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X N T R O D U C T I O N  



Les progrès les plus importants dans la connaissance des 

glycoconjugués de la membrane érythrocytaire, porteurs des antigènes de 

groupes sanguins sont venus de la collaboration des biochimistes et des l 

imunogénéticiens. , 
l 

Leur rôle dans la membrane du globule rouge, les apports 

récents de la biochimie dans la connaissance des groupes sanguins, la 

différenciation, la maturation et le vieillissement cellulaire, 

l'intérêt des modèles offerts par la pathologie, soulèvent beaucoup de 

problèmes d'un intérêt très général en biologie cellulaire. 

Les groupes sanguins sont les marqueurs de certaines 

molécules de la membrane cellulaire. Du fait de leurs structures 

différentes (certains ne sont pas des glycocon jugués) , ils représentent 
un ensemble très hétérogène. En outre, certains sont limités au tissu 

hématopoïétique (Rh, Kell, Duffy, Kidd) alors que d'autres sont des 

groupes sanguins à très large distribution tissulaire comme i, 1, H, A 

La détermination structurale des antigènes de groupe 

sanguin permettra de résoudre les mécanismes de leur biosynthèse. De 

plus, l'utilisation des déterminants antigéniques obtenus soit par 

synthèse osidique, soit par détachement de la partie protéique ou 

lipidique, s'avère indispensable dans les expériences d'inhibition 

d'anticorps monoclonaux pour définir les épitopes ou comme substrats 

pour l'analyse des activités des glycosyltransférases. 

Nos travaux s'inscrivent dans le cadre de la thématique 

du Laboratoire "Relations structure-fonction des constituants 

membranaires" et font suite aux travaux de Herkt (1983) et de Cache 

(1986). 

Nous présenterons dans un chapitre de Généralités, l'état 

actuel de nos connaissances sur la biosynthèse des O-glycannes, le rôle 

et l'importance des déterminants de groupes sanguins, et les antigènes 

Cad et sda. 



Nous présenterons ensuite nos travaux personnels relatifs 
a 

à la détermination structurale de l'antigène de groupe sanguin Sd , 
d'abord dans le sang puis dans différents tissus : les mucines urinaires 

et les mucines méconiales. Ces dernières mucines représentent une 

importante source d'antigènes foetaux, ce qui nous a permis d'isoler 

d'autres substances à activité de groupe sanguin, caractérisées jusqu'à 

présent, dans les tissus foetaux et dans certains tissus tumoraux. 

En effet, dans les cellules transformées par virus, ou 

dans les cellules cancéreuses, de nouvelles structures apparaissent à la 

surface cellulaire. Certaines de ces structures sont identiques, aux 

glycannes isolés du méconium : il en est ainsi pour l'activité 

antigénique X, abondante dans le méconium et que l'on rencontre 

notamment dans de nombreux glycannes de cellules cancéreuses. 
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G E N E R A L I T E S  



Protéines et glucides furent longtemps considérés comme 

deux classes distinctes de produits naturels, ainsi de nombreuses 

tentatives furent entreprises pour débarrasser d'une part les protéines 

de leurs "impuretés" glucidiques et d'autre part, les "impuretés" 

protéïques des polysaccharides. Par la suite, il fût établi que des 

fractions glucidiques appelées glycannes étaient conjuguées soit à des 

protéines pour former la classe des glycoprotéines soit à des lipides 

pour former la classe des glycolipides. 

Les glycoprotéines représentent l'un des groupes les plus 

diversifiés de composés biologiques que l'on retrouve dans presque tous 

les organismes vivants. Elles assurent des fonctions physico-chimiques 

et biologiques importantes dans la cellule : rôle dans la solubilité et 

la viscosité des protéines, stabilisation de la conformation des 

protéines , protection contre les protéolyses ... 
La structure des glycoprotéines et de leurs unités oligosaccharidiques 

ont donné lieu à de nombreuses revues générales (Gottschalk, 1972; Zinn 

et al., 1977; Schachter, 1978; Kornfeld et Kornfeld, 1980; Sharon et 

Lis, 1982; Horowitz, 1982; Hughes, 1983; Ivatt, 1984; Montreuil, 1982, 

1984). 

Les glycoconjugués s'observent dans les cellules sous 

forme soluble ou liés aux membranes, aussi bien dans la matrice 

intracellulaire que dans les liquides extracellulaires. Ils se 

présentent sous diverses formes moléculaires linéaires ou branchées; 

l'ensemble représente une véritable forêt enracinée dans la membrane 

elle-même. C'est à l'extrémité de ces chaînes saccharidiques que se 

trouvent divers types de récepteurs (Cartron et al., 1983): 

- Les antigènes de groupes sanguins. Ceux-ci peuvent être 

qualifiés de récepteurs pour leurs anticorps respectifs: les cellules 

hématopoïétiques, par exemple, sont reconnues par des antigènes 

oligosaccharidiques tels les antigènes X, Y et A B H ( 0 )  (Watkins 1979; 

Finne, 1980). 
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- Les récepteurs de reconnaissance de certaines cellules 
"cibles", de microorganismes pathogènes, de toxines et de virus (Finne, 

1984; Loomes et al., 1984; Koscielak, 1986; Suzuki et al., 1986). Les 

glycoprotéines virales qui forment des aspérités à la surface des virus, 

sont essentielles à l'infection. Elles sont impliquées dans la "liaison" 

avec la cellule hôte et dans la fusion membranaire (Marsh, 1984). 

- Les sites de reconnaissance pour des accepteurs de type 
"lectines" lors de la migration des glycoprotéines à travers la membrane 

(Haffar et al., 1986). 

Les glycoconjugués possèdent aussi d'autres fonctions 

biologiques : ceux des membranes apparaissent très tôt au cours de 

l'embryogénèse. Ils peuvent servir de marqueurs dans la différenciation 

(Hakomori, 1981). La transformation des chaînes saccharidiques linéaires 

constituées d'unités de répétition, en structure branchée donne lieu à 

un des évênements fondamentaux puisqu'il en résulte une capacité accrue 

d'élongation et d'arborescence. 

II - LES STRUCTURES GLYCANNIQüES DES PROTEINES ET DES LIPIDES 

Tandis que de nombreuses questions restent posées sur la 

fonction des chaînes glycanniques des glycoconjugués et que la 

régulation de la synthèse de ces chaînes reste peu connue, la structure 

chimique de nombreuses chaînes oligosaccharidiques est élucidée. 

La caractérisation complète de polysaccharides, 

glycolipides et glycoprotéines exige la purification et l'analyse 

structurale de leurs oligosaccharides respectifs. La détermination de 

ces structures implique la recherche de la composition molaire des 

sucres, du type de liaison, la configuration anomérique et la séquence 

des résidus glycanniques. 

De nombreuses techniques, de plus en plus perfectionnées, ont pu être 

utilisées pour l'analyse structurale des glycoprotéines. 

A - Les qlycoprotéines 



Dans les glycoprotéines,. les oligosaccharides sont liés à la 

protéine : 

- par une liaison N-glycosidique 

entre un résidu de N-acétylglucosamine et d'asparagine dans la plupart 

des N-glycosylprotéines et entre un résidu de glucose et d'asparagine 

dans les glycoprotéines isolées récemment de bactéries. 

- par une liaison O-glycosidique 

-entre sérine ou thréonine d'une part et l'un des monosaccharides 

suivants : 

* xylose dans les protéoglycannes excepté dans les kératanes 

sulfates 

* galactose dans le collagène de Lombricus et de Nereis ainsi que 
dans les glycoprotéines végétales 

* N-acétylgalactosamine dans de nombreuses mucines 
* mannose dans les mannanes de Saccharomyces cerevisiae, de 

Cryptococcus laurentii, de Penicillium rnelinii et de Torulopsis candida 

ainsi que dans le collagène de Nereis 

* fucose dans les glycopeptides de l'urine humaine 
dans tous les cas ces liaisons sont alcali-labiles. 

-entre l'hydroxylysine et le galactose ou le disaccharide 

Glc(a1-2)GalB- dans le tropocollagène de la peau de Cobaye et le 

collagène de la Seiche. Dans ce cas la liaison est alcali-stable. 

A - 1 : Les N-qlycannes 

On distingue 3 grandes classes de N-glycannes : 

- le type oligomannosidique ("high-rnannose type") 

- le type N-acétyllactosaminique ("complex type") 

- des hybrides contenant des chaînes oligomannosidiques 

et des chaînes N-acétyllactosaminiques 

Ces chaînes glycanniques ont un noyau oligosaccharidique 

commun de trois mannoses et de deux N-acétylglucosamines. 



A - 2 : Les O-glycannes 

Les O-glycosylprotéines à N-acétylgalactosamine Ser/Thr 

peuvent être classées en 4 catégories selon la structure du noyau 

commun : 

Type 1 Gal(R1-3)GalNAc-Ser/Thr 

Type 2 Gal(B1-3)[GlcNAc(Rl-6)IGalNAc-Ser/Thr 

Type 3 GlcNAc(R1-3)GalNAc-Ser/Thr 

Type 4 ~lc~~c(B1-3)[GlcNAc(Bl-6)IGalNAc-Ser/Thr 

Sur ces motifs communs peuvent venir se greffer d'autres 

monosaccharides conduisant à des structures parfois très complexes de 

nature polylactosaminique, porteurs des déterminants de groupes 

sanguins. Cependant, il existe d'autres noyaux oligosaccharidiques plus 

rares : 

- le noyau Gal~Ac(a1-3)GalNAc-Ser/Thr isolé des mucines 
d'adénocarcinomes rectaux humains par Kurosaka et al. (1983), des 

glycoprotéines du méconium par Hounsell et al. (1985), et des mucines 

salivaires d'hirondelles (genre Collocalia) par Wieruszeski et al. 

(1987). 

- le noyau Gal(B1-3)[~al(fl1-6)IGalNAc-Ser/Thr isolé par 
Slomiany et al. (1984) des mucines gastriques humaines. 

- le noyau ~ l c ~ ~ c ( R 1 - 6 ) ~ a l ~ ~ c - S e r / ~ h r  provenant des 

glycoprotéines du méconium humain (Hounsell et al., 1985). La 

glycosyltransférase responsable de cette synthèse n'a pas encore été 

isolée; il se pourrait que ce disaccharide provienne de la dégradation 

d'un oligosaccharide ayant un noyau oligosaccharidique de type 2 ou de 

type 4. 

B - Les qlycolipides 

On trouve également des oligosaccharides liés aux 

lipides, en particulier, les glycosphingolipides (GSL). Les GSL sont 

composés de sphingosine, d'acides gras et d'un seul glycanne. La partie 

sphingosine-acide gras, appelée céramide (Cer) constitue le pôle 

hydrophobe des GSL. 80 à 90 % d'entre eux sont localisés dans la 



membrane plasmique (Klenk et Choppin, 1970; Gahmberg, 1971; Keenan 9 
al., 1972). De nombreuses revues générales se rapportent à l'étude de la - 
structure et à la classification des GSL (Wiegandt, 1971; More11 et 

Braun, 1972; Hakomori et al., 1981). 

Nous distinguerons les GLS neutres et les GLS acides. 

B - 1 : Les glycosphingolipides neutres 

Les glycolipides les plus petits sont les monoglycosyl- 

céramides ou cérébrosides. Ces glycolipides ne comportent qu'un seul 

résidu osidique. D'autres monosaccharides peuvent venir se greffer sur 

ce monosaccharide constituant des di-, tri-, tétraglycosylcéramides 

(Tableau 1, p.10). Ces GSL neutres peuvent porter de longues chaînes 

glycanniques formées d'unités de répétition N-acétyllactosarniniques 

liées au lactosylcéramide. Appelés aussi polyglycosylcéramides, ils 

peuvent contenir jusqu'à 20 unités de répétition, être branchés sur les 

résidus Ga1 internes par des liaisons (BI-6) et porter les déterminants 

de groupes sanguins ABO(H) (Watkins, 1966; Koscielak et al., 1973; 

Hanfland, 1975). 

B - 2 : Les glycosphingolipides acides 

Les GSL acides contiennent soit de l'acide sialique et 

forment dans ce cas, la classe des sialoglycosphingolipides ou 

gangliosides, soit du sulfate et forment alors la classe des 

sulfoglycosphingolipides ou sulfatides (Tableau 1). 

C - Les polylactosaminoqlycannes 

Les polylactosaminoglycannes font partie des N- et 

O-glycannes ainsi que des lipides. Les polylactosaminoglycannes 

linéaires, décrits par Niemann et al. (1978), du groupe sanguin actif i 

sont formés par l'action alternative de la B-4-galactosyltransférase et 

de la B-3-N-acétylglucosaminyltransférase (Basu et Basu, 1973; Presper 

et al., 1978; Van den Eijnden et a1.,1983; Zielenski et Koscielak, 
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TABLEAU 1 

CLASSIFICATION DES GLYCOSPHINGOLIPIDES 

LES GSL NEUTRES 

La structure générale des glycosphingolipides est la suivante: 

i ~ 

Acide gras 

Leur classification est fondée sur la structure de la chaîne 

oligosaccharidique et l'on distingue par exemple: 

*Monoglycosylcéramides: 

Glucosylcéramide 

Galactosylcéramide 

*Diglycosylcéramides: 

Lactosylcéramide (LacCer) Gal(B1-4)GlcRl-Cer 

Glycolipide GA 
2 

*Tetraglycosylcéramides: 

"Globoside" GalNAc(B1-3)Gal(al-4)LacCer 

Glycolipide GA 
1 

Gal(B1-3)GalNAc(Rl-4)LacCer 

*Polyglycosylcéramides: [Gal(Bl-4)GlcNA~(B1-3)]~LacCer 

LES GSL ACIDES 

Les sulfatides: ce sont des esters sulfuriques de cérébrogalactosides 

Sphingosine---galactose-3sulfate 

I 
acide gras 

Les gangliosides: 

Sphingosine-hexoxe-hexose-hexose 

I I 
acide gras acide sialique 



1983a; Yates et Watkins, 1983; Piller et Cartron, 1983; Basu et Basu, 

1984) . 

Les déterminants de groupe sanguin i peuvent se 

convertir en déterminant 1. Une B-6-N-acétylglucosaminyltransférase lie 

un résidu GlcNAc en (RI-6) d'un résidu galactose dans une chaîne 

polylactosaminique et forme ainsi un point de branchement. Ces enzymes 

de branchement ont été décrites dans le sérum humain (Zielenski et 

Koscielak, 1983a; Zielenski et Koscielak, 1983b), les cellules 

cancéreuses provenant des ascites de Novikoff (Van den Eijnden et al., 

1983), la lymphe de Souris P-1798 (Basu et Basu, 1984) et les microsornes 

des mucines gastriques de Porc (Brockhausen et al., 1986). 

La régulation de la biosynthèse de ces 

polylactosaminoglycannes branchés n'est pas encore tout à fait 

éclaircie. Théoriquement, un résidu GlcNAc peut être branché en (81-6) à 
1 

un résidu Ga1 dans trois types de structures polylactosaminiques : I 

- Structure de type 1 contenant un galactose interne : 

- Structure de type II contenant un galactose en pénultième 

position : 

- Structure de type III contenant un galactose en position 

terminale : 

Les biosynthèses des structures de type II et III ont été 

décrites par Piller et al. ( 1984) et par Van den Ei jnden et al. ( 1983), 

respectivement. La biosynthèse de la structure de type 1 n'a pas été 

décrite à ce jour. 

Pour Piller et al. (1984), le branchement a lieu au cours du 

processus d'allongement de la chaîne oligosaccharidique et dans un ordre 



bien dtabli mettant en jeu trois enzymes : une première 

N-acétylglucosamine est d'abord transférée en C-3 d'un galactose 

terminal puis une seconde substitue le même résidu galactose en C-6. Le 

branchement précède l'allongement du disaccharide GlcNAc(B1-3)Gal par un 

résidu galactose lié en (81-4) (Blanken et al., 1982). 

Enfin le résidu GlcNAc lié en (81-6) semble plus rapidement substitué 

par un résidu Ga1 que celui de la branche (01-3) (Fig.1, p.13). 

III - BIOSRJTHESE DES CHAINES O-GLYCANNIQUES 

Notre étude portant sur les O-glycannes de la 

glycophorine A, des mucines urinaires et des mucines gastrointestinales 

du nouveau-né, nous nous sommes, en conséquence, intéressés uniquement à 

la biosynthèse des enchaînements glucidiques des O-glycosylprotéines. 

A - Biosynthèse et régulation 

A - 1 : Etape àu déclenchement de la glycosylation 

La synthèse des chaînes O-glycanniques dérive d'un 

processus direct. Elle ne nécessite pas la présence préalable d'un 

précurseur oligosaccharidique associé à un lipide corne dans la synthèse 

des N-glycannes. L'étape initiale consiste en un simple transfert de 

GalNAc, à partir de 1'UDP-GalNAc, sur un accepteur convenable de haut 

poids moléculaire portant une sérine ou une thréonine. 

~ n + +  
UDP-GalNAc + peptide-GalNacal-O-Thr/~er - peptide + UDP 

La liaison N-acétylgalactosamine(a1-0)ser/Thr est 

caractéristique des mucines épithéliales et de toutes glycoprotéines de 

type "mucine". L'enzyme responsable du transfert est la polypeptide- 

(al-0-Thr/Ser)N-acétylgalactosaminyltransférase, décrite pour la 

première fois par Mc Guire et Roseman (1967). Elle peut transférer la 

N-acétylgalactosamine soit sur la sérine, soit sur la thréonine d'un 

peptide accepteur. 



III 

III 

Fig.1 : Voie de biosynthèse des polylactosaminoglycannes branchés 

(Piller et al., 1984). 

Les 3 enzymes impliquées dans la biosynthèse sont: 

1: la (81-3)-N-acétylglucosaminyltransférase 

II: la (81-6)-N-acétylglucosaminyltransférase 

III: la (Al-4)galactosyltransférase 

.++ l'étape de synthèse ne peut avoir lieu 



Cette activité enzymatique a depuis, été mise en évidence dans les 

glandes sous-maxillaires bovines (Hagopian et Eylar, 1968), humaines 

(Hearn et al., 1970) et porcines (Hill et al., 1977); le sérum humain, 

(Ko et Raghupathy, 1972); les mucus de la trachée (Baker et Sawyer, 

1975) et de l'estomac, (Hearn et al., 1970); le cerveau de Rat, (Ko et 

Raghupathy, 1972); l'oviducte de Poule, (Hanover et al., 1980) et la 

glande mammaire ovine, (Soulier et Gaye, 1981). 

A - 2 : Allongement des chaînes O-glycanniques 

Les additions ultérieures de résidus oligosaccharidiques 

dépendent avant tout des glycosyltransférases présentes dans les tissus 

(Beyer et al., 1979) et des nucléotides sucres disponibles tels : 

1'UDP-Gal, 1'UDP-GlcNAc, 1'UDP-GalNAc, le GDP-Fuc et le CMP-NeuAc. 

Le galactose et la N-acétylglucosamine peuvent se trouver 

en position terminale sur certains oligosaccharides mais ils occupent 

habituellement des positions internes formant des unités structurales 

sur lesquelles viennent s'ajouter les sucres terminaux. 

+ + 
Mn 

GalNAcal-O-ThrlSer + UDP-Gal ->Gal (Rl -3)GalNAcal -O-Thr /Ser  + UDP 

Cette enzyme a été isolée pour la première £ois par 

Schachter et al. (1971) des glandes maxillaires de Porc, puis de 

nombreux autres tissus. Lorsque le substrat accepteur est substitué par 

l'acide sialique en position C-6 de la GalNAc, l'enzyme reste sans 

action. 

* La N-acétylgalactosaminide(Rl-3)-N-acétylglucosaminyl- 

transférase. 

Comme les N-glycannes, les structures O-glycanniques contiennent aussi 

des résidus GlcNAc. La transférase impliquée dans la synthèse des noyaux 

oligosaccharidiques de type 3 et de type 4 catalyse la réaction 

suivante : 

++ 
Mn 

GalNAcal-O-Thr/Ser + U D P - G ~ C N A C - ~ l c N A c ( R 1 - 3 ) G a l N A c a l - O - T h r / S e r  + UDP 



Elle est présente dans le côlon et l'estomac de Porc, de 

Rat et d'Homme (Brockhausen et al., 1985) et les tissus ovariens 

humains, (Yazawa et al., 1986). Comme la précédente, elle n'agit pas 

lorsque la GalNAc est sialylée en position C-6. 

La figure 2 (p.16) donne les voies de biosynthèse des chaînes 

O-glycanniques de type "mucine". 

