement des  

s t ruc  t u r e s  v i a  une mult i an tennar i sa t ion  e t  une hypers i a ly la t ion  des 

glycopeptides des  c e l l u l e s  t ransformées,  t and i s  que nous disposions de 

peu de renseignements s u r  l e s  modificat ions a f f e c t a n t  l e s  glycannes de 

type oligomannosidique. 

Dans un premier temps, nous avons pu montrer que, quel que 

s o i t  l e  précurseur monosaccharidique marqué u t i l i s é  (glucosamine ou 

mannose), l e s  glycannes des  c e l l u l e s  transformées s ' e n r i c h i s s a i e n t  en 

s t r u c t u r e s  oligomannosidiques, qu 'une q u a n t i f i c a t i o n  exacte  n é c e s s i t a i t  

un marquage p a r  l e  mannose e t  que l ' o n  pouvait  c h i f f r e r  dans ce cas  

c e t t e  augmentation à 25 %. 

Ces r é s u l t a t s  s o n t  en accord avec ceux de CECCARINI  e t  

ATKINSON (-365-) qui t rouvaient  une augmentation de l ' o r d r e  de 35 %, 

mais sans t e n i r  compte de l a  su res t ima t ion  de c e t t e  va leur  due au  

marquage par  l e  mannose. Par c o n t r e ,  YAMASHITA e t  a l .  (-366-), 

indiquent  que l a  t ransformation de f i b r o b l a s t e s  i n d u i t  une diminution 

de 25 % des o l igosacchar ides  oligomannosidiques, ca lculée  par  marquage 

chimique externe  des  ol igosaccharides.  

D 'au t re  p a r t ,  l e s  5 glycannes de type oligomannosidique que 

nous avons obtenus,  Man5GlcNAc2 à Man GlcNAc son t  p résen t s  dans l e s  
9 2 ' 

deux types c e l l u l a i r e s  e t ,  s e u l e s ,  l e u r s  proport ions r e l a t i v e s  semblent 

modifiées. Toutefois ,  3 d ' e n t r e  eux peuvent e x i s t e r  sous forme 



d' isomères,  mais n o t r e  méthodologie ne nous a pas permis de l e s  

d i f f é r e n c i e r .  I l  e s t  à no te r  que nous n'avons pas re t rouvé dans l a  

f r a c t i o n  01 igomannos id ique  , ni  de glycannes 01 igomannosidiques p lus  

p e t i t s  que Man GlcNAc ou plus grands que MangGlcNAc 
5 2 2 ' n i  e t  de 

glycannes de type hybride. Ces d e r n i e r s  r é s u l t a t s  sont  en accord avec 

ceux de YAMASHITA e t  a l .  (-367-). 

Les d i f fé rences  q u a n t i t a t i v e s  re t rouvées  son t  e s sen t i e l l ement  

de deux ordres .  Les glycopept ides  des c e l l u l e s  transformées son t  

e n r i c h i s  en glycannes oiigomannosidiques l e s  p lus  lourds (de 7 à 9 

rés idus  de mannose), avec une augmentation g lobale  de 40 %, mais ce 

gl issement v e r s  des  s t r u c t u r e s  01 igomannosidiques plus lourdes n' e s t  

pas l a  seu le  e x p l i c a t i o n  de l 'augmentat ion du taux de c e s  glycannes 

comme 1 ' ava ien t  proposé HAKIM1 e t  ATKINSON ( -368-) . On remarque 

également une n e t t e  diminution de l a  s t r u c t u r e  Man GlcNAc dans l e s  
5 

c e l l u l e s  t ransformées ( 35 % )  qui n '  a v a i t  j amais é t é  mentionnée. 