* La Galactosyl(Bl-3)-N-acétylgalactosminide(~l-6)N-acétylgluco- 

saminyltransférase 

Elle catalyse la réaction suivante : 

Gal(l31-3)GalNAc-R + UDP-GlcNAc Gal(l31-3)[GlcNAc(Rl-6)IGalNAc-R + UDP 

Cette transférase impliquée dans l'allongement des 

chaînes O-glycanniques a été décrite pour la première fois dans les 

glandes sous-maxillaires canines (Williams et al., 1980; Williams et 

Schachter, 1980), dans l'épithélium de l'intestin grêle de Rat (Wingert 

et Cheng, 1984), les mucines trachéales bovines (Cheng et al., 1985), 

les tissus ovariens humains (Yazawa et al., 1986) et le côlon de Porc et 

de Rat (Brockhausen et al., 1985. Cette enzyme joue un rôle dans la 

synthèse des noyaux oligosaccharidiques de type 2 et 4. 

Piller et al. ( 1984) ont mis en évidence une 

(Dl-6)N-acétylglucosaminyl transférase dans les mucines gastriques de 

Porc, qui synthétise in vitro des polylactosaminoglycannes branchés. 

Cette enzyme peut aussi fonctionner lors de la synthèse des noyaux 

oligosaccharidiques de type 2 et 4. 

Par contre la (Dl-3)-N-acétylglucosaminy1transférase impliquée dans la 

synthèse des noyaux oligosaccharidiques de type 3 et 4 des O-glycannes, 

diffère de la (Dl-3)glucosaminyltransférase responsable de la formation 

des polylactosaminoglycannes. 

A - 3 : Transfert des monosaccharides terminaux 



Fig.2: Voies d e  b i o s y n t h è s e  d e s  c h a î n e s  O-glycanniques de  t y p e  "mucine". 

( d ' a p r è s  S a d l e r ,  1984) 

+: é t a p e  d e  s y n t h è s e  i m p o s s i b l e  

.+*: é t a p e  d e  s y n t h è s e  l e n t e .  



Le fucose et l'acide sialique sont pour l'essentiel les 

sucres terminaux des chaînes oligosaccharidiques. Le fucose est impliqué 

dans 3 types de liaisons en position terminale non réductrice : liaisons 

(al-2), (al-3) et (al-4) sur des résidus galactose et N-acétylgluco- 

samine. L'acide sialique peut se conjuguer par des liaisons (a2-3) et 

(a2-6) sur les monosaccharides suivants: GalNAc, Gal, par une liaison 

(a2-4) sur la N-acétylglucosamine et pour certaines glycoprotéines comme 

celles du cerveau (J.Finne, 1975), par une liaison (a2-8) sur un résidu 

d'acide N-acétylneuraminique 

La substitution des chaînes oligosaccharidiques par 

l'acide sialique interférant avec la substitution par des sucres 

neutres, les glycosyltransférases qui branchent les sucres terminaux 

sont classés en deux groupes selon Sadler (1984) : 

- les glycosyltransférases de groupes sanguins qui 

forment les structures ABH et Lewis des érythrocytes humains et des 

mucines ; 

- et les sialyltransférases. 

A - 3.1 : Les glycosyltransférases de groupes sanquins 

Cette enzyme fixe la GalNAc en (al-3) sur les structures 

H des groupes sanguins et forme ainsi l'antigène A (Tableau II,p.l8). 

Cette transférase agit sur les structures H de type 1 et de type 2 et 

non sur les structures Lewis b. 

L'enzyme transfère le galactose par une liaison (al-3) 

sur les structures H pour former l'antigène B. Elle a été isolée par 

Carne et Watkins (1977) et possède le même type de spécificité que la 

transférase de groupe sanguin A. 



TABLEAU II 

LES ANTIGENES DE GRûüPES SANGUINS 

Antigène 

1 

C a d  



Elle catalyse la réaction suivante : 

GDP-Fuc + Gal-X ---s Fuc(a1-2)Gal-X + GDP 

L'enzyme capable de synthétiser le déterminant H, a été 

décrite dans de nombreux tissus animaux et humains (voir revue générale 

de Beyer et al., 1981). 

Alors que tous les individus expriment le déterminant H 

sur leurs érythrocytes, l'expression des glycoprotéines sécrétées est 

régulée par un gène sécréteur. Les individus, de phénotype sécréteur, 

possèdent donc le déterminant H sur leurs cellules rouges et leurs 

mucines gastrointestinales alors que les non-sécréteurs portent 

l'antigène H sur leurs érythrocytes et non sur leurs mucines (Race et 

Sanger, 1975a). 

Fuc(a1-4) 

GDP-Fuc + Gal(B1-3)GlcNAc-X - \ 
GlcNAc-X + GDP 

Gal(B1-3) / 

On trouve le déterminant Lewis a dans les oligosacchari- 

des du lait, les rnucines gastriques, le rnucines de kystes ovariens et 

les glycoconjugués des membranes érythrocytaires. Le Lewis b porte un 

résidu fucosyl supplémentaire, lié en (al-2) au galactose. Il est le 

produit, à la fois, de la Lewis (al-2)fucosyltransférase et de la 

"H-spécific"(a1-4)fucosyltransférase. 

Gal(B1-4) 

GDP-Fuc + Gal(B1-4)GlcNAc-X A 
\ 
GlcNAc-X + GDP 
/ 

Fuc(a1-3) 



Cette fucosyltransférase utilise les chaînes de type 2 

plutôt que celle de type 1. 

! 
A - 3.2 : Les sialyltransférases 

Nous décrivons les deux plus importantes sialyltransférases: 

les (a2-3) et (a2-6). 

CMP-NeuAc + GalNAc al-O-~hr/Ser- NeuAc(a2-6)Gal~~cal-0-Thr/~er + CMP 

La liaison NeuAc(a2-6)GalNAc se retrouve dans de 

nombreuses mucoprotéines épithéliales, les glycoprotéines de surface et 

les protéines plasmatiques. Jusqu'à ce jour, elle n'a été décrite que 

dans les O-glycannes et a été identifiée pour la première fois par 

Carlson et al. (1964) dans des extraits de glandes maxillaires. 

CMP-NeuAc + G a l ( D 1 - 3 ) G a l N A c ~ N e u A c ( a 2 - 3 ) G a l ( B l - 3 ) G a l N A c  + CMP 

La liaison neuraminyl(a2-3)galactose, est présente dans 

la séquence NeuAc(a2-3)Gal(B1-3)GalNAc des glycoprotéines du sang et des 

membranes plasmatiques, dans la structure tétrasaccharidique : 

NeuAc(a2-3)Gal(B1-3)[NeuAc(a2-6)]GalNAc, isolée de la fétuïne, de la 

glycophorine A et de nombreuses autres protéines. 

L'activité de la galactoside(a2-3)sialyltransférase sur 

différents substrats a été étudiée (Beyer et al., 1979). L'accepteur le 

plus utilisé pour cette enzyme est le disaccharide Gal(R1-3)GalNAcal-O-. 

Si le galactose se trouve fucosylé en (al-2), l'activité enzymatique 

s ' annule. 

Nous avons résumé dans les figures 3 (p.21) et 4 (p.22) 

les voies de fin de synthèse des chaînes oligosaccharidiques de type 1 

et de type 2, respectivement. 

B - Localisation des différents sites de glycosylation 



V : O-Golacioside (al-21 fucosyltransferose 
VI = (Fucosylal-2 1P-qoloctos~de (al-3iN-ocetyiqoiociosom~~ron~ferose 

wi - P-N-Acetylqlucosominideifl-3~qolo~to~yltrons~erose 

X : P-N-ketyiqlucosom~nide(a 1-4) fucosylironslerose 

= Goioctosyl( PI-3/4)N-ocelylqlucosominide~a2~3i s~~l~ltronsferose 

Fig.3 : Voies de fin de synthèse des chaînes oligosaccharidiques de 

type 1 (d'après Sadler, 1984). 

+: étape de synthèse impossible 

+ : étape de synthèse lente. 



1 Fuca 1-3 1 

Fig.4 : Voies de fin de synthèse des chaînes oligosaccharidiques de 

type 2 (d'après Sadler, 1984) 

; b :  étape de synthèse impossible 

-e+, : étape de synthèse lente. 
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B - 1 : Localisation du site de déclenchement de la glycosylation l 

Alors que la biosynthèse de l'axe peptidique des 

glycoprotéines sécrétées s'effectue au niveau du reticulum endoplasmique 

rugueux (RER), la localisation du site de déclenchement de la 

glycosylation n'a pas été définitivement établie. Plusieurs sites 

cellulaires peuvent être concernés par le déclenchement de la 

glycosylation : I 

- Strous (1979) et Patzelt et Weber (1986) montrent, sur des rnucines 

gastriques et pancréatiques de Rat, que la N-acétylgalactosamine est 

incorporée sur la protéine, de manière CO-transcriptionnelle, au niveau 

du RER. C'est au niveau de ce même compartiment cellulaire des 

chondrocytes, que le xylose est incorporé sur la sérine des 

protéoglycannes (Hanover et al., 1980). 

- Par contre, d'autres auteurs observent que le Golgi est bien le site 
de déclenchement de la glycosylation (Hanover et al., 1980; Niemann et 
al 1982; Hanover et al., 1982; Cummings et al., 1983; Johnson et . f 

Spear, 1983, Thonar et al., 1983; Elhammer et Kornfeld, 1984; Jokinen 

al 1985; Lohmander et al., 1986; Nuwayhid et al., 1986). 
-8 

* Le fractionnement cellulaire par centrifugation montre 
que la ,polypeptide-N-acétylgalactosaminyltransfrase est localisée 

essentiellement dans les membranes du Golgi du cerveau du Rat (Ko et 

Raghupathy, 1972), des mucines de l'intestin grêle du Rat (Kim et al., 

1971), de l'oviducte de Poule (Hanover et al., 1980) et des glandes 

mammaires ovines (Soulier et Gaye, 1981). 

* La microscopie électronique confirme la localisation de 
la N-acétylgalactosamine dans le cis- et, trans-Golgi des cellules 

caliciformes intestinales et non dans le reticulum endoplasmique (Roth, 

1984) . 
De plus, dans le foie de Rat, 1'UDP-GalNAc (Abeijon et 

Hirschberg, 1987) et 1'UDP-Xyl (Nuwayid et al., 1986) sont transportés 

de leur site de synthèse : le cytosol, au Golgi, à des taux 2 à 6 fois 

supérieurs aux taux de transfert de 1'UDP-GalNAc et 1'UDP-Xyl, vers le 

reticulum endoplasmique. i 



Des études, réalisées par Roth et al. en 1986, sur 

l'épithélium intestinal humain, précisent la localisation cis-golgienne 

de l'enzyme responsable de la liaison avec le peptide. 

Dans le même groupe, Deschuyteneer et al. (1988) étudient 

la localisation cellulaire de la chaîne polypeptidique non glycosylée 

appelée apomucine (MM:96.500) et de cette même chaîne glycosylée par la 

GalNAc, dans les glandes sous-maxillaires porcines. 

A l'aide d'anticorps préparés contre l'apomucine déglycosylée par voie 

enzymatique, complexée à la protéine A marquée à l'or, ces auteurs 

localisent l'apomucine dans le RER, dans des éléments de transition du 

reticulum endoplasmique et dans les vésicules situées du côté cis de 

l'appareil de Golgi. 

De même, à l'aide de la lectine d'Helix Pomatia marquée à l'or colloïdal 

pour visualiser les résidus GalNac en position terminale non réductrice, 

ils localisent l'apomucine glycosylée par la GalNAc, exclusivement dans 

le cis-Golgi. 

Le médian-Golgi contient très peu de résidus GalNAc liés 

à la lectine d'Helix Pomatia, excepté à son extrémité dilatée. Il est 

possible que les extrémités dilatées du médian-Golgi prennent part au 

transport de la mucine partiellement glycosylée du cis-Golgi vers le 

trans-Golgi. 

Par contre, le trans-golgi contient encore des résidus 

GalNAc fixés à la lectine mais beaucoup moins que dans le cis-Golgi; ce 

qui suppose que le transfert de la GalNAc sur l'apomucine soit achevé au 

niveau du trans-Golgi (Roth, 1984; Roth et al., 1986). 

La répartition de l'apornucine et de la GalNAc montre peu de 

recouvrement: 

la glycosylation de la mucine commencerait donc bien de manière post- 

transcriptionnelle dans le Golgi plutôt que CO-transcriptionnelle dans 

le RER (Fig.5, p.25) 

B - 2 : Localisation des glycosyltransférases responsables de 
l'allongement des O-glycannes 

La glycosylation se poursuit par l'action séquentielle 

des glycosyltransférases. Leur localisation dans le cas de la 

O-glycosylation est moins connue que celle des enzymes de la 

N-glycosylation. 



+-, 

Gal ( 0 ~ 1 . 2  
- 
-Fuc 

GQINAc 4- 2 9 6 . . ~ e u ~ c  
I 

1 

--Se!/ Thr 
I I 

- Ser/ Thr - 

Fig.5 : Schéma des différents sites cellulaires de la biosynthèse des 

chaînes O-glycanniques, dans les cellules de type "mucine" 

(Roth, 1987). 

Les étapes finales de la glycosylation, intervenant 

éventuellement dans les structures éloignées des citernes du 

trans-Golgi, sont indiquées en pointillé. 



Les résultats concernant la localisation des 

glycosyltransférases responsables de l'allongement des chaînes 

O-glycanniques ont été obtenus grâce à l'étude de l'action de la 

monensine sur la sécrétion des mucines glycosylées. On sait en effet que 

la monensine cause le ralentissement du transport des glycoprotéines 

vers la surface cellulaire (Tartakoff, 1983; Bartalena et Robbins, 1984; 

Ushida et al., 1980). Pour d'autres auteurs, elle inhibe ce transport 

(Strous et al., 1983). Dans tous les cas, son site d'action est le Golgi 

(Tartakoff et Vassali, 1977). On observe en effet dans le médian et le 

trans-Golgi des cellules traitées par la monensine (Strous et al., 

1983),une accumulation de glycoprotéines. 

La monensine affecte le "processing" de la biosynthèse 

des N-glycannes (Ledger et Tanzer, 1984). En ce qui concerne les 

O-glycannes, les résultats de l'action de la monensine sont moins 

probants. C'est ainsi qu'elle n'affecte pas le déclenchement ou 

l'allongement des chaînes O-glycanniques du proglucagon (Patzelt et 

Weber, 1986) alors qu'elle inhibe totalement l'addition des chaînes 

O-glycanniques dans les glycoprotéines de l'herpès (Johnson et Spear, 

1983 ) . 
Les travaux les plus intéressants concernant la 

localisation des glycosyltransférases ont été publiés récemment par 

Spielman et al. (1988). 

Ces auteurs proposent un modèle à plusieurs compartiments 

pour la localisation des glycosyltransférases impliquées dans la 

biosynthèse des sialomucines de cellules tumorales, provenant des 

ascites mammaires de Rat (ASPG-1 : Ascite sialoglycoprotein-1) : 

le compartiment A dans lequel se trouve des formes 

immatures de 1 ' ASPG- 1. 
Le compartiment B, divisé en sous compartiments B1 et B2, 

dans lesquels on trouve des formes prématures de 1'ASPG-1 et le sous 

compartiment B3 où sont synthétisées les formes matures (Fig.6, p.27). 

Le compartiment B1 proche du site d'action de la 

monensine contient les transférases nécessaires à l'allongement 

ultérieur des chaînes O-glycanniques, en trisaccharides. En effet, la 

monensine n'affecte pas les glycosyltransférases de ce premier 



Pig.6: Modèle de maturation de 1'ASPG-1 (d'après Spielman et al., 1988). 

1, P et M indiquent les oligosaccharides qui correspondraient 

aux formes immatures, prématures et matures de 1'ASPG-1 

Légende : 

GalNAc, O Gal, GlcNAc, b NeuAc. 



compartiment, les chaînes oligosaccharidiques étant identiques sur les 

cellules traitées et non traitées (Fig.6) 

Le compartiment B sensible à l'effet de la monensine 
2' 

contient les (RI-4)galactosyltransférases et les sulfotransférases. Ceci 

est clairement démontré par l'absence d'oligosaccharides sulfatés et/ou 

à Gal(B1-4) terminal non réducteur. 

Le compartiment B renferme les sialyltransférases peu 
3 

affectées par l'action de la monensine puisque des oligosaccharides sont 

capables de traverser le site d'effet de la monensine pour être sialylés 

dans ce dernier compartiment (Fig.6, p.27). 

Cette sous-compartimentation des sialyl- et des 

galactosyltransférases, est démontrée par des études immunocytochimiques 

et par identification dans ces compartiments, d'activités enzymatiques 

distinctes. C'est ainsi que la galactosyltransférase se trouve dans le 

même compartiment que la thiamine pyrophosphatase et la 

sialyltransférase dans le compartiment qui contient la CMP phosphatase 

(Strous et Berger, 1985). 

En conclusion, plusieurs voies de biosynthèse des 

O-glycannes sont actuellement proposées : 

- Glycosylation CO-transcriptionnelle du peptide naissant 

dans le RER (Strous, 1979; Bergh et al., 1983; Jokinen et al., 1985; 

Palzelt et Weber, 1986). 

- Glycosylation post-transcriptionnelle dans le cis- 

Golgi, les enzymes d'élongation se répartissant dans trois compartiments 

du Golgi selon leur ordre d'action (Roth et al., 1986; Spielman et al., 

1988). Roth et al. (1986) signalent cependant que certaines enzymes ne 

sont pas compartimentées. 

Les études in situ, développées ces dernières années, ont 

permis d'éclairer certaines étapes de la biosynthèse, mais tout n'est 



pas élucidé. L'organisation fonctionnelle de l'organelle complexe qu'est 

le Golgi, ne semble pas obéir à une règle générale mais dépendre du type 

de cellules. Les techniques du clonage, associées aux techniques 

irnmunochimiques contribueront à une meilleure compréhension des 

mécanismes de biosynthèse et de régulation des chaînes O-glycanniques au 

niveau des différents compartiments cellulaires. 

I V  - LES SYSTEMElS DE GROUPES SANGUINS 

Les glycolipides et les chaînes des N- et 

O-glycosylprotéines peuvent servir au transport des déterminants de 

groupes sanguins. Chez l'Homme, 21 systèmes de groupes sanguins sont au 

moins connus (Watkins, 1980). Ces spécificités sont déterminées par un 

motif glucidique généralement en position terminale non réductrice, 

rattaché aux chaînes glycanniques communes. 

Quatre structures disaccharidiques terminales accrochées 

au motif polylactosaminique ont été décrites dans les glycoconjugués des 

érythrocytes humains et des glycoprotéines de sécrétion comme 

précurseurs d'antigènes ABH(0). 

Type 1 Gal(R1-3)GlcNAcB-R 

Type 2 Gal(R1-4)GlcNAcR-R 

Type 3 Gal(R1-3)GalNAca-R 

Type 4 Gal(B1-3)GalNAcB-R 

Chacune de ces quatre chaînes peut acquérir l'antigénici- 

té H par addition d'un résidu fucose en (al-2) du galactose. Les 

déterminants antigéniques des systèmes ABH(0) et les structures de 

groupes sanguins qui leur sont affiliées, sont décrits dans le Tableau 

11 (p.18). 

Pour les systèmes ABH(0) et Lewis, la biosynthèse des 

antigènes est résolue (Fig.7, p.30) (Watkins, 1979; Finne, 1980; 

Watkins, 1980). Par une a(1-3)-N-acétylgalactosaminyltransférase, une 

a(1-3)galactosyltransférase et de nombreuses fucosyltransférases, les 

chaînes précurseurs sont converties en déterminant de groupe sanguin. La 



Précurseur de type 1 

Gal(R1-3)GlcNAc-R 
/ 

Gal(B1-3)GlcNAc-R 

Fuc (al-2 ) Fuc (al-4 ) 1 

A 1 l \  Le b 

GalNAc(a1-3)Gal(Bl-3)GlcNAc-R 
1 

Gal(a1-3)GlcNAc-R 

Fuc(a1-2) Fuc(a1-2) 1 Fuc(a1-4) 1 

Précurseur de type 2 

Gal(D1-4)GlcNAc-R 

Fig.7 : Biosynthèse des groupes sanguins ABH(0) de type 1 et 2 et des 

structures qui leur sont affiliées. 



synthèse de ces déterminants est sous contrôle génétique indirect. 

Ainsi, les gènes A, B, O ne sont pas responsables de la production 

directe des déterminants ABH(0). En fait, les gènes sont seulement 

responsables de la formation des enzymes qui transfèrent les 

oligosaccharides immunodominants externes, à la chaîne précurseur 

commune à tous les phénotypes (Le Pendu et al., 1983; Oriol et al., 

1986 ) . 

A - Le système de groupe sanguin I/i 

La chaîne porteuse des déterminants de groupe sanguin Ili 

a été décrite dans les glycoprotéines et les glycolipides des 

érythrocytes et autres types de cellules (Race et Sanger, 1975b; Krusius 

et al., 1978; Childs et al., 1979; Koscielak et al. , 1979; Zdebska 3 
al., 1980, 1983; Childs et al., 1983; Feizi, 1983; Hakomori, 1983a; 

Fukuda, 1985). Elle est constituée d'unités de répétition 

N-acétyllactosaminiques Gal(R1-4)GlcNAc(I31-3). Cette séquence disaccha- 

ridique est aussi celle de la chaîne précurseur de type 2 qu'il faut 

distinguer de son isomère Gal(A1-3)GlcNAc(I31-3) de type 1. 

L'antigène i est le principal antigène érythrocytaire du 

foetus humain, diminuant après la naissance et durant la première année 

de vie, tandis que l'antigène 1 qui lui est associé, augmente. Cette 

augmentation pourrait s'expliquer par l'activité accrue de la 8-6- 

N-acétylglucosaminyltransférase. 

Cependant, dans les cellules embryonnaires de Souris, 

l'antigène 1 est décelé à un stade beaucoup plus précoce que l'antigène 

i au niveau des premières cellules différenciées, celles de l'endoderme 

primitif (Feizi, 1981; Gooi et al., 1981). Cet ordre d'apparition des 

structures branchées et linéaires, est l'inverse de celui des membranes 

des érythrocytes humains. Des glycosyltransférases d'origine maternelle 

peuvent contribuer dans l'oocyte, à la formation de ces structures 

branchées alors que les structures linéaires présentes au début de la 

différenciation représenteraient les premiers produits foetaux. 

Les chaînes I/i peuvent porter des antigènes tel 

l'antigène X ou SSEA-1 "Stage-specific embryonic antigen" , du nom du 



premier anticorps monoclonal qui réagit avec sa structure (Feizi, 1983; 

Feizi, 1985). Dans les embryons de Souris, l'antigène X ou SSEA-1 : 

Gal(B1-4)[Fuc(al-3)IGlcNAc-R apparait au stade de la multiplication 

cellulaire 8 à 32 puis décline (Solter et Knowles, 1978). Quand 

l'antigène SSEA-1 diminue, le déterminant antigénique Y: 

[Fuc(al-2)]Gal(I31-4)[Fuc(al-3)]GlcNAc-R apparait. Cet antigène X est 

aussi un marqueur pour les adénocarcinomes du côlon humain (Hakomori 

al 1981). 
.? 

On observe quelquefois une diminution des déterminants i 

et 1 lors du vieillissement des cellules alors que celles-ci les 

synthétisent encore. Cette disparition est en fait due au masquage des 

antigènes i/I par un groupement fucosyl ou N-acétylneuraminique (Feizi, 

1981) ou un groupement sulfate (Mehmet et al., 1986; Tang et al., 1986). 

Alors qu'un antigène peut se former lors de chaque 

addition d'un motif monosaccharidique, inversement, l'antigénicité de la 

structure sous-jacente peut être masquée. Chaque liaison nouvelle est 

formée par une glycosyltransférase spécifique. Selon l'activité relative 

de ces enzymes et la disponibilité des nucléotides sucres ou de 

l'accepteur oligosaccharidique, les proportions des différents motifs 

antigéniques varieront. 

Réciproquement, une biosynthèse incomplète ou l'action de 

glycosidases peut mettre à jour un antigène caché qui "disparait" ou 

"réapparait" à différentes étapes de la différenciation ou de la 

transformation cellulaire (Mehmet et al., 1986). 

Ainsi, il convient d'avoir à l'esprit que la présence de 

nouveaux antigènes à la surface des cellules n'est pas synonyme de 

biosynthèse de nouvelles protéines membranaires et qu'une perte 

d'antigénicité ne signifie pas obligatoirement l'absence de biosynthèse 

des oligosaccharides incriminés. 

B - Les déterminants de qroupes sanquins des cellules érythrocytaires 

Les érythrocytes du foetus et du nouveau-né sont 

caractérisés par des glycannes lactosaminiques non branchés avec un 



faible degré de fucosylation et un haut degré de sialylation. On y 

trouve peu de déterminants A, B, H. On observe 4 étapes importantes lors 

du développement des érythrocytes adultes : 

- les chaines linéaires i se convertissent en chaines branchées 1; 

- diminution de la sialylation des polylactosaminoglycannes; 
- augmentation de la fucosylation (fucose en a l - 2  et a l - 6 ) ;  

- augmentation des structures branchées autres que polylactosaminiques. 

Les oligosaccharides des glycoprotéines provenant des 

érythrocytes comme la glycophorine A sont bien connus (Yoshima et al., 

1980; Gahmberg et al., 1984; Jokinen et al., 1985). Au cours de la 

maturation des cellules rouges, cette glycoprotéine augmente son taux de 

O-glycosylation (Gahmberg et al., 1984). Ses chaines O-glycanniques ne 

possèdent pas de déterminants I/i actifs. Par contre, elle est 

responsable des spécificités M et N. Les travaux de Springer et Desai 

(1975) ont mis l'accent sur la nature oligosaccharidique du site 

antigénique. Cependant Prohaska et a1.(1981) remarquent que la séquence 

en aminoacides des glycophorines portant les déterminants M et N, 

diffère au niveau de leurs résidus 1 et 5. Les aminoacides terminaux, 

responsables respectivement des spécificités M et N sont La sérine et la 

leucine. Pourtant, l'amidation des groupements neuraminyls (Lisowska et 

Wasniowska, 1978) ou l'action de neuraminidases (Lisowska et Wasniowska, 

1978; Prohaska et al., 1981) provoquent la perte de l'activité MN vis à 

vis de nombreux sérums anti-MN. Les oligosaccharides ne déterminent pas 

la spécificité MN mais participent néanmoins au maintien de la 

configuration spatiale, facilitant l'adhésion de l'anticorps sur la 

sérine et la leucine terminale. 

Le déterminant Cad est lui porté par les chaînes O-glycanniques de la 

glycophorine. 

C - Les déterminants de groupes sanguins au niveau des mucines 

L'observation de Lehrs (1930) selon laquelle 75 % d e s  

individus excrètent des substances de groupes sanguins dans les milieux 

de sécrétion a facilité les recherches dans ce domaine. On distingue des 

antigènes solubles de nature glycoprotéique dans des milieux de 

sécrétion aussi variés que la salive, le lait, le liquide séminal, le 

méconium, le suc gastrique, l'urine, le liquide des sucs ovariens. La 



structure antigénique de ces composés est identique à celle des 

antigènes érythrocytaires glycolipidiques (Hakomori et Strycharz, 1968). 

Les mucines désignent des glycoprotéines de haute masse 

moléculaire sécrétées par des tissus épithéliaux divers. La plupart des 

études structurales portant sur les mucines ont été réalisées sur des 

glycoprotéines d'origine animale, en raison de la difficulté d'obtenir 

des quantités suffisantes de matériel humain. 

On peut compter jusqu'à 200 chaînes liées par des 

liaisons O-glycanniques par 250 kilodaltons de glycoprotéines ( Hounsell 

et Feizi, 1982; Feizi et al., 1984) , soit environ 65 % de glycannes 

pour 100 g de matière sèche. Ces chaînes varient fortement par le nombre 

de monosaccharides qu'elles contiennent. Leur longueur peut évoluer au 

cours de la biosynthèse et des modifications intervenir sous l'effet de 

l'hydrolyse d'endoglycosidases. 

En dépit de leur apparente complexité, leur biosynthèse 

est régie par des règles nombreuses et bien définies comme nous l'avons 

vu précédemment. 

On définit 3 domaines structuraux et antigéniques 

distincts dans les mucines : 

le noyau oligosaccharidique commun, 

le squelette, 

la région périphérique. 

C - 1 : Le noyau oligosaccharidique cornmin 

Il compte quatre types de structure dont l'élément de 

base est toujours GalNAc-O-Ser/Thr. Ces structures communes à presque 

toutes les chaînes O-glycanniques ont été décrites précédemment. 

La structure 1: Gal(B1-3)GalNAc, constitue le déterminant 

de groupe sanguin T reconnu par PNL, la lectine de cacahuète ( Pereira 

et al., 1976). 

La structure II exprime également ce déterminant: 



C - 2 : Le squelette 

Le galactose et la N-acétylglucosamine constituent 

l'essentiel du squelette. Ils sont liés suivant deux types d'unités 

disaccharidiques au point de vue antigénique (Kabat et al., 1982; Gooi 

et al., 1983) et décrites précédemment par Watkins (1980). 

Type 1 Gal(B1-3)GlcNAc 

Type II Gal(R1-4)GlcNAc 

Cette région présente une très grande variété au niveau 

de la longueur du branchement et de l'antigénicité des chaînes. Dans les 

séquences linéaires, les unités disaccharidiques s'enchaînent par des 

liaisons (1-3) et les structures branchées sont formées par addition 

d'unités disaccharidiques en (1-6). 

C - 3 : La région périphérique 

Les chaînes portent les antigènes des groupes sanguins 
a 

principaux : H, A, B, Le et ~e~ (Tableau II). La détermination de la 

structure de ces antigènes a été menée à bien par les études de Morgan, 

Watkins, Kabat et leurs collaborateurs (Watkins, 1980; Kabat et al., 

1982), grâce aux glycoprotéines de type "mucine", en particulier, les 

glycoprotéines provenant de kystes ovariens riches en antigènes 

oligosaccharidiques. 

D'autres antigènes moins connus, portés par l'extrémité 

terminale des chaînes glucidiques , tel 1 ' antigène sda, ont également été 
décrits (Donald et al., 1983). 

V - ROLE DES ANTIGENES DE GROUPES SANGUINS 

A - Importance de la glycosylation 



Les changements dans la glycosylation des protéines et 

des lipides membranaires interviennent rapidement aux différents stades 

de la différenciation, du développement et de l'oncogénèse (Hakomori, 

1981). 

Plus de cent types de structures glycosylées ont été 

caractérisés dans les glycolipides et d'avantage dans les 

glycoprotéines. La glycosylation affecte la conformation, la 

localisation et l'organisation des protéines structurales et 

fonctionnelles du cytoplasme, des membranes et de la matrice 

extracellulaire. 

La glycosylation des lipides membranaires donne des sites 

de reconnaissance cellulaires et permet la régulation de la fonction des 

protéines membranaires. 

Une glycosylation anormale se traduit par la formation 

"d'antigènes associés aux tumeurs"; ceci a été démontré par l'étude des 

épitopes glycolipidiques. Des changements dans la composition et le 

métabolisme des glycolipides ont été observés non seulement dans les 

cellules transformées par voie chimique ou virale mais également dans de 

nombreux cancers humains (Hakomori, 1983b). De tels épitopes, permettant 

aussi de différencier les tissus normaux des tissus tumoraux ont été 

décelés dans les glycoprotéines. 

B - Glycosylation associée aux tumeurs 

B -1: Modifications rencontrées dans les glycolipides 

Les glycolipides subissent 4 types de modification lors 

de la transformation cancéreuse (Hakomori, 1983b) : 

La synthèse incomplète, la synthèse spécifique des 

cellules transformées, le passage des glycolipides d'une série à une 

autre et le changement de l'organisation des glycolipides dans les 

membranes. 

B - 1.1 : La synthèse bloquée 



La synthèse incomplète des glycolipides rdsulte du 

blocage d'une ou plusieurs glycosyltransférases (Hakomori, 1975) plutôt 

que d'une intensification de l'activité des glycosidases conduisant à 

l'accumulation de précurseurs structuraux ( Keenan et Morre, 1973; 

Siddiqui et al., 1978; Lee et al., 1982). 

B - 1.2 : La synthèse spécifique des cellules transformées 

Des glycolipides spécifiques de tumeurs ont souvent été 

décelés dans de nombreux cancers humains et tumeurs spontanées. La 

synthèse de ces lipides caractéristiques aboutit à la formation de 

"néo-glycolipides". De nombreuses tumeurs présentent une synthèse bloquée 

combinée à la néosynthèse, donnant un profil glycolipidique hautement 

diversifié. 

Cette synthèse est le résultat de l'activité de nouvelles 

glycosyltransférases caractéristiques des cellules tumorales et absentes 

ou présentes en quantité infime, dans les cellules normales 

correspondantes (Pukel et al., 1982; Tableau III p.38). 

B - 1.3 : Passage de glycolipides d'une série à une autre 

série 

Chaque type de cellules (ou chaque lignée cellulaire) est 

défini par une composition caractéristique avec un pourcentage déterminé 

des différentes séries glycolipidiques: lacto-, globo- et ganglioséries. 

Le passage de la synthèse glycolipidique d'une série vers une autre série 

peut être observé au cours de la transformation tumorale (Hirabayashi et 
al., 1978). - 

B - 1.4 : Modification de l'organisation glycolipidique 

des membranes 

L'organisation membranaire est également modifiée au cours 

de la transformation oncogénique. Dans de nombreuses cellules 

transformées, les glycolipides membranaires deviennent mieux exposés et 

plus accessibles aux ligands extérieurs. Les changements structuraux et 
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conformationnels des glycolipides peuvent donc altérer l'immunogénicité 

des membranes (Sjogren et al., 1972). 

B - 2 : Modifications intervenant dans les glycoprotéines 

Les mêmes changements essentiels observés pour les 

glycolipides ont été détectés dans les glycoprotéines (Chandrasekaran et 
al 1983). Toutefois, la modification majeure et commune aux chaînes -' 
glycanniques des glycoprotéines des cellules tumorales est l'apparition de 

glycopeptides de haut poids moléculaire (Warren et al., 1978). 

B - 2.1 : Les N-glycosylprotéines 

- Augmentation de la taille des N-glycosylprotéines. 

Des glycoprotéines membranaires de cellules tumorales ont été isolées et 

les glycopeptides partiellement caractérisés. Ceux-ci contiennent des 

résidus d'oligosaccharides à deux, trois ou quatre branches (Ogata et al., 

1979). Une des altérations caractéristiques associées aux cellules 

transformées et tumorales est une augmentation du nombre de résidus de 

lactosamine : Gal(B1-4)GlcNAc- branchés sur le noyau pentasaccharidique 

(Tagasaki et al., 1980; Montreuil et al., 1983). 

L'accroissement du nombre de branches, résulte de l'apparition d'une 

N-acétylglucosaminyltransférase spécifique (Glick et Santer, 1978). Dans 

une cellule tumorale, le rapport bi/tri antenné est inversé par rapport à 

la cellule normale (Delannoy et al., 1985). 

- L'hypersialylation : 

Warren et al. (1973), par l'utilisation de glycopeptides désialylés, ont 

mis en évidence, dans les cellules transformées, une activité 

sialyltransférasique capable de tranférer très activement de l'acide 

N-acétylneuraminique à partir de CMP-NeuAc. On retrouve cette 

hypersialylation des glycoprotéines membranaires de tumeurs, à la fois 

dans les cellules transformées cultivées in vitro et in vivo. 

Les glycopeptides préparés à partir des glycoprotéines de noyaux, de 

mitochondries, de lysosomes ou du reticulum endoplasmique des cellules 

transformées, présentent tous cette hypersialylation (Buck et al., 1974). 



Pukel et al. (1982) ont montré l'existence d'une activité accrue de la 

sialylation dans les cellules de carcinomes. De même, Fukuda et al. (1985) 

ont mis en évidence une activité sialyltransférasique liant des résidus 

NeuAc en (a2-8) sur des chaînes polylactosaminiques des lactosamino- 

glycannes isolés de cellules de carcinome embryonnaire. 

- L'hyperfucosylation : 

Les glycopeptides isolés de membranes de cellules tumorales présentent un 

taux de fucosylation supérieur à celui des glycopeptides isolés de 

cellules normales. Fukuda et al. (1985) ont montré l'existance de résidus 

N-acétylglucosaminiques substitués sur leur carbone 3 par un résidu de 

fucose. Ce motif disaccharidique Fuc(a1-3)GlcNAc, dénommé antigène X, 

existe dans la structure de diverses glycoprotéines et ne représente pas 

une altération caractéristique de la cellule tumorale. 

B - 2.2 : Les O-qlycosylprotéines 

On remarque généralement que les glycannes, liés 

O-glycosidiquement à la chaîne peptidique, présentent une densité plus 

importante et une hypersialylation. La présence sur la partie peptidique 

de nombreuses chaînes O-glycanniques sialylées protégerait celle-ci de 

l'action des protéases. Des glycoprotéines de type "mucine", de haut poids 

moléculaire ont été mises en évidence dans des cellules de carcinome 

embryonnaire par Hounsell et Feizi (1982). 

L'étude structurale des glycoprotéines mernbranaires reste 

difficile car les glycannes sont très hétérogènes. Toutefois, 

l'utilisation d'anticorps monoclonaux dirigés contre des structures 

spécifiques en facilite l'identification. 

1 C - Les antigènes : marqueurs cellulaires l 

L'accumulation de précurseurs due à une synthèse bloquée ou 

l'apparition de "néoantigènes" permet la formation de marqueurs 

glycanniques, associés aux tumeurs, spécifiques d'un type cellulaire. Les 

marqueurs antigéniques en question, sont aussi divers que : 



- l'antigène de régulation du développement des érythrocytes humains 
(Marsh, 1961); 

- l'antigène marqueur des adénocarcinomes gastriques des sujets sécréteurs 
d'antigènes de groupes sanguins (Picard et al., 1978); 

- le marqueur d'adénocarcinomes du côlon humain (Brown et al., 1983); 
- le marqueur antigénique de l'endoderme foetal (Williams et al., 1982); 
- les marqueurs distincts des granulocytes humains des cellules sanguines 
(Rumpold et al., 1982); 

- les antigènes de la différenciation de l'épithélium du poumon (Forster 
et al., 1982). 

Tous ces marqueurs antigéniques possèdent des structures 

glycanniques de glycoprotéines et de glycolipides de la surface 

cellulaire; ils appartiennent à la famille d'antigènes qui inclut 

également ceux des groupes sanguins A, B, O, Lewis et P. 

C - 1 : Les antigènes glycanniques associés à la différenciation 

Il existe un système de différenciation des antigènes 

glycanniques, basé sur les structures de type 1 ou II et sur leurs 

monosaccharides périphériques (Feizi, 1984). 

C - 1.1 : Les antiqènes basés sur la structure de type 1 

Ces structures se comportent comme des antigènes normaux de 

la différenciation dans "certains tissus" de "certains individus" mais 

sont des antigènes associés aux tumeurs pour d'autres. 

Il 
a 

en est ainsi de l'antigène s ialyl-Le 

[NeuAc(a2-3)]Gal(Bl-3)[Fuc(al-4)]GlcNAc- fortement exprimé dans les 

glycolipides et les glycoprotéines des cellules cancéreuses du côlon 

(Warren et al., 1972; Magnani et al., 1982; Hansson et al., 1983) et de la 

fraction gangliosidique du méconium. Par contre, on le détecte au niveau 

des glycolipides pancréatiques de cellules saines (Hansson et al., 1983), 

des glycoprotéines du liquide séminal (Hanisch et al., 1984), des mucines 

salivaires solubles (Brockhaus, 1985) et des oligosaccharides du lait de 

sujets normaux Le(a+b-) et Le(a-b+). 

C'est un antigène associé aux tumeurs dans les 

adénocarcinomes gastriques de sujets "sécréteurs'' alors que c'est un 



antigène normal appartenant à la structure glycannique des glycoprotéines 

des mucines gastriques de sujets "non-secréteurs". 

Il existe donc une étroite relation entre les antigènes de 

groupes sanguins et les antigènes s'exprimant durant les différentes 

étapes de l'embryogénèse, de la différenciation et de l'oncogénèse. 

C - 1.2 : Les antigènes basés sur la structure de type II 

Les antigènes i et 1 sont présents dans une grande variété 

de types cellulaires et peuvent être portés par des protéines, des 

polyglycosylcéramides et des glycolipides. 

Ils peuvent être dans un état antigéniquement actif ou dans 

une état cryptique s'ils sont périphériquement glycosylés et masqués par 

des monosaccharides formant les antigènes de groupes sanguins majeurs 

(voir IV-A). 