Notre étude ne nous permet pas  d ' a f f i r m e r  que c e s  glycannes 

oligomannosidiques appart iennent  à des g lycoproté ines  dont l a  synthèse 

s o i t  terminée ou s ' i l  s ' a g i t  de précurseurs biosynthét iques.  Néanmoins, 

RUPAR e t  COOK (-369-) o n t  pu montrer, par  des expériences de chasse 

r ad ioac t ive ,  qu ' i l s  appar tenaient  b ien  à des glycoprotéines 

membranaires dont l a  maturation é t a i t  terminée. 

Bien que l ' impor tance  biologique de ce type de glycanne r e s t e  

obscure, d i f f é r e n t e s  études ait apporté quelque lumière s u r  l e u r  r ô l e  

poss ib le  dans l e s  phénomènes de reconnaissance c e l l u l a i r e  (RAUVALA e t  

HAKOMORI -370-) e t  l e u r  modification à l a  su r face  des c e l l u l e s  malignes 

pour ra i t  i ndu i re  des  phénomènes de reconnaissance aberrants .  

Le plus d i f f i c i l e  problème q u ' i l  faudra  surmonter de manière à 

mieux cerner  l e  r ô l e  des glycannes dans l e s  modificat ions du 

comportement s o c i a l  des  c e l l u l e s  l o r s  de l a  t ransformation maligne, e s t  

dû au f a i t  que, jusqu'à  p résen t ,  aucune modificat ion q u a l i t a t i v e  des 



s t r u c t u r e s  g l u c  idiques n '  a é t é  mise en évidence. Cette  compréhension 

passera donc par  une é tude  t r è s  f i n e  des r égu la t ions  du métabolisme de 

c e s  composés dans l e s  c e l l u l e s  normales e t  transformées. 



CONCWJSIONS GENERALES. 

Nos recherches o n t  permis de con t r ibuer  à l ' é t u d e  de l a  

s t r u c t u r e  primaire des  glycannes des g lycoproté ines  e t  ont  é t é  

d i r i g é e s ,  dans un premier temps, ve r s  l a  mise au p o i n t  de méthodologies 

f i n e s  permettant  de t r a v a i l l e r  su r  de t r è s  f a i b l e s  q u a n t i t é s  e t  

d '  aborder a i n s i  1' étude de g lycoproté ines  d ' i n t é r ê t  biologique majeur. 

Pour r é a l i s e r  ce  t r a v a i l ,  nous nous sommes o r i e n t é s  vers  

l ' é t u d e  de l a  f i a b i l i t é  d 'une  méthode chimique de l i b é r a t i o n  des 

glycannes des  N-glycosylprotéines : l 'hydrazinolyse .  Nous avons 

appliqué c e  protocole à des glycopeptides du f ibr inogène bovin que l e  

D r .  E. MOCZAR nous a v a i t  f o u r n i s  en quan t i t é  re la t ivement  importante. 

1 - Nous avons pu v é r i f i e r  que l ' hydraz ino lyse  é t a i t  non 

seulement une méthode de l i b é r a t i o n  q u a n t i t a t i v e  des  glycannes mais 

qu ' e l  l e  n  ' i n d u i s a i t  pas de modificat ions majeures de s t r u c t u r e  comme 

des  d é s i a l y l a t i o n s  p a r t i e l l e s  des  glycannes. 

2 - Après sépara t ion  des glycannes l i b é r é s  par  l 'hydrazine  e t  

N-réacetylés, nous avons déterminé l a  s t r u c t u r e  prima-ire complète des  

deux glycannes majeurs duf ibr inogènebovin  grâce à l ' a p p l i c a t i o n  des 

techniques c l a s s iques  su ivan tes  : méthanolyse , rnéthylation couplée à l a  

spect rométr ie  de masse e t  R.M.N. du proton en co l l abora t ion  avec l e  

groupe du Professeur J.F.G. VLIEGENTHART. Ces glycannes biantennés,  

mono e t  d i s i a l y l é s  ( l e s  s t r u c t u r e s  son t  données p.92) son t  communs à de 

nombreuses glycoprotéines e t  on l e s  retrouve également dans l e  

f ibr inogène humain. 