Ainsi, il apparait que la majorité des changements rapides 

et conséquents de l'antigénicité pendant l'embryogénèse et la 

différenciation, résulte de modifications dans la glycosylation des 

glycoprotéines et des glycolipides. 

Les antigènes 1, i et SSEA-1 ne sont pas les seuls 

antigènes relatifs aux groupes sanguins qui présentent des modifications 

durant l'embryogénèse. Les antigènes de groupes sanguins majeurs 

apparaissent et disparaissent également de manière ordonnée pendant le 

développement du foetus humain. 

Comme pour les antigènes 1, i, l'expression du déterminant 

SSEA-1 est différente pour l'Homme et la Souris. Chez la Souris adulte, le 

SSEA-1 est limité à certaines zones du cerveau et du tractus génito- 

urinaire, alors que chez l'Homme, il est largement présent dans les 

cellules épithéliales et dans les glycoprotéines sécrétées (Feizi, 1984). 

Cet antigène est un marqueur des granulocytes et est reconnu par un groupe 

d'anticorps monoclonaux tels le VEP 8 et le VEP 9 (Feizi, 1984). 

Récemment encore, il a été isolé de l'intestin de Caille 

(Coturnix Coturnix Japonica; Nishimura et al., 1987). Il constitue la 



structure glycolipidique majeure des tissus adultes de cette Caille, alors 

que jusqu'à ce jour, la présence de fucolipides de la série "lacto-", dans 

les tissus normaux, semblait limitée à quelques espèces animales. Ce n'est 

que douze jours après l'incubation que l'haptène X est décelé. Sa 

concentration augmente jusqu'au 16ème jour. A l'éclosion de l'oeuf, la 

composition en glycolipides est déjà semblable à celle de la Caille 

adulte. Ainsi la présence de cet antigène peut être un marqueur des étapes 

finales de l'organogénèse. 

Il existe d'autres antigènes glycanniques qui se comportent 

comme des antigènes embryonnaires ou des antigènes associés aux tumeurs, 

telle la structure Y (Tableau II, p.18). Cet antigène se retrouve dans les 

tumeurs du côlon et comme antigène de différenciation au niveau des 

granulocytes humains (Brown et al., 1983). 

C - 2 : Les antigènes : marqueurs de cellules tumorales 

De nombreux déterminants de la série lacto-, associés aux 

tumeurs, peuvent être portés aussi bien par les glycolipides que par les 

glycoprotéines. Ceci est le cas pour l'haptène X et ses dérivés. 

Cependant, la proportion exacte d'antigènes glycolipidiques par rapport 

aux antigènes glycoprotéiniques n'est pas déterminée pour beaucoup de 

tumeurs. 

Il est intéressant de constater que certains néoantigènes 
a 

et notamment les déterminants fucosylés et sialylés (sialyl Le et sialyl 

X) sont non seulement présents dans les tissus tumoraux mais également 

libérés dans le sang circulant. Ainsi le taux de ces antigènes dans le 

sang peut devenir un critère utile pour le diagnostique des cancers 

humains. Nous porterons un intérêt plus particulier à l'antigène X dont 

nous retrouvons fréquemment la structure dans le méconium. 

C - 2.1 : L'antigène X dans les glycolipides 

Il a été découvert dans de nombreux cas d'adénocarcinomes 

(Yang et Hakomori, 1971). Plus récemment, une étude systématique des 

glycolipides à antigène X, a été entreprise dans les tissus normaux et 



tumoraux (Magnani et al., 1984; Hirota et al., 1985a et b). La présence de 

glycolipides polylactosaminiques di- ou trifucosylés accumulés dans une 

grande variété d'adénocarcinomes humains incluant les cancers gastriques, 

du côlon, du foie et du poumon, est particulièrement notable. Des 

glycolipides présentant des structures analogues sont décrits (Fig.8, p.45 

Structures A et B). D'autre part, des glycolipides avec le déterminant X à 

l'extrémité terminale non réductrice d'une chaîne de type II (Fig.8, 

Structure C), sont présents dans les tissus normaux et ne sont pas 

spécifiques de tumeurs. L' augmentation d ' une activité 

fucosyltransférasique peut expliquer la synthèse des résidus fucosylés 1 

et II des formules A et B des adénocarcinomes humains puisque la 

disparition des marqueurs antigéniques correspond à la perte de cette même 

activité. 

Au contraire, la fucosyltransférase responsable de la 

synthèse du résidu fucosylé III, ne voit pas son activité affectée par la 

cancérisation. C ' est pourquoi, de nombreux groupes cherchent à 

sélectionner des anticorps monoclonaux à spécificité unique liée à la 

position du déterminant antigénique afin d'obtenir des marqueurs 

spécifiques de tumeurs ( Muramatsu et Muramatsu, 1983; Olding et al., 

1984; Hirota et al., 1985a et b). 

C - 2.2 : L'antiqène X dans les glycoprotéines 

Le déterminant antigénique X a été décelé dans des tissus 

épithéliaux variés, des tissus rénaux et gastriques (Fox et al., 1983), 

dans les granulocytes et finalement dans des glycoprotéines sécrétées 

(Feizi, 1984). 

Dans les tissus normaux adultes ou les sécrétions, des 

chaînes glycanniques porteurs du déterminant sialyl-X ont été 

caractérisées chimiquement comme des composants structuraux des 

N-glycannes du cerveau de Rat (Krusius et Finne, 1978), des granulocytes 

humains (Fukuda et al., 1984) et des mucines du liquide séminal humain 

(Hanisch et al., 1985). 



Fig.8 : Structures des différents glycolipides polylactosaminiques 

fucosylés rencontrés dans les tissus humains. 



Dans le liquide séminal et le liquide amniotique humain, l'antigène 

sialyl-X est exprimé simultanément avec le déterminant sialyl-lea; 

tous deux sont également associés à certains types de tumeurs humaines. 

Le sialyl-lea a été décrit dans des cellules de tumeurs 

gastrointestinales et dans certaines cellules normales (Magnani et al., 

1982) .  Cette structure est toutefois absente des cellules 

gastrointestinales normales. 

L'antigène X est surtout présent sous sa forme sialylée. L'augmentation 

des résidus d'acide sialique protège la surface cellulaire de l'action 

protéolytique. L'acide sialique atténue l'immunogénicité par le masquage 

des glycannes et apparaît en corrélation avec l'aptitude à la métastase. 

La présence de l'antigène X en grande quantité dans les 

glycoprotéines de cellules tumorales conduit à penser qu'il s'agit d'un , 

vestige d'une différenciation avec une réexpression durant l'oncogène , 

(Santer et al., 1983) .  

C - 2.3 : Conclusions ~ 

Les saccharides de la surface cellulaire sont des antigènes 

importants associés aux tumeurs. Cependant, aucun de ces antigènes 

caractérisés n'est spécifique d'une tumeur ou d'un type de cellules donné. 

Les changements observés dans les structures glycanniques sont dûs à des 

modifications dans la présence des nucléotides-sucres et des substrats, 

dans l'activité des glycosyltransférases ou dans les gènes qui codent la 

biosynthèse de ces enzymes. 

L'utilisation d'anticorps monoclonaux dans l'étude 

biologique et biochimique des glycoprotéines permettra de mieux approcher 

la biosynthèse et la localisation subcellulaire des glycoprotéines 

spécifiques telles les enzymes et les récepteurs. Ces outils seront utiles 

dans l'appréhension des mécanismes de glycosylation abérrante rencontrée 

dans les tumeurs. 

D - Les anticorps monoclonaux 

Des anticorps monoclonaux, à spécificité étroite, ont pu 

être produits par la technique des hybridomes (Kohler et Milstein, 1975) 



fournissant un moyen rapide de détecter les antigènes qui varient durant 

la différenciation cellulaire et la maturation. Grâce à l'emploi 

d'anticorps monoclonaux naturels et à l'usage de plus en plus répandu des 

hybridomes, il apparaît clairement que de nombreux antigènes 

glycolipidiques et glycoprotéiniques provenant de cellules normales et 

néoplasiques (Feizi, 1985; Hakomori, 1985), sont bien des déterminants 

portés par les chaînes glycanniques plutôt que peptidiques (Tableaux IV 

p.48 et V p.49). 

Des progrès très importants ont été réalisés grâce à la 

coopération des biochimistes, des immunogénéticiens et des biologistes. 

Ainsi, l'antigénicité (réactivité vis à vis des anticorps), 

l'irnmunogénicité (capacité à révéler les anticorps) des oligosaccharides 

des glycoprotéines et les possibilités actuelles d'exploitation des 

anticorps par des spécificités glycanniques définies fournissent des 

preuves de structure et de distribution cellulaire des glycoprotéines 

(Feizi et Childs, 1987). 

D - 1 : Les oligosaccharides des glycoprotéines : antigènes 
majeurs des cellules entières 

Des études utilisant les anticorps monoclonaux ont montré 

que de nombreux antigènes glycanniques qui se transforment au cours des 

étapes successives de la différenciation, sont portés par des chaînes 

poly-N-acétyllactosaminiques de glycoprotéines polydispersées de haute 

masse moléculaire (Childs et al., 1983). Parmi ces antigènes, ceux déjà 

décrits : i,I et SSEA-1. 

Il existe de nombreuses analogies entre les cellules 

carcino-embryonnaires, d'une part, (Martin, 1980) et les promyélocytes 

HL60, d'autre part, (Magnani, 1984). Une grande proportion d'anticorps 

monoclonaux des promyélocytes HL60 de la leucémie reconnaît un antigène 

apparenté à SSEA-1 (Feizi, 1984; Magnani, 1984). Cet antigène détecté à la 

fois par immunoblotting de cellules entières lysées et immunoprécipitation 

des glycoprotéines de surface marquées (Feizi, 1983; Urdal et al., 1983; 

Tetteroo et al., 1984) est porté principalement par des glycoprotéines de 

surface, de haut poids moléculaire (supérieur à 100.000) et migrant par 

diffusion. 



TABLEAU IV 

ANTIGENES DE DIFB'ERENClATION, DETECTES PAR DES ANTICORPS IKINûUONAUX ET 

LES STRU-S GLUCIDIQUES DE TYPE 1 OU DE TYPE 2 QUI LEUR (XIRRESPONDENT 

(d'après F'EIZI, 1985). 

Designalion o f  antigen 

I Fetal erythrocytes human"."; primary 
endodcnn, mousei3 

Adult erythrocytes humaniV; prcimplantation 
mitq-or. mouseah 

Adult erythrocytcs. human"; gastric mucosa. 
non-secmors; gistric adenocarcinornas, 
s ~ ~ n ~ ~ ' " "  
Brcist cpithelium. human" 

8-Cell stage mouse cmb o".~~.'' Y. Myeloid cells, humanm3 
Gala I + 4GlcNAc 

ti3 
Fuca 

SSEA- I 
VER and VEP9, 
Myl. VIM-DS etc. 

Di%-22 
(X haptcn. Le") 

Colorraal ancer. humanM 

GaIp I -4GlcNAc 
t 1.2 

Fuca 

Gala I -. 4GlcNAc 
t i z  Tl3 

Fuca Fuca 

Colonic adenocamnomi. humanM 
Lung adenocamnoma, humani5 
Gastric cancer, human" 
Embryonal carcinoma cells. human and mouse'' 

7 GaINAca l -r 3Gala.l -D 4/3GlcNAc 

t u  
Fuca 

EGF rcccptor o f  A431 cellsJs iU 
(blood group A) 

Pancrcatic c a n c e r  8 Gala I - 3GaIpI -4GlcNAc 
t 1.2 

Fuca 

El reries 
(blood group B) 

Embryonal carcinoma cells. human"; gastric 
mu-. non-wcrctors; gprtric adenocarcinoma, 
secretors* 

10 Galp 1 -. 3GlcNAc 

t i . 4  
Fuca 

CO-SI4 
(blood group Le*) 

Gala 1- 3GlcNAc 
f i 2  f1.4 

Fuca Fuca 

NS- I O 
CO-43 

(blood y o u p  Leb) 

EGF receptor o f  A43 1 cellrw 
Colonic adenocarcinoma. human 
(cited in  rel. 53) 

Colon a n a r .  h ~ m a n ' ~ ;  normal panmatic 
n o n i i l  w u i c  muans. non-wcrcton; 
w t r i c  cancer mucini, secretonm. human 
scmind iluid proteins4' 

12 GaINAca I -. 3Gala I + 3/4GIcNAc 
t1.l t 1.314 

Fuca Fuca 

G49 
MH2 

(blood group AL~~/LC')  

Gala l + 30kNAc 
tu tir 

NeuAca F u w  

19.9 
(iialyl Le') 



TABLEAU V 

l ANTI<;BNES DE DIFTERENCIATION DETECTES PAR DES AN!l!ICORPS MONOCLONAUX OU DES i 
"AUTOANTICORPS" ET LES STRUCTURES GLUCIDIQUES DES GLYCOLIPIDES DES !%RIES I 

LACTO-, GANGLIO- OU GU>BOSIDES QUI LEUR CORRESPONDENT. 
1 

(d'après F'EIZI, 1985). 1 

Ganglio series 
17 

18 

Galp 1 - 4Glc-Cer 
f 2.3 

NeuAca 

r 2.8 
NeuAca 

Gala 1 - 4Glc-Cer 
T2,3 

NeuAca 

GalNAcp I - 4Galp l - 4Glc-Cer 
12.3 

NeuAca 

GalNAcp 1 - 4Galp l - 4Glc-Cer 
1 2 . 3  

NeuAca 
T 2.8 

NeuAca 

Globo serie3 
19 Gala I - 4Ga14 1 - 4Glc-Cer 

Designation Cell association 

T A ,  Myeloid cells. humanv1 
(lactosylceramide) 

R24 Melanoma. human9z.v3 
4.2 

(GD>) 

DI. !  Neuroectoderm. rat: melanoma, humanw 

OFA- I  Melanoma and fetal brain. human9' 
(autoantigenl 

( G 2 )  

OFA-2 Melanoma. hurnan" 
(autoantigcn) Neurocctoderm. humanP7 

(G,,>) 

28.13 Burkitt lymphoma cell linesqB 
(blood group P') 

M I  : 22 : 25 : 8 Embryos and embryonal carcinoma cclls. 
(Forssrnan) mousc3.‘ 



Anticorps 

anti-1 Ma 

Anti-1 Step 

Anti-SSEA-1 

Anti-i Den 

Structures reconnues 

Anticorps 

Anti-1 Ma 

Anti-1 Step 

Anti-SSEA-1 

Anti-i Den 

Irmrunofluorescence des c e l l u l e s  embryonnaires 

Multiplication cellulaire Endoderme 

1 à 4 cellules 8 cellules primaire 

Pig.9 : Modifications des structures glucidiques des cellules 

embryonnaires de Souris, étudiées à partir des modifications de 

leur réactivité vis à vis d'anticorps monoclonaux spécifiques 

de certaines unités oligosaccharidiques (d'après Feizi et 

Childs, 1987 ) . 



Le déterminant i associé aux structures linéaires poly-N- 

acétyllactosaminiques (iDen) est également porté par ces glycoprotéines. 

Feizi et Childs ( 1987 ) , par 1 'emploi d' anticorps monoclonaux, constatent 
un manque de réactivité de l'anti-1 Step qui reconnait les structures 

longues et branchées des structures poly-N-acétyllactosaminiques et, par 

contre, une forte réactivité de l'anti-1 Ma qui reconnait la courte 

séquence branchée N-acétyllactosaminique vis à vis des cellules 

embryonnaires de Souris (Fig.9, p.50). 

Deux familles majeures de glycoprotéines sont également 

différenciées en fonction de leur imrnunoréactivité à la surface des 

cellules HL60 : la première ayant un corps linéaire poly-N-acétyllactosa- 

minique et correspondant en structure aux oligosaccharides N-glycosylés 

(Spooncer et al., 1984; Mizoguchi et al., 1984), et la deuxième, un corps 

court et branché correspondant à la structure O-glycannique de la 

sialoglycoprotéine majeure appelée leucosialine (Carlsson et al., 1986). 

D - 2 : Les oligosaccharides, antigènes majeurs de glycoprotéines 

L'immunochimie a joué un rôle important dans l'étude 

biologique et biochimique des glycoprotéines hormonales et enzymatiques 

ainsi que des récepteurs. Aujourd'hui, on peut donner des exemples de 

glycoprotéines où les structures glycanniques sont des composants 

imrnunogéniques importants. Il en est ainsi pour le récepteur du facteur de 

croissance EGF "epidermal growth factor" et la galactosyltransférase du 

lait humain. 

L'emploi des anticorps monoclonaux dans des expériences 

d'immunoblotting (Childs et al., 1986) a permis de caractériser les 

antigènes glycanniques du facteur de croissance EGF (Fig.10, p.52) et des 

enzymes glycoprotéiniques, telle la galactosyltransférase purifiée sous 

forme soluble à partir du lait humain (Fig.11, p.53). 

D'autres exemples, d'une approche à la fois immunologique 

et biochimique de l'étude des oligosaccharides issus de glycoprotéines 

concernent la découverte : 

- de la séquence pentasaccharidique : 



Ant icorps 

- 52 - 

Structures reconnues Désignation de 

l'antigène 

X ou SSEA-1 branché 

Cl4 Gal(f31-4)GlcNAc(B1-3)Gal(Bl-3/4)Glc~~c 
/ 1 

Fuc(a1-2)Fuc(al-3) apparenté à Le b 

Gal~~c(al-3)Gal(R1-3/4)~lcN~c Groupe sanguin A 

Fuc(a1-2) 
1 

GalNAc(a1-3)Gal(B1-3/4)GlcNAc Groupe sanguin ALe b/y 
/ / 

Fuc(a1-2)Fuc(al-4/3) 

Gal(l31-3)GlcNAc(~1-3)Gal(Bl-3/4)GlcNAc 

Fuc(a1-4) 
1 a 

apparenté à Le 

Fig.10 : Séquences glucidiques du squelette et de la région 

périphérique, des oligosaccharides du facteur de croissance 

(EGF), déduites d'expériences d'immunoblotting, à l'aide de 

six anticorps monoclonaux (d'après Feizi et Childs, 1987). 



Anticorps 

- 53 - 

Structures reconnues 

Gal(B1-3)GlcNAc 

Fuc (al-4 ) 
1 

Désignation de 

l'antigène 

antigène X ou SSEA-1 

~al~~c(al-3)Gal(~l-3/4)GlcN~c Groupe sanguin ALe b/y 
1 

Fuc(a1-2)Fuc(al-4/3) 
/ 

Anticorps 

Source de galactosyltransférase 

groupe sanguin A groupe sanguin O 

sécréteur non-sécréteur 

Fig.11 : Séquences glucidiques de la galactosyltransférase du lait 

humain, purifiée d'un individu de groupe sanguin A, sécréteur 

et d'un individu de groupe sanguin 0, non sécréteur. Ces 

séquences sont déduites par imrnunoblotting de glycoprotéines 

purifiées, à l'aide d'anticorps monoclonaux (d'après Feizi et 

Childs, 1987). 



du déterminant de groupe sanguin sda, sur les N-glycannes de la 

glycoprotéine de Tm-Horsfall (Donald et al., 1984); 

- de la structure pentasaccharidique suivante : 

isolée des chaînes O-glycanniques de la glycophorine A provenant 

d'érythrocytes portant l'antigène Cad (Blanchard et al., 1983). 

La figure 12 (p .55) ,  empruntée des travaux de Feizi et Childs (1987) 

résume les moyens d'approche immunochimique, des séquences 

oligosaccharidiques d ' une N-glycosylprotéine de tYPe 

poly-N-acétyllactosaminique. 

VI - BASES (SENETIQCJES DE LA GLYCOSYLATION 

A - Relation qène-enzyme. 

La biosynthèse des chaînes oligosaccharidiques implique la 

participation de nombreuses glycosyltransférases, généralement une par 

monosaccharide transféré (Hagopian et Eylar,1968). Chaque enzyme est codée 

par plusieurs gènes qui peuvent être localisés à différents endroits du 

génôme. Toutefois, les antigènes oligosaccharidiques ont un contrôle 

génétique, plus complexe que les antigènes polypeptidiques. Et le concept 

classique suivant lequel "one gene one antigen" ne peut s'appliquer aux 

déterminants glycanniques puisque leur synthèse requiert la participation 

de nombreuses enzymes et par conséquent de nombreux gènes. Ce processus de 

biosynthèse à étapes multiples donne des propriétés particulières à ces 

systèmes antigèniques. 