Le f ibrinogène bov incon t i en t  à l a  f o i s  l e s  ac ides  N-acétyl e t  

N-gl ycolyl  neuramini ques dans des proport ions iden t iques .  Hors, 

l ' emplo i  de l 'hydrazinolyse  f a i t  d i s p a r a î t r e  c e t t e  hé térogénéi té  e t  il 

ne nous a  pas é t é  poss ib le  de pos i t ionner  ces  r é s idus  s u r  l e s  chaînes 

01 igos acchar idiques . 



Nous avons u t i l i s é  l a  m6me approche méthodologique pour 

l ' é t u d e  de l a  copule glucidique de l'hémocyanine du scorpion 

Androctonus a u s t r a l i s .  Après hydrazinolyse e t  N-séacétylation, un s e u l  

glycanne de type oligomannosidique a é t é  i d e n t i f i é  par  chromatographie 

s u r  couche mince e t  nous avons pu, après méthylation e t  analyse en 

R.M.N. du proton, é t a b l i r  s a  s t r u c t u r e  primaire. I l  s ' a g i s s a i t  du 

glycanne Mang GlcNAc2 qui  a é t é  retrouvé Sgalement dans des  

glycoprotéines d ' i n s e c t e s ,  ce  qui  tend à prouver que l a  s impl i f i ca t ion  

des  s t r u c t u r e s  glycanniques s e r a i t  un marqueur de l ' é v o l u t i o n .  Mais l a  

présence, chez l e s  Arthropodes, d 'ol igosacchar ides  uniquement de type 

oligomannosidique soulève l e  problème de l ' a c t i v i t é  biologique de c e  

type de glycanne. 

Dans un deuxième temps, nous avons développé une méthodologie 

d ' études  s t r u c t u r a l e s  de glycannes disponibles en t r è s  f a i b l e s  

q u a n t i t é s ,  par  1 ' u t i l i s a t i o n  de marquages r a d i o a c t i f s  de c e s  composés 

e t  par  1' établissement de c a r t e s  chromatographiques permettant une 

appréc ia t ion  de l ' h é t é r o g é n é i t é  des  glycannes. En co l l abora t ion  avec 

1' équipe du Professeur M. GOUDEMAND, nous avons appliqué c e s  

méthodologies à l ' é t u d e  de l a  copule glucidique du f a c t e u r  VI I I / f ac teur  

de von Willebrand. 

1 - Nos premières expérimentations nous on t  permis de confirmer l a  co- 

ex i s t ence  de glycannes de types O-glycosidique e t  N-glycosidique dans 

ce complexe e t  d ' i d e n t i f i e r  p a r  chromatographie s u r  couche mince une 

d iza ine  de O-glycannes l i b é r é s  par 13-élimination en mil ieu réducteur e t  

au moins 3 glycannes l i b é r é s  p a r  hydrazinolyse,  dont l e  majeur 

r e p r é s e n t a i t  45 % des ol igosacchar ides  totaux.  

2 - Ce glycanne majeur a é t é  i s o l é  par  é lec t rophorèse  papier  

p répara t ive  à haut  voltage en quan t i t é  s u f f i s a n t e  (200 p g )  pour pouvoir 

déterminer s a  s t r u c t u r e  pr imaire  complète s u r  l a  base des  r é s u l t a t s  de 

l a  méthylation e t  de l ' a n a l y s e  en R.M.N. du proton. I l  s ' a g i s s a i t  d 'un  

glycanne biantenné , fucosylé su r  l a  N-acétylglucosamine l i é e  à 

1' asparagine e t  monosialylé ( v o i r  p.i.12). 