Deux ou plusieurs enzymes, chacune provenant d'un gène 

différent, participent à la synthèse d'un épitope oligosaccharidique. 

Cette structure oligosaccharidique, produite par plus d'une enzyme, peut 

être spécifiquement reconnue par un anticorps unique. Cet anticorps est 

différent des anticorps réagissant avec les séquences oligosaccharidiques 



Den (S'l 

C14' 

( 
Ma- IS'i 
M18- (Sol  

SSEA.1' 

Glycoprotein 

Fig.12: Schéma d'une glycoprotéine N-glycosylée, provenant de cellules 
embryonnaires, de type poly-N-acétyllactosaminique, des 
réactivités vis à vis d'anticorps monoclonaux et sensibles à l'action de 
l'endo-B-galactosidase. 

Légendes : 
La branche gauche de cette glycoprotéine hypothétique représente un 

squelette poly-N-acétyllactosaminique non substitué où+ les+ branches 
courtes réagissent avec les anticorps anti-1 Ma et Ml8 (Ma , Ml8 ) ,  où les 
longu~s séquences branchées réagissent avec les anticorps anti-1 Step 
(Steg ) et les séquences non branchées avec les anticorps anti-1 Den 
(Den ) . - - 

Sur la branche droite, les déterminants sont masqués (Den , Ma , 
~18-) par des residus acides sialiques mais sont révélés après action de 
la sialidase (S ) ou+masqués par des résidus aGal, révélés après action de 
l'a-galactosidase (G ) .  

CPIO : liaisons internes B-galactosyl, résistantes à l'action de 
l'endo-B-galactosidase au niveau des points de branchements. 
4 : liaisons internes 8-galactosyl du squelette linéaire poly-N- 

acétyllactosaminique, sensibles à l'action de l'endo-R-galactosidase 
(d'après Feizi et Childs, 1987). 

Symboles : 
GlcNAc; O aMan ou RMan; 0 RGal; @ aGal; A aFuc; aNeuAc. 



partielles ou incomplètes qui sont produites si l'une ou l'autre des 

glycosyltransférases n'est pas active. 

Chaque enzyme utilise un accepteur spécifique. Cependant, 

dans certains cas, il y a "redondance" quand plus d'une enzyme catalyse le 

transfert du même monosaccharide sur le même accepteur (cas des enzymes X 

et Le). 

Dans d'autre cas, il y a "dégénérescence" de la spécificité 

enzymatique quand une seule enzyme utilise deux récepteurs différents et 

produit deux épitopes différents (Oriol et al., 1986). 

B: Philogènie des antiqènes ABH 

Les structures glycanniques du système AB0 sont considérées 

comme les principaux antigènes des cellules érythrocytaires. Ce concept 

est valable pour l'homme. Cependant, des études sur des cellules animales 

ont montré que les antigènes ABH étaient d'abord apparus comme des 

antigènes tissulaires. On les trouve dans les cellules épithéliales de 

1 ' endoderme et de 1 ' ectoderme des mammifères inférieurs dont les cellules 
rouges sont dépourvues de déterminants ABH. En fait, les érythrocytes sont 

les cellules les plus récentes dans l'arbre de l'évolution (Fig.13, p.57) 

Chacun des quatre précurseurs de chaînes oligosaccharidi- 

ques (décrits précédemment) porteurs des antigènes ABH, peut acquérir la 

structure antigénique H par addition d'un résidu fucose en (al-2) du 

galactose terminal. Cette fucosylation s'effectue sous l'effet d'enzymes 

spécifiques, les a-2-fucosyltransférases. 

C - Les enzymes, sous contrôle des qènes H et Se 

Des études biochimiques effectuées dans différents 

laboratoires ( Kumazaki et Yoshida,l984; Le Pendu et al., 1985; Betteridge 

et Watkins, 1985) ont mis en évidence au moins deux différentes 

a-2-fucosyltransférases, l'une utilisant de préférence le précurseur de 

type 1 : Gal(R1-3)GlcNAc-R, et l'autre, le précurseur de type 2 : 

Gal(B1-4)GlcNAc-R. Ces deux enzymes sont présentes dans les mucines 

gastriques et les glandes salivaires (Betteridge et Watkins, 1986), mais 



Fig.13 : Présence des antigènes ABH dans les différents tissus du Rat, du 

Lapin, du Ouistiti, du Babouin et de l'Homme (d'aprés Oriol et al., 

1986) 

ABH 

Muqueuses Récepteurs Ganglions Endothélium Cellules 
Epiderme 

digestives olfactifs lymphatiques vasculaire rouges 

a P  + + + - - - 

d 

i41 

d 
R 

+ - - + - - 

+ + + + - - 

+ + + + + - 

+ + + + + + 



seule l'a-2-fucosyltransférase du précurseur 2 se retrouve dans les 

cellules rouges. En conséquence, les principaux épitopes H synth6tis6s par 

les cellules rouges sont de type 2 (Watkins, 1980). L'enzyme 

correspondante est codée par le g&ne H localisé sur le chromosome 19 

(Westerveld et Naylor, 1984). 

Oriol et al. (1981) ont propos6 un modèle génétique dans 

lequel 2 gbnes structuraux fortement associés, H et Se, coderaient chacun 

pour une a-2-fucosyltransférase différente. 

Dans le modérle, les deux loci sont fortement lies sur le 

chromosome 19. Le gene H code pour l'a-2-fucosyltransférase exprim6e dans 1 
les cellules rouges et le gène Se code l'a-2-fucosyltransférase exprimée 

dans les glandes salivaires. 

En règle générale, les cellules exprimant l'enzyme produite 

par le gène Se possèdent des antigènes H du type 1 et 2 tandis que les 

cellules contenant l'enzyme produite par le gène H expriment des antigènes 

H de type 2 uniquement. 

D: Les antiqBnes Lewis 

Deux loci Se et Le contribuent à la synthhse des antigbnes 

Lewis. Le gène Le a été localisé sur le chromosome 19 (Westemeld et 

Naylor, 1984). La fucosyltransférase cod6e par le géne Se ajoute un résidu 

fucose au galactose terminal tandis que l'enzyme cod6e par le gène Le 

ajoute un résidu fucose B la N-acBtylglucosamine subteminale. En 

conséquence, la pr4sence ou l'absence de l'un ou l'autre de ces r4sfdus 

fucosyi6s determine les structures illustrées dans le Tableau II. 

E: Les ijnti~m X et Y 

Ces antigènu sont des iemz&res de type 2 de ~s' et Leb. Ch 

les no- aussi ~e~ et ~e' (Kannagi et al., 1982). 

L'antigbne X ri5sulte du transfert d'un résidu Eucose en 

(al-3) du r6sidu GlcNAc provenant du précurseur de type 2 (1 ou i) et \ 



l'antigène Y, du transfert de deux résidus fucose en (al-2) et (al-3) sur 

le même précurseur. 

Les mêmes déterminants antigéniques X et Y surviennent dans 

les oligosaccharides indépendemment des gènes Le et Se, ce qui implique 

que la synthèse de l'antigène X soit aussi catalysée par une autre enzyme, 

la X-fucosyltransférase. 

Toutefois, il doit exister au moins 2 

a-3-fucosyltransférases, l'une codée par un gène X et l'autre par un gène 

Le. Bien que l'on n'ait peu de connaissances sur le gène X, ces deux 

enzymes ont été trouvées et malgré leur capacité à utiliser le même 

précurseur 2, elles sont nettement différentes (Johnson et al., 1981) : 

- l'enzyme X possède une spécificité étroite vis à vis de 

son substrat tandis que l'enzyme Le peut utiliser tout à la fois les deux 

types de précurseurs; 

- On trouve l'enzyme X dans le sérum alors que l'enzyme Le 

n'y est pas décelée. 

Tous les loci connus pour les fucosyltransférases (H, Se, 

Le) sont situés sur le chromosome 19, il est donc possible que le gène X 

puisse aussi se situer sur ce chromosome, fermement associé au gène Le, de 

la même manière que le gène H est fermement associé au gène Se (Oriol et 

VI1 - U S  ANTIGENES Cad ET sda 

A - L'antigène Cad 

L'antigène de groupe sanguin Cad est un antigène rare : sa 

fréquence est de l'ordre de 0,07% en France (Gerba1 et al., 1976a) et de 

0,03% au Japon (Race et Sanger, 1975c) pour atteindre une fréquence 

beaucoup plus importante en Thaïlande, de l'ordre de 0,26% (Sringarm et 
1972 et 1974). 

Il a été décrit pour la première fois par Cazal et al 

(1968) dans une famille française de l'île Maurice. Depuis lors, l'analyse 

de plusieurs autres familles a confirmé ces résultats sérologiques 



associant l'agglutination d'érythrocytes, apparemment O ou B, par la 

lectine de Dolichos biflorus et une polyagglutinabilité, plus ou moins 

facilement mise en évidence par les sérums humains AB0 compatibles (Cazal 

et al., 1971a; Sringarm et al., 1972; Lewis et al., 1973; Sringarm et al., 

1974; Lopez et al., 1975; Bird et Wingham, 1976; Gerba1 et al., 

1976at1976b). 

L'étude des familles indique que l'antigène Cad est 

transmis de façon héréditaire selon le type mendélien dominant, 

indépendamment des antigènes de groupes sanguins ABO, Rhésus, Lewis .... et 
des marqueurs génétiques des protéines. 

Dans la famille initialement décrite par Cazal et 
a1.(1968), la totalité des érythrocytes des individus Cad+ est - 
agglutinable par la lectine de Dolichos biflorus alors qu'une image de 

double population est observée dans les autres familles. Le pourcentage de 

cellules agglutinées varie considérablement d'une famille à l'autre, de 5 

à 70% dans l'échantillon de 50 individus Cad+ étudiés par Lopez et al. 

(1975) et à l'intérieur même d'une famille. 

Cette hétérogénéité a permis à Cazal et al. (1971a et b) de 

suggérer le classement des échantillons Cad en 3 catégories dites Cad 1, 

Cad 2 et Cad 3, définies en fonction de leur affinité vis à vis de la 

lectine de Dolichos biflorus. Cette classification repose 

vraisemblablement sur des différences de densité antigénique d'un 

échantillon à un autre et suggére que le nombre de récepteurs 

érythrocytaires pour la lectine, décroit dans l'ordre suivant: Cad 1> 

Cad 2> Cad 3. 

L'agglutination des érythrocytes Cad par la lectine de 

Dolichos biflorus est inhibée par la N-acétylgalactosamine, ce qui révèle 

la nature glucidique du déterminant antigénique (Cazal et al., 1971a; 

Sanger et al., 1971). Par ailleurs, certaines lectines reconnaissant la 

GalNAc telles Helix aspersa et Salvia horminium, présentent une affinité 

pour les érythrocytes Cad alors que d'autres telles Salvia sclarea et 

Phaseolus lunatus, n'en présentent pas (Bird et Wingham, 1971; Uhlenbruck 

et al., 1971; Moore et Marsh, 1975). La structure antigénique Cad a 

finalement été localisée sur les chaînes O-glycanniques des 



sialoglycoprotéines membranaires des glycophorines A et B, et élucidée 

(Blanchard .' et al 1983, Herkt et al 1985): 
.f 

B - Le système Sid 

a B - 1 : Diverses sources d'antigène Sd 

Il a été découvert indépendamment par deux groupes de 

chercheurs en 1967, Mc Vie et al., Renton et al. et est défini comme un 
a 

anticorps humain dénommé anti-Sd identifié dans le sérum d'un donneur, à 

la suite d'un accident transfusionnel. Les érythrocytes de 92% de la 
a population caucasienne portent l'antigène Sd . Cependant, seule une faible 

proportion des érythrocytes circulants est agglutinée par les anticorps 
a anti-Sd . 

Chez l'homme, l'antigène sda est présent dans la plupart 

des sécrétions : dans l'urine, en particulier, une forte activité 

antigènique est mise en évidence par inhibition de l'agglutination des 

érythrocytes Sd(a+) par l'anti-sda (Morton et al., 1970). Environ 50% des 

individus de phénotype érythrocytaire Sd(a+) possèdent une activité sda 

urinaire et sont considérés comme Sd(a+) puisqu'ils ne produisent pas 
a 

d'anticorps anti-Sd . La proportion des sujets Sd(a+) vrais s'élève ainsi 
à 96%. 

L'antigène sda est également présent dans le plasma, le 

liquide gastrique et la salive où il est sécrété indépendamment du 

caractère sécréteur de l'individu. Il n'est cependant pas exprimé sur les 
a 

érythrocytes des nouveaux-nés bien qu'ils possèdent une forte activité Sd 

dans la salive et surtout dans le méconium (Morton et al., 1970). 

Les érythrocytes ne deviennent agglutinables par les 
a anti-Sd que 10 semaines environ après la naissance (Mac Vie et al., 1967; 

Renton et al., 1967). 

Les anti-sda sont des anticorps naturels de classe IgM, 

présents chez environ 1% des donneurs dont les érythrocytes et l'urine ne 1 



a possèdent pas 1 'antigène Sd (Mc Vie et al., 1967 ; Renton et al. , 1967 ; 

Morton.et al., 1970). Ces anticorps agglutinent les érythrocytes Sd(a+). 
a La réactivité antigénique Sd varie considérablement d'un échantillon de 

sang Sd(a+) à un autre. 

Sanger et al., (1971) ont observé les premiers que les 

érythrocytes Cad+ sont très fortement agglutinés par les anti-sda. 

Cette observation leur a permis de proposer la dénomination Sd(a++) ou 

''Super Sid" pour les érythrocytes à réactivité Cad. 

On trouve également ce déterminant antigénique dans les 

tissus et sécrétions de nombreuses espèces animales. 

B - 2 : La glycoprotéine de Tamn-Horsfall et les mucines urinaires 1 

Nous venons de voir que divers tissus, en particulier le 
a 

rein, possèdent une activité Sd (Morton et al., 1970; Pickles et Morton, 

1977; Race et Sanger, 1975~). Dans l'urine, le déterminant sda est porté 

par la glycoprotéine de Tm-Horsfall ( T m  et Horsfall, 1950; Morgan 3 
al., 1979; Soh et al., 1980) et par des mucines (Cartron et al., 1982). - 

Enfin il faut signaler que les mucines intestinales du nouveau-né, 
a possèdent également une forte activité Sd (Morton et a1.,1970). 

B - 2.1 : La glycoprotéine de Tm-Horsfall (T-HG). 

La T-HG est sécrétée par les cellules des tubules rénales. Le 

rein semble être l'unique source de cette glycoprotéine présente dans 

l'urine à un taux de 25 à 50 mg par 24 h. C'est une macromolécule de masse 

molaire 80.000, contenant 30% de glycannes (Fletcher, 1972). Les chaînes 

oligosaccharidiques sont uniquement N-glycosylées (Afonso et al., 1981; 

Serafini-Cessi et Dall'Olio, 1982, Williams et a1.,1984). 

B - 2.2 : Les mucines urinaires. 



Les mucines urinaires purifiées présentent une masse molaire 

apparente de 340.000 et un haut contenu en N-acétylgalactosarnine. 

L'analyse de leur composition en aminoacides et en monosaccharides est 

tout à fait différente de celle de la glycoprotéine T-H (Cartron et al., 

1982). 

Les glycoprotéines de Tm-Horsfall de sujets Sd(a+) et 

Sd(a-) diffèrent seulement par leur contenu en GalNAc; les échantillons 

Sd(a+) en contiennent 1 à 2% et les Sd(a-) moins de 0,2% démontrant que ce 

monosaccharide fait partie du déterminant sda (Soh et al., 1980). Ce fait, 

renforce les observations de Sanger et al. (1971), Bird et Wingham (1971) 

montrant que la N-acétylgalactosamine inhibe l'agglutination des cellules 

Sd(a+) avec la lectine de Dolichos biflorus. 

a 
B - 3 : Différentes structures intervenant dans l'antigènicité Sd 

- Le disaccharide GalNAc(B1-4)Gal isolé de la glycoprotéine 
de Tm-Horsfall (Donald et al., 1982), représente 75% de la structure de 

cette glycoprotéine. Mais bien que ce disaccharide inhibe la lectine de 
a Dolichos biflorus, il ne réagit pas avec les anti-Sd humains et ne peut 

a être le déterminant complet Sd . 

- Finalement, le déterminant sda a été identifié comme 

étant un pentasaccharide (Donald et al., 1983) de structure: 

GalNAc(B1-4)[NeuAc(a2-3)]Gal(Bl-4)GlcNAc(Bl-3)Gal- 

après action de l'endo-B-galactosidase sur une glycoprotéine T-H(Sda+). 

Parmi les produits de la digestion enzymatique, les 

précurseurs supposés du pentasaccharide : Gal(1-4)GlcNAc(Bl-3)Gal et 

NeuAc(a2-3)Gal(B1-4)GlcNAc(R1-3)Gal ont été identifiés. 

Donald et Feeney (1986) après action d'une exo-glycosidase, 

récupèrent les mêmes composés et en font l'analyse en RMN du proton à 

500 MHz. 

D'autres travaux menés sur les membranes de cellules 

rouges, fortement Sd(a+), soumises à l'action de l'endo-B-galactosidase 

indiquent une fraction présentant une mobilité chromatographique similaire 



au pentasaccharide actif (Yates et al., non publié). L'étude en RMN du 

proton à 500 MHz, de la fraction réduite, révèle la présence d'au moins 2 

composés et un ensemble de signaux concordant avec la structure du 

pentasaccharide décrit ci-dessus. Bien que les structures n'aient pas été 

entièrement élucidées, elles montrent qu'une partie au moins des 

déterminants est du même type que ceux trouvés sur la glycoprotéine de 

Tamm-Horsfall avec le trisaccharide terminal lié à la N-acétylglucosamine. 

L'activité sda se retrouve dans l'urine de nombreux 

mammifères en particulier dans celle du Cobaye. Serafini-Cessi et 

Dall1O1io (1983) ont montré que les microsomes rénaux provenant de Cobayes 

contiennent une N-acétylgalactosaminyltransférase capable de transférer la 

N-acétylgalactosamine de 1'UDP-GalNAc à des structures possédant l'unité 

disaccharidique terminale : NeuAc(a2-3)GalB-. La biosynthèse de 

précurseurs à partir de cette enzyme s'est avérée très utile dans les 

tests d'inhibition permettant l'établissement des principales structures 
a 

réagissant avec le sérum humain anti-Sd (Donald et al., 1987). 

Les trisaccharides sialylés : NeuAc(a2-3)Gal(Rl-4)Glc et 

NeuAc(a2-3)Gal(R1-4)GlcNAc ont servi de substrats accepteurs. Les deux 

tétrasaccharides obtenus, identifiés par méthylation et RMN du proton à 

500 MHz, indiquent que la N-acétylgalactosamine a bien été transférée sur 

le galactose par une liaison (Bl-4), caractérisant l'enzyme comme une 

(RI-4)-N-acétylgalactosaminyltransférase (Soh et al., non publié). 

A l'aide de ces structures tétrasaccharidiques, d'analogues 

divers et du pentasaccharide actif sda dans des expériences d'inhibition 

de l'hémagglutination, il a pu être démontré (Donald et al., 1987) que la 

N-acétylgalactosamine et l'acide N-acétylneuraminique étaient tous deux 

essentiels à l'activité sda (Tableau VI, p.65). 

Le pentasaccharide responsable de l'activité Cad : 

GalNAc(Rl-4)~NeuAc(a2-3)]Gal(D1-3)[NeuAc(a2-6)]GalNAc 

isolé par Blanchard et al. (1983) et décrit par Herkt et al. (1985) réagit 
a 

aussi avec le sérum humain anti-Sd . 

L'activité biologique des deux pentasaccharides (Donald et 
al., 1983; Herkt et al., 1985) n'a pas été comparée dans un même test. - 



TABLEAU VI 

STRUCI'CJRES ET ACTIVITES SEROLOGIQUES DES OLIGOSACCHARIDES Sd(a+) ET DES 

CûHPOSES QUI LEUR SONT APPARENTES. 

Composé Structure 

Quantité minimum (pg/lOpl) 

donnant une inhibition com- 

plète de l'agglutination* 

III GalNAc(Bl-4)Gal(B1-4)GlcNAc(Bl-3)Gal >200 

a *Hémagglutination des cellules Sd(a++) par le sérum humain anti-Sd 

(d'après Donald et al., 1987). 



Cependant les résultats obtenus par ces deux équipes, indiquant une l 

activité inhibitrice vis à vis des sérums anti-sda tout à fait comparable, 

suggèrent que les structures internes Gal(R1-4)GlcNAc ou Gal(A1-3)GalNAc 

des oligosaccharides, ne modifient pas de manière significative l'activité 

du déterminant sda. 

L'unité trisaccharidique commune à ces deux antigènes 

aurait pu être seule responsable de l'activité sda. Mais le ganglioside 

GM (composé V du Tableau VI, p.65) qui contient cette unité terminale 
2 

n'est pas actif (Donald et al., 1987). 

Depuis, il est apparu que pour obtenir une activité sda 

maximale, il est essentiel qu'un résidu N-acétylhexosamine soit lié à 

l'unité trisaccharidique terminale. Le Tableau VI donne les structures et 

les activités sérologiques des oligosaccharides Sd(a+) et des composés qui 

leur sont affiliés. 



TRAVAUX PERSONNELS 



INTRODUCTION 

Les travaux antérieurement effectués par Blanchard et al. (1983) et 

Herkt et a1.(1983) ont porté sur l'identification de l'antigène de groupe 

sanguin Cad au niveau des érythrocytes. Six glycannes détachés par 

B-élimination de la glycophorine A d'érythrocytes humains de sujets Cad 

ont ainsi été isolés et identifiés par HPLC sur alkylamine et RMN du 

proton à 500-MHz. Les études structurales de ces oligosaccharides ont 

permis de démontrer que l'activité Cad était portée par une structure 

oligosaccharidique possédant un résidu GalNAc en position terminale non 

réductrice, conjugué au reste de la séquence par une liaison (Rl-4). 

C'est cette étude que nous avons poursuivie en essayant de mettre en 

évidence la présence de l'antigène de groupe sanguin sda dans les 

érythrocytes humains et dans les mucines urinaires compte tenu de la 
a relation structurale qui existe entre les déterminants Cad et Sd . Dans un 

deuxième temps nous avons étendu nos recherches à un autre milieu 

biologique: le méconium qui présente une forte réactivité vis à vis de 

1 ' antigène sda. Ce matériel biologique présente en outre 1 'avantage d'être 
disponible en plus grande quantité que les mucines urinaires. 

Ce travail est réalisé en collaboration avec le Centre National de 

Transfusion sanguine de Paris (Dr. J-P Cartron). 

1 - LA GLYCOPHORINE A 

A: Nomenclature 

Les glycoprotéines des membranes érythrocytaires ont été 

largement étudiées dans de nombreux laboratoires. Une nomenclature de ces 

glycoprotéines a été proposée par Anstee et a1.(1979), d'après leur 

mobilité électrophorétique observée par Laemmli (1970). Elle repose sur 

l'identification de quatre composés monomères majeurs : la glycoprotéine a 

(monomère de la glycophorine A), la glycoprotéine B (monomère de la 

glycophorine C), la glycoprotéine 1 et la glycoprotéine 6 (monomère de la 

glycophorine D). 



Les glycophorines A et B sont en relation étroite avec les 

antigènes de groupes sanguins MN et Ss respectivement (Gahmberg et al., 

1981; Lisowska, 1981; Dahr, 1981; Anstee, 1981). l 

B: Description 

l 

La glycophorine A est la plus importante des protéines 

transmembranaires de l'érythrocyte humain (Bretscher, 1971; Furthrnayer, 

1975). Elle est constituée de 131 amino-acides portant 16 chaînes 

oligosaccharidiques, 15 liées à un résidu sérine ou thréonine et une liée 

à l'asparagine (Tomita et Marchesi, 1975; Tomita et al., 1978). Sa masse 
1 

molaire est de 31.000 daltons. Elle renferme environ 60 % de glycannes et 

est particulièrement riche en acide sialique: 25 %. La majeure partie des 

chaînes O-glycosidiques libérées par hydrolyse alcaline fournit un 

tétrasaccharide de structure : 
l 

NeuAc(a2-3)Gal(R1-3)[NeuAc(a2-6)]GalNAc (Thomas et Winzler, 1969) 1 , 

Cette glycoprotéine transmembranaire comporte trois domaines : 

- la séquence N terminale hydrophile, composée de 70 

aminoacides, à l'extérieur de la membrane et portant les 16 chaînes 

glycanniques; 

- une zone intermédiaire, très hydrophobe, contenant les 
aminoacides 71 à 92, associés aux lipides membranaires; 

- la partie C terminale de la protéine tournée vers le 

cytoplasme et pouvant agir avec les éléments cytoplasmiques. 

C - Caractérisation des glycophorines Cad et sda 

C - 1 : Isolement et spécificité 

Cartron et Blanchard (1982) ont montré par éléctrophorèse 

en gel de polyacrylamide en présence de sodium dodécyl sulfate (SDS) que 

les principales glycoprotéines des membranes érythrocytaires de sujets Cad 

(du premier donneur, Monsieur Caddinouche) présentent une mobilité 

anormale. Elle se traduit par une augmentation de la masse moléculaire 

apparente de : 



3.000 daltons pour la glycophorine A et 

2.000 daltons pour la glycophorine B. 

Du point de vue quantitatif, la distribution des 

glycoprotéines des érythrocytes Cad est similaire à celle des 

glycoprotéines des érythrocytes de groupe sanguin 5 pris comme contrôle 

(Dahr et al., 1976). 

Le protocole expérimental de purification des composants 

mernbranaires (Fig.14, p.70), responsables des activités de groupes 

sanguins Cad et sda a été établi par Cartron et Blanchard (1982). 

C - 2 : Les chaînes oligosaccharidiques isolées de la glycophorine de 

sujets Cad. 

Le traitement alcalin en milieu réducteur de la 

glycophorine A du donneur Cad, libère six oligosaccharides qui ont pu être 

isolés et identifiés après méthylation et RMN du proton à 500 MHz 

(Blanchard et al., 1983; Herkt et a1.,1985). La structure de quatre de ces 

oligosaccharide-alditols est la suivante : 

oligo 1 : NeuAc(a2-3)Ga1(01-3)GalNAc-01 

oligo 3 : GalNAc(Dl-4)[NeuAc(a2-3)]Gal(R1-3)GalNAc-o1 

oligo 5 : NeuAc(a2-3)Gal(Rl-3)[NeuAc(a2-6)]GalNAc-o1 

oligo 6 : ~al~~c(~1-4)[Neu~c(a2-3)]~a1(01-3)[NeuAc(a2-6)]Ga~NAc-ol 

L'oligosaccharide 6 est le constituant majeur. Les 

oligosaccharides 3 et 6 ne sont pas présents sur la glycophorine A des 

témoins étudiés et sont donc spécifiques du groupe sanguin Cad. 

D - Comparaison des chaînes O-glycosidiques de la glycophorine A 

provenant d'érythrocytes de groupe Sd(a-), Sd(a+) et Cad. 

Nous avons effectué une étude comparative des 

oligosaccharides alcali-labiles portés par la glycophorine A isolée 

d'érythrocytes Sd(a-), Sd(a+) et de deux autres donneurs Cad. Cette étude 

justifiée par l'association du déterminant Cad avec les sialoglyco- 



Membranes en suspension, 1 vol. 
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Fig 14 : Fractionnement des glycolipides et glycoprotéines de la m m b r a n e  éryduocyfaire 
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Glycophorin A was purified from the erythrocyte membranes of blood group Cad, Sd(a+) and Sd(a-) 
donors and the oligosaccharide alditols, obtained after alkaline borohydride degradation, separated by 
h.p.1.c. on an alkylamine silica gel column, were charactenzed by sugar analysis. Structure detemination 
of the major acid components by methylation analysis, g.1.c.-m.s. and 'H-n.m.r. indicated that the three 
blood group Cad red cells under study (samples Cad., Bui. and Des.) carry the same pentasaccharide 
GalNAc(B l-4)[NeuAc(a2-3)]Gal(/?i-3)[NeuAc(a2-6)]GalNAc-o1 (Cad determinant) but in different amounts. 
This pentasaccharide, however, was absent from glycophorin A of Sd(a +) and Sd(a -) donors, suggesting 
that the Sda determinant is not associated with glycophorins. It was calculated that glycophorin A from the 
original Cad donor (Cad.) carries about 12 O-glycosidically linked pentasaccharide chains per molecule 
whereas only 2-3 of these chains were present in the samples from the two other unrelated Cad individuals 
(Bui. and Des.) It is well known from quantitative agglutination studies that the proportion of red cells which 
can be agglutinated by the Dolichos bgorus lectin varies from one Cad blood sample to another. Some are 
completely agglutinated (Cad. donor) whereas others are only partially agglutinated (Bui. and Des. donors) 
suggesting that some red cells might not carry the Cad determinants. From the results presented above and  
sodium dodecyl sulphate/polyacrylamide-gel electrophoresis studies it is suggested that Cad red cells from 
Bui. and Des. do not carry a mixture of glycophorin A molecules with or without the Cad pentasaccharides 
but a spectrum of glycoprotein molecules with varying amounts of Cad determinants. 

The blood group Cad antigen is a carbohydrate 
detenninant carried both by sialoglycoproteins and 
gangliosides of the human red cell membranes (Cartron 
& Blanchard, 1982; Blanchard et al., 1985). The major 
O-glyCan isolated frorn Cad glycoproteins is a pentasac- 
charide ofstructure GalNAc(/31-4)[NeuAc(a2-3)]GaI(P1- 
3)[NeuAc(a2-6)IGalNAc (Blanchard et al. ,  1983) 
whereas glycophorin A from normal red cells carries 
predominantly a sialotetrasaccharide NeuAc(a2-3)Gal- 
(/jI -3)[NeuAc(a2-6)JGalNAc (Thomas & Winzler, 1969). 
A novel ganglioside probably derived from sialosylpara- 
globoside by addition of a PGalNAc residue was also 
recently identified on red cells from the original Cad 
donor as well as from two other unrelated Cad 
individuals (Blanchard et al. ,  1985). 

The Cad antigen is serologically and biochemically 
related to the Sd" blood group antigen. Indeed (i) Cad red 
cells are strongly agglutinated by human anti-Sda serum 
(Sanger et al . ,  1971) and both the glycoproteins and 
gangliosides isolated from Cad red cells inhibited this 
antiserum (Blanchard et al. ,  1985; Herkt et al. ,  1985), and 
( i i )  the same terminal non-reducing trisaccharide, 
GalNAc(/l'l-4)[NeuAc(a2-3)lGaI. has been characterized 
frorn Cad red cells and the Sda-active glycoprotein 
(Tamm-Horsfall glycoprotein) from human urine 

Ahhrevlarions used : SIX.  sodium dodecyl sulphaie: sialosylparaglobosi~ 
ol. N-;tcetylg;il;icios;iminiiol. 
: To wlic~in rcquchts I;ir rcprcrit\ hhould he sent. 

(Donald et al., 1983). However, the red ceIl component(s) 
carrying the Sda antigen has not yet been identified and 
the exact relationship between Cad and Sda specificities 
is still obscure. 

In this report we have analysed the alkali-labile 
oligosaccharides of glycophorin A purified from the red 
cells of two unrelated Cad donors and from individuals 
of Sd(a+) and Sd(a-) phenotype. We have also 
conducted sorne experiments in order to determine 
whether the mixed-field agglutination pattern observed 
after interaction between the Dolichos b$orus lectin and 
most of the Cad samples (Cazal et al . ,  197 1 ; Lopez et al., 
1975) represents a true mixture of antigen 'positive' and 
' negative' red cells. 

MATERIALS AND METHODS 

Neuraminidases from Vibrio cholerae ( 1  unitlml) and 
from Arthrobacter ureafaciens (0.02 unitslmg) were 
purchased from Behringwerke AG (MarburgILahn, 
Germany). Dolichos b~florus lectin was obtained from 
E.Y. Laboratories (Sochibo, Boulogne, France). NaBYH, 
(16 Ci/mmol) was from CEA (Gif-sur-Yvette, France) 
and En3Hance from New England Nuclear (Boston. MA,  
U.S.A.). X-ray films (RX) were from Fuji. The 
amino-AS-SA (5 Pm; 0.46 cm x 25 cm) h.p.1.c. column 

de, NeuAc(a2-3)Gal(/lI -4)GlcNAc(/lI -3)GitI(/iI -4)Glc-ceram~de: GalNAc- 
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Table 1. Carbohydrate composition of glycophorin A purified from Cad, Sd(a + ) and Sd(a - ) erythrocytes and itsp-eliminaîion products 

Sugar analysis was performed as described by Zanetta et al. (1972) using a Varian 1400 gas chromatograph equipped with a 
dame ionization detector. Trifluoroacetyl derivatives of methylglycosides were separated on a glass column (300 cm x 0.3 cm) 
filled with OV-210 5% silicon on chromosorb W(HP) DMCS, 100-200 mesh. Nitrogen flow was 7.5 ml/min; the column 
temperature was raised from 100 OC to 210 OC at 2 'Clmin. 

Molar ratio of carbohydrates 

Fraction 

Glycophorin A 
from donor: 
Cad. 
Bui. 
Sd(a + ) or Sd(a - ) 

8-Elimination products 
of glycophorin A from 
donor: 
Cad. 
Bui. 
Sd(a + ) 
Sd(a - ) 

Gal Man 

was purchased from Touzart et Matignon (Vitry-sur- 
Seine, France). 2H,0 (99.96 atom% *H) was from Aldrich 
(Milwaukee, WI, U.S.A.). Sd(a-) and Sd(a+) red cells 
were collected from blood donors a t  the Centre National 
de Transfusion Sanguine (Pans, France). Red cells from 
the original Cad individual (Cad., group B) (Cazal et al., 
1968) were kindly provided by Mme Monis, Centre de 
Transfusion Sanguine de Montpellier, France. Two other 
Cad positive samples (Bui., group B; Des.. group O) were 
obtained through the courtesy of Dr. Guimbretière and 
Dr. Assan (Centres de Transfusion Sanguine de Nantes 
and Cannes, France, respectively). 

Lipid-free glycophorin A from Sd(a -), Sd(a +) and 
Cad red cells was obtained by following a published 
procedure (Cartron & Blanchard, 1982). O-Glycosidically 
linked oligosaccharides were released by alkaline boro- 
hydride treatment (Blanchard et al . .  1983). Oligosac- 
charide alditols were desalted on a Bio-Gel P-6 column 
(1.5 cm x 90 cm) equilibrated in 0.5;; acetic acid and 
further fractionated by h.p.1.c. on an Amino-AS-SA 
column according to Herkt et al. ( 1  985). Characterization 
of the purified oligosaccharide alditols was achieved by 
t.l.c., analysis ofcarbohydratecomposition and g.1.c.-m.s. 
as described (Herkt et al.,  1985). 'H-n.m.r. spectroscopic 
analysis was performed after repeated exchange in 'H,O 
using a Brucker spectrometer operating at 400 MHz in 
the Fourier transform mode at probe temperature of 285 
and 300 K.  

Purified glycophorin A (50 pg) was incubated overnight 
with 0.01 unit of Vibrio cholerae neuraminidase in 50 pl of 
0.05 M-acetate buffer, pH 5.5, containing 0.009 M-C~CI,  
(buffer A) at 37 OC. The glycoproteins were then treated 
for 15 min at 37 OC with 0.01 M-sodium metaperiodate, 
reduced with 150 pCi of NaBWH, for 30 min at room 
temperature and desalted by passage over a column of 
Sephadex G-50 ( 1.5 cm x 15 cm) equilibrated and de- 
veloped in 0.5",, acetic acid. Fractions (0.5 ml) were 
tnonitorcd by couniing an aliquoi in a liquid-scintilln- 
tion counter and an:ilysed by SI~S/polyacryl;rinic~e-gel 
electropliorcsts as described below. 

Intact red cells were treated with increasing amounts 
(0-1 unit/ml) of neuraminidase either from Vibrio 
cholerae or from Arthrobacter ureafaciens. Following 
30 min incubation at 37 OC the supernatant obtained by 
centrifugation (1500g, 10 min) was filtered through a 
Millipore filter (0.45 /hm) and submitted to sialic acid 
analysis (Warren, 1959). 

Untreated or neuraminidase-treated cells (Vibrio 
cliolerac~; 0.1 unit/ml) were labelled with NaB3H, after 
periodate oxidation according to Gahmberg & Anderson 
(1 977). 

Membranes were obtained by hypo-osmotic lysis 
(Steck & Kant, 1974), solubilized in SDS and submitted 
to SDS/polyacrylamide-gel electrophoresis in a 10:1; 
polyacrylamide gel (Laemmli, 1970). Sialoglycoproteins 
were revealed by periodate/Schiff staining (Fairbanks 
ot al.. 197 1 ) or by fluorography performed by incubating 
the gel in En:'Hance scintillation cocktail and exposure 
to X-ray f lm at - 80 OC. Inhibition-hemagglutinatiori 
tests with human anti-Sda serum (Dr. Messeter, Lund, 
Sweden) were performed in microtitre plates as described 
before (Cartron & Blanchard, 1982). 

RESULTS 

Biological activity of glycophorin A from Cad, Sd(a+) 
and Sd(a - ) red cells 

Preliminary experiments using agglutination-inhibi- 
tion tests indicated that the glycophorin A purified from 
the original Cad donor (Cad.) inhibited strongly the 
agglutination of Cad erythrocytes (donor Des.) by the 
hurnan anii-Sd" antibody (0.12 pg  dry wt./40 pl total 
volume). About 25 times more glycophorin (3.10pg) 
frotn another Cad individual (donor Bui.) was required 
for complete inhibition ofthis antibody. The preparations 
from Sd(;i + ) and Sd(a - )  red cclls were inactive at the 
coticentration used ( > 50 pg/40 pl), suggesting that the 
Sei" detcrrriiriani i s  riot present on the glycophorin A 
ii~olcciilcs I'i-oiti thcsc doriors. 
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Fig. 1. Separation by h.p.1.c. of the oligosaccharide alditols 
obtained after alkaline borohydride treatment of glycopho- 
rin A from Cad (Cad., Bui., Des.), Sd(a +) and Sd(a-) 
donors 

P-Elimination products, desalted on a Bio-Gel P-6 column 
(90 cm x 15 cm) equilibrated in 0.5% acetic acid, were 
injected on an Amino AS 5A (0.4 cm x 25 cm, 5 pm) 
h.p.1.c. column. Separation occurred at 1 ml/min by 
isocratic elution for 25 min in acetonitrile/l5 mnr-phos- 
phate buffer, pH 5.2 (4: 1, v/v) followed by a linear 
gradient in which the ionic strength of the buffer increased 
at the rate of 0.6% (v/v)  per minute. Sugars were detected 
by U.V. absorbance at 200 nm. Only the relevant part of the 
elutions patterns (retention time 50-80 min) showing the 
separation of oligosaccharide 5 (NeuAc(a2-3)Gal(Pl- 
3)[NeuAc(a2-6)jGalNAc-ol} from oligosaccharide 6 {Gai- 
NAc(/~'l-4)[NeuAc(a2-3)]Gal(/l1-3)[NeuAc(n2-6)]Gal- 
NAc-01) are presented. 

Carbohydrate composition of  glycophorin A prepared 
from Cad, Sd(a + ) and Sd(a -) red cells 

We have shown earlier that the GalNAc content was 
much higher in glycophorin A isolated from the donor 
Cad. than from Cad-negative red cells (Cartron & 
Blanchard, 1982). The ratio NeuAc:GalNAc was 2.0 for 
Cad-riegative cells but only 1.0 for Cad-positive cells. 
However. the carbohydrate analysis of a glycophorin A 
preparation from the Cad-positive donor Bui. did not 
show a significant increase in GalNAc content as 
compared with glycophorin samples from Sd(a+) and 
Sd(a - )  donors (Table 1). Since the content of otlier 
sugars is similar in these sarnples it is suggested that only 
a few numbers of Cad pentasaccharides are present on 
Bui. erythrocytes. 

Analysis of  oligosaccharide alditols obtained by alkaline 
borohydride cleavage of  glycophorin A 

The oligosaccharide alditols released by alkaline 
borohydride degradation of glycophorin A preparation 
from Cad, Sd(a +) and Sd(a-) red cells were subrnitted 
to sugar analysis. 

As shown in Table 1 .  the sugar-alditols isolated from 
Cad donors Bui. arid Ciid. after 11'-elimination contain 
CialNAc i n  :idditiori to GiiINAc-01. The relative amount 
of GalNAc was 5 tiii~es higher in thc Cad. sample as 
coriip:ircd to tlic 13111 .;:iriiplc. A low ;iinourit of CialNAc 

was also present in thep-elimination producrs frorn Des., 
another Cad individual (results not shown). On the other 
hand, unreduced GalNAc was not detectable in the 
oligosaccharide alditols isolated from Sd(a+) and 
Sd(a -) red cells. 