3 - La sépara t ion  des glycannes l i é s  N-glycosidiquement par  

chromatographie d '  a f f i n i t é  sur ConA-Sepharose 4B e t  1 ' analyse des 

f r a c t i o n s  pa r  chromatographie su r  couche mince révélée  par  

autoradiographie nous on t  permis d l i d e n t i f i e r , o u t r e  l e  glycanne majeur, 

9 glycannes mineurs r ep résen tan t  25 % des o l igosacchar ides  to taux du 

FVI II/vWf. 

L 'hé térogénéi té  e t  l a  complexité des  glycannes posent  l e  

problème de l e u r  p a r t i c i p a t i o n  dans l e  mécanisme de l 'hémostase 

primaire.  Néanmoins, l a  min ia tu r i sa t ion  de c e s  méthodes p o u r r a i t  

permettre l ' é t ab l i s sement  de t e l l e s  c a r t e s  chrornatographiques de 

glycannes i s o l é s  de FVIII/vWf anormaux, comme ceux de plasmas de 

malades appelés "va r i an t  de von Willebrand". 

Dans l e  cadre  d 'une  co l l abora t ion  e f f i c a c e  avec Mme A. CAHOUR, 

nous avons appliqué n o t r e  méthodologie à l ' é t u d e  des glycannes des IgM 

normales e t  de macroglobulinémie de Waldenstrom. Ces travaux o n t  

conduit  à l a  détermination de l e u r s  s t r u c t u r e s  primaires ( v o i r  p. 134) 

e t  nous on t  permis de mettre en évidence de n e t t e s  d i f f é r e n c e s  

q u a n t i t a t i v e s  e n t r e  l e s  glycannes des IgM normales e t  pathologiques. 

Néanmoins, nous n'avons pu dégager de marqueur glycannique spéc i f ique  

de c e t t e  maladie. 

Nos travaux s ' i n s c r i v e n t  également dans l e  cadre  de recherches 

menées au l a b o r a t o i r e  s u r  l e s  modificat ions des s t r u c t u r e s  glycanniques 

accompagnant l a  t ransformat ion  c e l l u l a i r e .  Nous avons r é a l i s é  une étude 

comparative des glycannes de type oligomannosidique de f i b r o b l a s t e s  

normaux e t  transformés pa r  un v i rus  oncogène (H.S.V.), qui d i f f è r e  d 'un 

po in t  de vue méthodologique des t ravaux précédents  par l ' u t i l i s a t i o n  

d 'une  méthode enzymatique de l i b é r a t i o n  des  glycannes. L ' u t i l i s a t i o n  de 

1 'endo-N-acétyl-R-D-glucosamin idase H couplée à l a  chromatographie 

d '  a f f i n i t é  s u r  ConA-Sepharose 4B nous a permis d '  i s o l e r  spécifiquement 

l e s  ol igosaccharides de type oligomannosidique Man5GlcNAc à Man9GlcNAc 

à p a r t i r  des c e l l u l e s  normales e t  transformées marqués métaboliquement 
14 

p a r  l a  glucasamine 3~ ou C ou l e  mannose 2 - 3 ~ .  



Nous avons pu montrer que, quel que s o i t  l e  précurseur 

monosaccharidique u t i l i s é ,  l e s  glycannes des c e l l u l e s  transformées 

s ' e n r i c h i s s a i e n t  en s t r u c t u r e s  oligomannosidiques e t  ce  r é s u l t a t  e s t  en 

accord avec l e s  d i f f é r e n t s  travaux an té r i eu r s .  

Après sépara t ion  des  01 igosaccharides de type 

oligornannosidique marqués par l e   TH] mannose par  H.P.L.C. en 5 

composés, de Man GlcNAc à Man9 GlcNAc, e t  v é r i f i c a t i o n  de l e u r  
5 

s t r u c t u r e  par  1' ac t ion  d 'une a-mannos idase ,  nous avons apporté l e s  

démonstrations su ivantes  : 

1 - Ces 5 glycannes s o n t  p résen t s  dans l e s  c e l l u l e s  normales e t  

transformées. I l  n ' e x i s t e  donc pas de d i f fé rence  q u a l i t a t i v e .  