Analysis of the oligosaccharide alditols from Cad. 
glycophorin A by h.p.1.c. on an alkylamine silica gel 
column resulted in the separation of six major acidic 
oligosaccharides (Herkt et al., 1985). The disialylated 
components were identified as the sialotetrasaccharide 
and the Cad-specific pentasaccharide (Blanchard et al., 
1983) (oligosaccharides 5 and 6, respectively, Fig. la). 
When /3-elirnination products of glycophorin A from 
Sd(a-) or Sd(a+) erythrocytes were submitted to this 
separation procedure only the tetrasaccharide (oligosac- 
charide 5) was identified (Fig. la). We were unable to 
detect any oligosaccharide with a retention time 
corresponding to that of the Cad-specific pentasaccharide 
(oligosaccharide 6) even using the highest U.V. absorbance 

Fig. 2. Polyacrylamide-gel electrophoresis of red cell membranes 
from control and Cad erythrocytes 

About 150 {ig of membrane protein solubilized in 
10 mhi-Tris/HCI, pH 6.8, containing 1 m~-EDTA and 5% 
SDS was loaded on the gel. Electrophoresis was performed 
at 40 mA constant current on a 1.5 mm thick gel slab 
containing IOn/;, (w/v) acrylamide and 0.27% (w/v) 
bisacrylamide with a stacking gel of 3% (w/v) in the 
discontinuous bumer of Laemmli (1970). The gel was 
stained by the periodate/Schiff procedure (Fairbanks et al. 
1971). Membranes are: 1 ,  control; 2. mixture of control 
(75 / t g )  and Cad. (75 pg); 3. Cad.; 4. Bui.; 5. Des. 
Nomericlature of sialoglycoproteins according to Anstee 
< I r  al. ( 1979): ;r? and a. respectively the dimer and monomer 
of glycophorin A :  4. inonomer of glycophorin H ;  aB. 
heterotliriier of glycoptioriris A and H. 
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Neuraminidase lunits) 

Fig. 3. Enzymic removal of sialic acids from control and Cad. red 
cells 

Cad. (O, 0 )  and control(iJ, .) red cells were subrnitted 
to neurarninidase frorn Vibrio cholerae (.,O) and 
Arthrobacter ureafaciens (O, O)  as described in the 
Materials and rnethods section. Sialic acid liberated in the 
supernatants was determined by the Warren (1959) 
procedure. 

sensitivity. The analysis of the oligosaccharide alditols 
from other Cad samples (Bui. and Des.) gave a similar 
qualitative pattern (Fig. 16) as compared with the 
original Cad pattern (Fig. la). However, the quantitative 
ratio of penta- versus tetrasaccharide (oligosaccharide 6 
versus 5) was stnkingly different. The ratio of 
oligosaccharide 6 to oligosaccharide 5 was 3.40 for Cad. 
and only 0.20 and 0.17 for Bui. and Des., respectively. The 
structure of oligosaccharides 5 and 6 were confirmed by 
g.1.c.-m.s. and 'H-n.m.r. analysis and shown to be 
identical with those identified previously (Herkt er a!., 
1985). The heterogenity observed on the oligosaccharide 
ratios was also noted when agglutination tests were 
performed with the Dolichos biflorus lectin, since red cells 
from Des. and Bui. showed a mixed-field agglutination 
with about 60% and 50%, respectively, of agglutinated 
erythrocytes whereas red cells from the original Cad 
donor (Cad.) were completely agglutinated. 

Since we have analysed the alkali-labile oligosacchar- 
ides from glycophorin A of the whole red ceIl population 
from Bui. and Des. we have no information on the dis- 
tribution of the pentasaccharides among glycophorin A 
molecules. The mixed-field agglutination suggested that 
some erythrocytescarry glycophorin A with tetrasacchar- 
ides (Cad-negative cells) whereas other cells carry 
mainly alkali-labile pentasaccharides (Cad-positive cells). 
In order to test this hypothesis we investigated the 
periodate/Schiff profile of membrane preparations from 
several Cad individuals after SDS/polyacrylamide-gel 
electrophoresis. 

SDS/polyacrylamide-gel electrophoresis of erythrocyte 
membrane glycophorins 

I t  is known that glycophorins A and B from donor Cad. 
show a decreased mobility in SDS/polyacrylamide-gel 
electrophoresis corresponding to an increase in the 
molecular mass of 3 and 2 kDa respectively (Cartron Rr 
Blanchard, 1982; Fig. 2, lane 3). When a mixture of 
Cad-positive (Cad. donor) and Cad-negative membrarics 
1s prepared and analysed by gel elcctrophoresis. IWO 

D. Blanchard and others 

well-separated bands of glycophorin A (band a) as well 
as glycophorin B (band 8) monomer are resolved (Fig. 2, 
lane 2). However, only one band in the regions of 
glycophorin A and B is detectable with the Bui. and Des. 
samples (Fig. 2, lanes 4 and 5) suggesting that these red 
cells d o  not carry two distinct populations of glyco- 
phorins. 

Taking advantage of the observation that sialic acids 
from Cad. donor red cells are partially resistant to 
neuraminidases from Vihrio cholerae and Arthrohacrer 
ureufacier~s (Fig. 3 )  we studied the incorporation of 3H 
(from NaB3H,) into preparations of glycophorin A from 
Sd(a -) and Cad samples after neuraminidase treatment 
and periodate oxidation. Incorporation of =H was low in 
periodate-treated glycophorin A from Sd(a-) cells 
(400 c.p.m./pg) when compared with the radioactivity 
incorporated into sialic acid residues still present on 
sialoglycoproteins from Bui. (1200 c.p.m.//cg) or Cad 
(2700 c.p.m./pg). SDS/polyacrylamide-gel electrophore- 
sis showed that the 3H label incorporated into Sd(a-) 
cells migrated as broad bands (Fig. 4, lane 1) the mobility 
of which was clearly distinct from those identified in Cad 
glycoprotein (Fig. 4, lane 3). In addition, the bands from 
the Sd(a - ) sample were faint whereas those from donor 

Fig. 4. Polyacrylarnide-gel electrophoresis of 3H-labelled glyco- 
phorin A preparation from Cad and Sd(a -) individuals 

Neurarninidasc-treated and 3H-labelled glycophorin A 
from Sd(a-). Bui. and Cad. donors were loaded on a 
10:; (w/v)  p~lyacrylarnide gel as described in the legend to 
Fig. 2. The gel was ireated for fluorography, dried on a 
tiltcr piper and exposed to Fuji R X  film. Neuraminidase- 
treated glycoptiorin A was from: 1 ,  Sd(a-); 2, Bui.; 3, 
Ckitf. a , ,  and a ,  stand for desialylated glycophorin A (a) 
dinieric iirid riionorneric Iorins respeciively. 
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Cad. were of strong intensity and migrated clearly, as 
expected for glycophorin A dimer and monomer. 
Interestingly, the glycophorin A from Bui. is seen as 
diffuse bands with an intermediate mobility and intensity 
(Fig. 4, lane 2). 

Very similar results were obtained after labelling of 
neuraminidase-treated red cells, indicating that glyco- 
phorin A from Cad. is also strongly labelled and displays 
an abnormal mobility whereas glycophorin B from Bui. 
and Des. is less intensely labelled and migrates as a broad 
band (results not shown). 

On human red cell glycoproteins the blood group Cad 
determinant is associated with alkali-labile pentasaccha- 
rides of which the structure has been recently elucidated 
(Blanchard et al., 1983). The presence of a (BI -4)GalNAc 
residue on these sugar chains results in the resistance of 
the (a2-3)-linked sialic acids to hydrolysis by neuramini- 
dases from Vibrio cholerae and Arthrobacter ureafaciens. 
This phenomenon is also observed with the CM, 
ganglioside which contains a closely related terminal 
non-reducing sequence (Harris & Thornton, 1978). In 
addition, the terminal PGalNAc unit provides the 
resistance of the Cad red cells towards infestation in vitro 
by the malarial parasite Plasmodium falciparum (Cartron 
et al., 1983). The findings described above were obtained 
using the red cells from the first case of Cad erythrocytes 
(Cad. donor) described by Cazal et al. (1968). In this 
report, we have provided further studies on two unrelated 
cases of Cad samples (Des. and Bui.) and both 
immunological as well as biochemical analysis demon- 
strate that these erythrocytes carry the same oligosaccha- 
ride determinants present on Cad. red cells, but in lower 
amount. The ratio of pentasaccharide versus sialotetra- 
saccharide was higher on glycophorin A from the original 
Cad sample (value 3.40) than on glycophorin A from Bui. 
and Des. (value 0.20 and 0.17 respectively). 

Since glycophorin A carries 15 alkali-labile sialotetra- 
saccharide chains (Tomita et al., 1978) we calculated that 
glycophorin A from the original Cad. donor carries about 
17 pentasaccharide structures whereas the same calcula- 
tioii sives 3-3 GalNAc-containing oligosaccharidechains 
per molecule of glycophorin A from Bui. or Des. Analysis 
of chymotryptic peptides derived from the glycophorin A 
of Bui. red cells showed that, in contras1 to the 
observation on M ,  reactive red cells where the additional 
GlcNAc residues are mainly present on sugar chains 
located in the N-terminal region of the molecule 
(Baumeister ef al., 198 l), the additional GalNAc residues 
responsible for blood group Cad specificity are randomly 
distributed among alkali-labile oligosaccharides 
(W.  Dahr. D. Blanchard & J. P. Cartron, unpublished 
work). Polyacrylamide-gel electrophoresis suggests that 
Cad erythrocytes from Bui. or Des., which exhibited a 
mixed-field agglutination pattern with the Doliclros 
hiflorir.~ lectin, carry a spectrum of glycophorin A 
inolecules substituted by variable amounts of GalNAc 
residues and not a mixture of GalNAc-positive and 
GalNAc-negative molecules. These results correlate with 
serological studies showing that there are no distinct 
subpopulations of Cad erythrocytes, since part of the 
scparated Cad-negative cells are again agglutinated hy 
[tic />olic~lro.r hifforrr.~ Iectiri (D.  Blanchard & J. P. Cartrori. 
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unpublished work). This finding is clearly different from 
the true mixed-field seen with Tn red cells, where there 
are two distinct subpopulations of cells, Tn-positive and 
Tn-negative, the latter k i n g  unagglutinable by Tn-specific 
reagents (Cartron et al., 1980). 

The Sda blood group determinant was identified as a 
carbohydrate structure carried by the urinary Tamm- 
Horsfall glycoprotein (Donald et al., 1983). It shares with 
the Cad determinant the GalNAc(B1-4)[NeuAc(a2-3)]- 
Cal sequence which explains the strong reactivity of Cad 
cells with the anti-Sda antibody (Sanger et al., 1971). The 
results presented in this study show that glycophorin A 
from Sd(a +) cells does not carry detectable amounts of 
the pentasaccharides present on Cad red cells. From 
recen t findings we suggest that the Sda determinant of the 
red cells might be carried by red cell gangliosides rather 
than glycoproteins (Blanchard et al., 1985). It is therefore 
expected t hat the (pl -4)GalNAc transferases involved in 
biosynthesis of Cad and Sda antigens might also be 
different. (pl-4)GalNAc transferases were recently 
reported in guinea-pig kidney (Serafini-Cessi & Dall'Olio. 
1983) and in a murine cytotoxic T-cell line (Conzelmann 
& Kornfeld, 1984) and both enzymes were able t o  transfer 
['4C]GalNAc from UDP-[14C]GalNAc to human glyco- 
phorin as expected for the blood group Cad enzyme. 
However, experiments from Our group (Piller et al., 1985) 
suggest that the (pl-4)GalNAc from human kidney has 
a different substrate specificity since it isinactive towards 
native or partially desialylated and/or resialylated 
glycophorin A preparations. Further studies are required 
to identify the biochemical basis of Sda specificity. 

We are indebted to Mme M. Monis, Dr. L. Guimbretière and 
Dr. Assan (Centres de Transfusion Sanguine de Montpellier, 
Nantes and Cannes respectively) for providing us with the blood 
sarnples frorn Caderythrocytes, to J. M. Wieruszeski(Université 
des Sciences et Techniques de Lille 1, France) for 'H-n.m.r. 
iiiialysis nrid to Mme M. Huet for valuable technical assistance. 
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E : Conclusions 

1 - L'analyse structurale des chaînes oligosaccharidiques 
de la glycophorine A isolée des membranes érythrocytaires provenant de 

deux donneurs Cad (Bui. et Des. ) a permis de montrer la présence des 

oligosaccharides 5 et 6 caractérisés chez le premier donneur Cad 

(Blanchard et al., 1983; Herkt et al 1985). -' 

Cependant, la proportion de ces oligosaccharides est 

différente selon l'origine des échantillons Cad (Fig.1, article 1). En 

effet, alors que l'oligosaccharide 6 est le composant majeur de la 

glycophorine A du premier donneur Cad (rapport oligo 6/oligo 5 égal à 

3.4) ,  c'est l'oligosaccharide 5 qui prédomine chez les donneurs Bui. et 

Des. (rapports respectivement égaux à 0.20 et 0.17). 

En considérant que l'oligosaccharide 6 qui possède l'acti- 

vité Cad est distribué de façon uniforme sur la chaîne polypeptidique, 2 

ou 3 sites de O-glycosylation par molécule de glycophorine A, sont 

occupés par le déterminant pentasaccharidique Cad. Par contre sur les 

érythrocytes du premier donneur Cad, 12 des 15 sites de glycosylation 

sont occupés par le déterminant Cad. 

2 - Les tests d'agglutination par la lectine de Dolichos 

biflorus varient d'un échantillon à un autre. Les érythrocytes du premier 

donneur Cad sont totalement agglutinés alors que ceux des donneurs Bui. et 

Des. ne le sont que partiellement. 

Les érythrocytes Cad des donneurs Bui. et Des. ne 

constituent pas un mélange de molécules de glycophorine A, portant ou non, 

les pentasaccharides caractéristiques du déterminant Cad puisqu'il n'a pas 

été possible de détecter par électrophorèse en gel de polyacrylamide deux 

populations de glycophorine distinctes (Fig. 2, article 1). On peut penser 

alors qu'il existerait à la surface des érythrocytes, une distribution 

hétérogène du nombre des sites antigéniques. Les catégories Cad 2 et Cad 3 

définies par Cazal et al. (1971) résulteraient de la présence en quantité 

variable, de pentasaccharides portant le déterminant antigénique. 



3 - Ce pentasaccharide est toutefois absent de la 

glycophorine A des donneurs Sd(a+) et Sd(a-) suggérant que le déterminant 
a 

Sd n'est pas associé à la glycophorine. 

L'inhibition de la lectine de Dolichos biflorus par un 

extrait glycolipidique des membranes du donneur Cad ainsi que des études 

sérologiques basées sur la résistance aux protéases des déterminants Cad 

et sda ont montré que des composés de nature glycolipidique 
a participeraient également aux activités Cad et Sd . Ces observations ont 

permis la mise en évidence d'un nouveau ganglioside (Blanchard et al., 

1985b) dérivant du sialylparagloboside SPG, ganglioside principal des 

érythrocytes de donneurs témoins (Cad-). Ce nouveau ganglioside possède un 

résidu GalNAc supplémentaire et sa chaîne glucidique présente une analogie 

structurale avec les oligosaccharides déjà isolés de la glycophorine A du 

donneur Cad et de la glycoprotéine de Tm-Horsfall présente dans les 

urines Sd(a+) : 

GalNAc(Rl-4)[NeuAc(a2-3)]Gal(Ol-4)GlcNAc(Rl-3)Gal(Rl-4)Glc-Cer 

La réactivité antigénique des érythrocytes Sd(a+) est donc 

associée à des gangliosides présents en très faible quantité, impliquant 

une densité de sites antigéniques peu élevée, qui correspond bien à 

l'agglutination partielle et de faible intensité des érythrocytes Sd(a+) 

par les anti-sda. 

Piller et al. (1986) ont identifié une R-N-acétylgalactosa- 

minyltransférase dans le rein humain analogue à celle mise en évidence 

dans les extraits de reins de Cobaye et de lymphocytes T cytotoxiques de 

Souris (Serafini-Cessi et Dall'Olio, 1983; Conzelmann et Kornfeld, 1984a 

et b). Ils ont montré que l'accepteur pour le résidu GalNAc n'était pas la 

glycophorine A mais le sialylparagloboside et que la 

B-N-acétylgalactosaminyltransférase pouvait être le produit direct du gène 

sda. La transférase responsable de la biosynthèse de l'antigène Cad est 

sans doute différente puisqu'elle utilise à la fois le SPG et les 

glycoprotéines comme substrats. 



II - LES MüCIHES URINAIRES 

A - Introduction 

En 1982, Cartron et al. isolent à partir d'urines 

d'individus de groupe sanguin 0, une mucine possédant l'activité de groupe 
a 

sanguin Sd par chromatographie d'affinité sur colonne HPA-ultragel. Les 

auteurs purifient 8mg de mucines à partir de 100 litres d'urines. Cette 

molécule qui possède une masse apparente de 340.000 daltons, est résolue 

en une seule bande par électrophorèse en gel de polyacrylamide en présence 

de SDS après révélation au réactif de Schiff et oxydation périodique. 

Cette molécule n'est pas révélée par le bleu de Coomassie. 

La composition en sucre de cette glycoprotéine indique la 

présence de quantité importante de N-acétylgalactosamine, l'absence de 

mannose et des rapports molaires en galactose, N-acétylgalactosamine, 

N-acétylglucosamine et acide sialique de 2:2:1:2, respectivement. Sa 

composition en aminoacides par les concentrations élevées en sérine, 

thréonine, proline et alanine, caractérise une substance de type "mucine". 
a Cette mucine urinaire réagit avec les anticorps anti-Sd aussi fortement 

que la glycoprotéine de Tm-Horsfall isolée d'urines Sd(a+). Cependant, 

ces deux molécules présentent des compositions et des propriétés 

différentes. 

A partir de cette mucine, nous avons voulu isoler la partie 

glycannique porteuse de l'activité de groupe sanguin Sd(a+). I 

B : Matériels et méthodes 

B - 1 : Préparation de la mucine I 

Le fractionnement et la purification d'urines d'individus 

de groupe sanguin 0, ont été effectués au CNTS selon le protocole 

expérimental de Cartron et al. (1982). 

1 
B - 2 : Hydrolyse alcaline des chaînes glycanniques l 



Les chaînes glycanniques de la mucine ont été libérées par 

B-élimination : 

10 mg de mucines sont traitées par 20 ml de potasse 0,2 M 

renfermant du borohydrure de potassium 1 M à 45OC pendant 40 heures. 

Après neutralisation à l'aide de résine échangeuse de 

cations (Dowex 50x8, 25-50 mesh, forme H+) l'hydrolysat est évaporé trois 

fois en présence de méthanol pour éliminer les borates. 

B - 3 : Purification des oligosaccharide-alditols 

L'hydrolysat repris par 1 ml d'eau distillée est I 

chromatographié sur colonne de Biogel P-6 (1x87 cm). Les oligosaccharides 

élués par de l'acide acétique 0,5 % à un débit de 10 ml/heure, sont 

détectés en U.V. à 206 nrn. 

B - 4 : Tests d'agglutination par les lectines et les anticorps 

Les tests d'agglutination par les lectines et les anticorps 

effectués sur la mucine native et les fractions obtenues par B-élimination 

ont été réalisés au CNTS selon les protocoles expérimentaux décrits par 

Blanchard (1986). 

L'agglutination des érythrocytes par les lectines 

s'effectue en plaque de microtitration. On dépose dans les puits en forme 

de U 20 pl de lectine diluée en eau physiologique (dilution géométrique de 

raison 2 à partir d'une solution mère en général à 0,2 mg/ml) et 20 pl 

d'une suspension érythrocytaire à 2 % (v/v). Après incubation 1 heure à 
1 

température ambiante l'agglutination est lue, sur lame, au microscope. 

a Le sérum anti-Sd utilisé (don du Dr Messeter, Lund, Suède) 

possède une agglutinine anti-B et ne peut être utilisé, en test 

d'agglutination direct, qu'avec des hématies Cad+ de groupe A ou O. Le 

test se fait de façon identique à celui décrit ci-dessus en remplaçant les 

lectines par l'anticorps dilué à partir de sérum pur. 