2 - I l  e x i s t e  par  con t re  des  d i f fé rences  quan t i t a t ives  qu i  son t  de 

deux o rd res  : l e s  g lycoproté ines  des c e l l u l e s  transformées sont  

en r i ch ies  en glycannes 01 igomannosidiques l e s  plus lourds (Man GlcNAc 7 
à Man9 GlcNAc), l 'augmentat ion é t a n t  de l ' o r d r e  de 40 %, e t  

l ' o l igosacchar ide  Man GlcNAc s e  trouve nettement diminué (35 %)  dans 
5 

l e s  c e l l u l e s  transformées. 

Il e s t  bien é t a b l i  que l e s  modificat ions majeures a f f e c t a n t  

l e s  glycannes l o r s  de l a  t ransformat ion  c e l l u l a i r e  s e  t r a d u i s e n t  par  un 

alourdissement des  s t r u c t u r e s  de type  N-acétyllactosaminique, mais que 

l e s  modificat ions r e s t e n t  quan t i t a t ives .  Nos travaux complètent c e s  

études en p r é c i s a n t  que d '  a u t r e s  changements a f f e c t a n t  l e s  glycannes de 

type oligomannosidique accompagnent l a  t ransformation maligne des 

c e l l u l e s  e t  pourra ient  ê t r e  une des causes des phénomènes de 

reconnaissances abe r ran t s ,  comme l a  diminution de 1 ' adhés iv i t é  

c e l l u l a i r e .  
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RESUME DE. THESE 
1 

+e. ç ?  
f< ;  ,& fb 

L a  compdhension du r6le ' bzdmgique des ' 
glycoprotCines passe par  la  donnaissaace de, 
primaires ce qui ndcessite l'utilisation de mdt& 
Nos travaux s'inscrivent dans cette thématique de 
CtC dirigés, dans un premier temps, vers la mise au  p i a f  de 
microméthodes de libdration quantitative des glycannes tJep N- 
glycosylprotéines (hydrazinolyse/W-réacétylation) et de séparation et 
de comparaison de leurs structures priaaires. 

Nous avons ensuite appliqué notre m6thodologie B des 
glycoprotdines d ' i m t k &  biologique majeur , m a i s  diiiponibles én fafble 
quantiti. GV-ce 1 l'application des techniques classiques dr 
méthanolyse; de méthylation couplée B la  gpectromCtrSe de masse et 
d ' analyse de résonnance' magndtique nucléaire du proton, nous avons 
ddtermind les structures compl4tes des glycannes majeam de type W- 
glywsidique du fibrinoghne. bovin, de 1 ' h4rntxyanf ne 
&nd~w:t01i~us auetralis, d'I@ humaines nomales et pâtb 
du facteur m f c t e u r  de von Willebrand. Les 
cmclusions Qgi .se dégagent de ces r4sultats s@it de 

I r  Pftmiirement, $on assiPte une simplificati~~h structu 
4 gïyannes ctiee les Inveri3brés. ~euXihmement, B e35t.é du 
i aaajeur du F. _&III/vWF, nous avons identifid 9 glycannes ai 

, cette grande hétérogdnéité structurale 
participation de ces oligosaceharides 

mostase. Troisiémement, nous avoris m i s .  en évidence 
quantitatives entre les glycannes des 1gM 

appliquC w t ~ ~  méthodologie 1 ' lctude 
cwperati*C glycannès de type dique de fibroblastes 
~ O ~ Q È Q ? ~  et, transfomakt par  urpr ne. Les iliffisrences 
observiSes CCaiwg encare d'ordre 'quantitatif t les glycop&nes des 
cellules trangformées Çtaient ' enrichies en glycannes 
oligomannosidiqu~~ les plus lourds. L 'explication biologique de tels 
phCnomPlnes demeure encore inconnue. 