Les érythrocytes Sd(a+) peuvent être agglutinés par 

1 'anti-sda par la technique utilisant une antiglobuline ( test de Coombs 

indirect). Pour ce faire, 25 pl de suspension globulaire à 5 % sont 



incubés, dans un tube à hémolyse de 5 ml, avec 25 pl d'anticorps dilué de 

1:l à 1:6 (v/v) pendant 1 heure à température ambiante. Après trois 

lavages en NaCl 0,15 M, 50 pl d'antiglobuline possédant une forte activité 

anti-complémént (don du Dr Sondag, Liège, Belgique) sont ajoutés au culot 

globulaire. Le tube est centrifugé (1000 rpm pendant 1 minute) et 

l'agglutination est lue sur lame, au microscope. 

B - 5 : Composition molaire en monosaccharides 

Les compositions en monosaccharides ont été effectuées 

par chromatographie en phase gazeuse après méthanolyse (MeoH/Hcl 0,s M); 

N-réacétylation et triméthylsilylation selon le protocole expérimental de 

Kamerling et al. (1975) modifié par Montreuil et al. (1986). 

C - Résultats 

L'hydrolyse alcaline en milieu réducteur de 10 mg de mucine 

a fourni par gel filtration sur Biogel P-6 deux fractions. Une fraction 

exclue (FI) et une fraction inclue (FII). La composition molaire en 

monosacchai.ides de ces deux fractions ainsi que les rendements en sucres 

sont reportés dans le Tableau VI1 (p. 77 ) . Sur la base de la nature des 
monosaccharides : traces de mannose et présence de GalNAc-01, la fraction 

II correspond aux glycannes liés O-glycosidiquement à la protéine. Les 

résultats que nous obtenons, montrent quelques différences avec ceux de 

Cartron et al. (1982) par la présence de fucose et de mannose qui 

n'avaient pas été détectés dans les premières analyses de sucres des 

rnucines urinaires. 

Les tests d'inhibition réalisés sur chacune des fractions 
a 

indiquent que la fraction légère FI1 inhibe le sérum anti-Sd d'avantage 

que la fraction FI. En conséquence, le déterminant antigénique sda : 

GalNAc(l31-4)[NeuAc(a2-3)]Gal(R1-4)GlcNAc(81-3)Gal- serait porté 

préférentiellement par les O-glycannes dans la mucine urinaire alors que 

dans la glycoprotéine de Tm-Horsfall se sont les N-glycannes qui sont 

responsables de cette activité (Donald et al., 1984). 

Les faibles rendements de la 8-élimination (libération de 

11 % de sucres) et le peu de matériel de départ (10 mg de mucine) nous ont 
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TABLEAU VI1 

CûMPOSITION MOIAIRJ3 ET POIDS DES FRACTIONS OBTENUES APRES CHRûMATûGRAPHIE 

SUR BIO-GEL P-6, DES OLIGOSACCHARIDES DES MUCINES URINAIRES, DETACHES PAR 

HYDROLYSE ALCALINE. 

- - - -  

Fractions Rapports molaires Poids 

(mg 

Fuc Ga1 Man GalNAc GlcNAc NeuAc GalNAc-01 

F native 0.3 1 0.3 0.3 0 .8  0.3 - 10 

FI 0.4 1 0.6 0.2 1 .4  0.4 - O. 35  

FI1 0.3 1 O. 1 0.2 0.9 O .  6 O. 3 0.40 

On prend le rapport molaire du galactose (Gal) égal à 1. 



malheureusement empêchés d'obtenir des résultats exploitables sur la 

séparation et l'identification d'oligosaccharide-alditols Par 

chromatographie liquide haute pression. 

III - LES EIUCINES HECONIALES 

A - Introduction 

Le méconium se définit comme les premières selles expulsées 

par le nouveau-né dans les 24 heures qui suivent sa naissance. Le matériel 

stérile, verdâtre et inodore .renferme des quantités élevées 

dloligosaccharides et de glycoprotéines de type "mucine" qui se trouvent 

en relation directe avec le métabolisme des antigènes tissulaires. Les 

lipides et les protéines sont présents en faible quantité, les protéines 

solubles, comme l'albumine, dérivent des sécrétions intestinales et du 

liquide amniotique (Young et a1.,1958). Le méconium est également composé 

d'éléments d'origine biliaire et intestinale qui participent à la 

circulation entéro-hépatique (Kinsella et Francis, 1971). Les débris 

tissulaires rencontrés proviennent de cellules desquamées de la bouche, de 

la peau, du tractus digestif et du "vernix caseosa" (Smith,1959). 

70 à 80% de la matière séche du méconium (Harries J.T., 

1978) est composée de glycoprotéines du mucus. La fraction soluble 

contient 80% des glucides totaux, avec une proportion en monosaccharides, 

similaire à celle du matériel de départ. Fraser et Clamp (1979) ont isolé 

deux fractions glycoprotéiniques, l'une de haut poids moléculaire ne 

contient pas de mannose, tandis que la seconde de poids moléculaire plus 

faible en renferme. Les glycoprotéines de haut poids moléculaire 

présentent de nombreuses chaînes glycanniques liées O-glycosidiquement. La 

composition en aminoacides de ces glycoprotéines est caractéristique : la 

serine et la thréonine sont les aminoacides essentiellement rencontrés 

dans la chaîne peptidique. 

Les études biochimiques réalisées sur le méconium ont 

permis d'isoler des substances à activité de groupes sanguins ABH, MN, 

Lewis, spécifiques à l'enfant, et de caractériser le déterminant 
a 

antigénique Sd (Morton et al., 1970). Ce matériel représente donc une 

source importante d'antigènes foetaux. 



Deux groupes de recherche se sont penchés sur l'isolement 

et l'étude structurale des glycannes issus des glycoprotéines du méconium. 

Strecker, en 1981, isole 15 oligosaccharides provenant du catabolisme 

des 0- et N-glycoprotéines (Herlant-Peers et a.). Sur la base des 

séquences oligosaccharidiques, les auteurs proposent que les enzymes 

suivantes : l'endo-N-acétyl-a-D-galactosaminidase, l'endo-B-D-galacto- 

sidase et l'endo-N-acétyl-R-D-glucosaminidase, interviennent dans la 

libération de ces oligosaccharides. Poursuivant leurs travaux, Strecker et 

ses collaborateurs décrivent la structure primaire de 12 glycoasparagines 

isolés du méconium (Cache et al., 1987). Ces structures se caractérisent 

par la présence de fucose en liaison (al-6) sur la N-acétylglucosamine, 

conjuguée à l'asparagine. Ce résultat expliquerait la faible activité de 

l'(al-6)fucosidase dans l'intestin foetal. 

Le groupe de Ten Feizi s'est intéressé aux glycannes des 

O-glycosylprotéines et plus particulièrement à la fraction dépourvue 

d'activité 1/i. Après hydrolyse partielle qui élimine l'acide sialique et 

le fucose, les auteurs isolent par, hydrolyse alcaline en milieu réducteur 

9 fractions glucidiques dont ils déterminent la séquence à l'aide de la 

spectromètrie de masse et de la résonance magnétique nucléaire du proton à 

500 MHz. 

Les motifs glucidiques ainsi isolés portent les 

déterminants antigéniques T: Gal(B1-3)GalNAc et Tn: GalNAc qui sont connus 

pour être associés à des antigènes tumoraux de certains adéno-carcinomes 

(Springer, 1984; Picard et Feizi, 1983 et 1984). 

Ces travaux préliminaires démontrent l'intérêt de l'étude 

d'un tel milieu, donnant accès à des constituants glucidiques de tissus 

foetaux qui pour certains d'entre eux sont proches de ceux rencontrés dans 

les tissus tumoraux. 

B - Fractionnement des oligosaccharide-alditols obtenus par 0-élimination 

du méconium 



Nos premiers travaux ont consisté en l'isolement des 

oligosaccharides obtenus par hydrolyse alcaline en milieu réducteur du 

méconium. La chromatographie en gel filtration de l'hydrolysat fournit 

deux fractions: une fraction lourde et une fraction inclue. Nous décrivons 

dans l'article qui suit les différentes méthodes de fractionnement des 

glycanne-alditols de la fraction inclue, par HPLC d'échange d'ions d'une 

part, de partage en phase normale puis en phase réverse d'autre part. 

Article 2 : 

C. CAPON, P. CACHE, Y. LEROY, G. STRECKER, J. MONTREUIL and B. FOURNET 

Isolation of the major O-glycosidically linked oligosaccharides obtained 

by alkaline borohydride degradation of human meconium glycoproteins. 
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SUMMARY 

Neutra1 and acidic oligosaccharides denved from human meconium glycoproteins by alkaline bo- 
rohydride degradation have been separated by high-performance liquid chromatography on a Micro- 
Pak anion-exchange column. In each class, oligosaccharides were purified by normal-phase (neutral 
and acidic oligosaccharides) and reversed-phase (neutral oligosaccharides) chromatography. Effec- 
tive separations of neutral oligosaccharides and acidic oligosaccharides were achieved. 

INTRODUCTION 

The intestinal glycoproteins of human meconium are characterized as high- 
molecular-mass compounds possessing many hundred covalently attached oli- 
gosaccharide units, which express a number of differentiation and oncofoetal car- 
bohydrate antigens [l-41. Studies carried out by Hounsell et al. [5] have 
established the structures of nine major mono- to tetrasaccharides, O-glycosidi- 
cally linked, from human meconium glycoproteins and from group O-secretors. 
The meconium glycoproteins treated by pronase were fractionated into Ii antigen 
enriched and depleted fractions. The latter fraction was subjected to mild acid 
hydrolysis to enhance the expression of the oncofoetal antigens. The asialo- and 
afucooligosaccharides were obtained, after base-borohydride degradation, by high- 
performance liquid chromatography ( HPLC ) on octadecylsilyl and aminopro- 
pylsilyl columns. 

This paper reports the separation of oligosaccharide-alditols obtained by al- 
kaline borohydride treatment of human meconium by different HPLC tech- 

0378-4347/88/$03.50 O 1988 Elsevier Science Publishers B.V 



niques: anion-exchange chromatography, partition chromatography on primary 
amine-bonded silica and reversed-phase chromatography. 

EXPERIMENTAL 

Glycoproteins and oligosacchurides 
The new-born meconium was prepared as described previously [6]  ; 0.51 g of 

carbohydrate material was treated with 0.1 M potassium hydroxide- 
1 M potassium borohydride for 18 h at 45 OC [ 71 . The resulting oligosaccharide- 
alditols were purified by gel permeation on a Bio-Gel P-6 ( - 400 mesh; Bio-Rad 
Labs., Richmond, CA, U.S.A. ) column (85 cm x 2 cm I.D. ) eluted with 0.5% acetic 
acid at  a flow-rate of 18 ml/h. The oligosaccharides were detected at  206 nm 
( LKB 2138 Uvicord S, Bromma, Sweden) . 

Separation of oligosaccharide-alditols from Bio-Gel P-6 fraction of alkuline boro- 
hydride degradation of human meconium glycoproteins by HPLC o n  quaternary 
amine-bonde& silica [8] 

HPLC was performed on a 10-pm Micro-Pak AX-10 column (50 cmX0.8 cm 
I.D.; Varian, Walnut Creek, CA, U.S.A. ) with a Spectra-Physics Model 8700 liq- 
uid chromatograph (San Jose, CA, U.S.A.) equipped with an LDC variable- 
wavelength detector (Spectro Monitor D, Milton Roy, Riviera Beach, FL, U.S.A.) 
connected to a Spectra-Physics Model 4100 computing integrator. 

For preparative chromatography, 48 mg of the Bio-Gel P-6 fraction (FII) were 
subjected to HPLC according to Paz-Parente et al. [9] .  

Each fraction, except the neutral oligosaccharide-alditols FII-N eluted with 
water, was purified by gel permeation on a Bio-Gel P-2 (200-400 mesh; Bio-Rad 
Labs.) column (92 c m x  2 cm I.D.) eluted with 0.5% acetic acid at a flow-rate of 
15 ml/h. The fractions were revealed with orcinol-sulphuric acid reagent [ 101 
on silica gel plates (pre-coated silica gel 60; Merck, Darmstadt, F.R.G. ) . 

HPLC separation of neutral oligosaccharide-alditols on primary amine-bonded silica 
HPLC was performed on a 5-pm Amino Zorbax column ( 25 cm x 0.94 cm I.D.; 

Du Pont de Nemours, Wilmington, DE, U.S.A.). A 11.5-mg amount of oligosac- 
charide-alditols FII-N dissolved in 100 pl of water was injected. The column was 
equilibrated with the initial solvent (acetonitrile-water, 70:30, v/v). After the 
injection, isocratic conditions were applied for 10 min with the initial solvent, 
followed by a linear gradient to acetonitrile-water (60:40, v/v) for 60 min and 
then isocratic conditions for 20 min. The flow-rate was 3 ml/min. The oligosac- 
charides were detected at  200 nm. 

HPLC separation of oligosaccharide-alditols from primary amine-bonded silica 
HPLC fractions on an octadecylsilyl-bonded column 

HPLC was performed on a 5-pm ODS Zorbax column ( 25 cm X 0.94 cm I.D.; 
Du Pont Instruments). Each fraction from primary amine-bonded silica HPLC 
was refractionated by reversed-phase chromatography. The column was equili- 
brated with distilled water. After injection, isocratic conditions were applied for 



15 min with the initial solvent (water), followed by a linear gradient to 
water-acetonitrile (90:10, v/v) for 120 min. The flow-rate was 3 ml/min. The 
oligosaccharide-alditols were detected at 200 nm. The chart speed of the integra- 
tor was 0.5 cm/min. 

HPLC separation of acidic oligosaccharide-alditols FII-1 and FII-2 on prirnary 
amine-bonded silica [Il] 

HPLC was performed on a 5-pm Amino Zorbax column (25 cm x 0.94 cm I.D.; 
Du Pont Instruments). The oligosaccharide-alditols FII-1 fraction ( 7.7 mg) dis- 
solved in water (80 pl) was injected into the column. The column was 
equilibrated with the initial solvent (acetonitrile-15 rnM potassium dihydrogen- 
phosphate adjusted to pH 5.2; 75:25, v/v) . After the injection, isocratic conditions 
were applied with the initial solvent for 25 min, followed by a linear gradient to 
acetonitrile-15 mM potassium dihydrogenphosphate (35:65, v/v) for 60 min and 
then isocratic conditions for 30 min. The flow-rate was 3 ml/min. The oligosac- 
charide-alditols were detected at  200 nm. 

Al1 the collected fractions were purified by gel permeation on a Fractogel TSK 
HW-40 column (25-40 pm, 36 cm x 1.6 cm I.D.; Merck) with a Shimadzu LC-5A 
liquid chromatograph equipped with an LKB Uvicord S 2138 detector and an SP 
6040 differential refractometer. Elution was carried out with 0.5% acetic acid at  
a flow-rate of 1 ml/min. 

Molar composition of oligosacchuride-alditols 
The molar composition of oligosaccharide-alditols was determined by gas chro- 

matography (GC) after methanolysis (0.5 M hydrochloric acid-methanol for 24 
h at  80 O C ) , N-reacetylation and trimethylsilylation according to Kamerling et 
al. [ 12 ] modified by Montreuil et al. [ 13 1. 

RESULTS AND DISCUSSION 

The separatiog of a mixture of oligosaccharide-alditols obtained by alkaline 
borohydride treatment of 510 mg of human meconium glycoproteins on a Bio- 
Gel P-6 column is shown in Fig. 1. The purification of the p-elimination products 
gives two fractions: 100 mg of FI and 87 mg of FII. The yield with respect to the 
starting material was 36%. The carbohydrate composition of these fractions was 
determined by GC (Table 1).  The fraction FI, corresponding to the high-molec- 
ular-mass oligosaccharides, is characterized by a small amount of N-acetylgalac- 
tosaminitol and the presence of mannose. The fraction FI1 possesses a molar 
carbohydrate composition in accordance with the structure of O-glycosidically 
linked oligosaccharides: a high content of N-acetylgalactosaminitol and a small 
amount of mannose residues. 

HPLC on quaternary amine packings of the fraction FI1 obtained by Bio-Gel 
P-6 chromatography of the alkaline boroh~dride treatment of human meconium 
results in two major fractions, the neutral fraction FII-N and the acidic fraction 
FII- 1 ( Fig. 2 ) .  The results of the preparative chromatography of 48 mg of FI1 and 
the carbohydrate compositions of the fractions are given in Table II. The use of 



F r a c t i o n  numbsr 

Fig. 1. Gel permeation of oligosaccharide-alditols obtained from human meconium glycoproteins by 
alkaline borohydride treatment on a Bio-Gel P-6. 

TABLE 1 

CARBOHYDRATE COMPOSITIONS AND MASSES OF FRACTIONS OBTAINED BY BIO- 
GEL P-6 CHROMATOGRAPHY OF OLIGOSACCHARIDES RELEASED BY ALKALINE 
BOROHYDRIDE TREATMENT OF HUMAN MECONIUM 

Fraction Molar ratio* Mass 
(mg) 

Fuc Cal Man GalNAc GlcNAc NeuAc GaiNAc-01 

FI 0.48 1 0.2 0.3 1.1 0.3 0.09 100 
FI1 0.48 1 0.12 0.15 1 0.23 0.46 87 

*The molar ratio of Ga1 was taken as 1; Fuc = fucose; GlcNAc = N-acetylglucosamine; NeuAc = N- 
acetylneuraminic acid; GalNAc-ol = N-acetylgalactosaminitol. 

T i m e  ( m l n )  

Fig. 2. Analysis of oligosaccharide-alditols obtained from p-elimination of human meconium (Bio- 
Gel P-6, FI1 fraction) on a 10- Pm AX-10 column. 
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TABLE II 

CARBOHYDRATE COMPOSITIONS AND MASSES OF FRACTIONS OBTAINED BY AX-10 
PREPARATIVE CHROMATOGRAPHY OF OLIGOSACCHARIDE-ALDITOLS RELEASED BY 
ALKALINE BOROHYDRIDE TREATMENT OF HUMAN MECONIUM (FII) 

Fraction Molar ratio* Mass 
(mg) 

Fuc Ga1 Man GalNAc GlcNAc NeuAc GalNAc-01 
- ~~~~~ - - 

FI1 0.48 1 0.12 0.15 1 0.23 0.46 48 
FII- N 0.61 1 0.13 0.16 0.71 - 0.44 11.5 
FII-1 0.53 1 0.12 0.14 1 .O8 0.38 0.44 7.7 
FII-2 0.47 1 0.17 0.09 0.89 0.58 0.39 2.5 
FII-3 0.45 1 0.18 0.08 0.82 0.38 0.15 0.5 
FII-4 0.44 1 0.37 0.18 0.90 0.15 0.03 0.27 

*The molar ratio of Ga1 was taken as 1. 

T i m e  ( m i n )  

Fig. 3. Analysis of neutral oligosaccharide-alditols (FII-N) obtained from 8-elimination of human 
meconium and anion-exchange chromatography on an Amino Zorbax column. 

a column filled with silica modified by an organic quaternary amine provides a 
recovery of 47.5% for the oligosaccharide-alditols. The major fraction consists of 
neutral oligosaccharide-alditols (50% ) . Fractions FII-1 and FII-2 have the same 
chromatographic mobility as monosialylated oligosaccharides and disialylated 
oligosaccharides [9] ,  and represent 34.3 and 11% of total oligosaccharide-aldi- 
tols, respectively. 

The neutral fraction (FII-N) from the AX-10 chromatography of oligosac- 
charide-alditols FI1 was subjected to HPLC using acetonitrile-water and alkyl- 
amine-modified silica. The effective separation of sixteen fractions was obtained 
in 80 min (Fig. 3) .  The carbohydrate composition and the mass of each fraction 
are given in Table III. The yield with respect to starting material (11.5 mg) was 
48.6%. 

In order to purify the oligosaccharide-alditol fractions obtained by HPLC on 
an alkylamine column, the fractions FII-N-3, -4, -5, -7, -8, -9, -10, -11 and -12 
were subjected to HPLC on an octadecylsilyl column with water and 
water-acetonitrile as solvent. The results of the chromatographic separation of 



TABLE III 

CARBOHYDRATE COMPOSITIONS AND MASSES OF FRACTIONS OBTAINED BY SEMI- 
PREPARATIVE CHROMATOGRAPHY OF NEUTRAL OLIGOSACCHARIDE-ALDITOLS (FII- 
N) RELEASED BY ALKALINE BOROHYDRIDE TREATMENT OF HUMAN MECONIUM 

Fraction Molar ratiof Mass 

FUC Ga1 Man 
(M) 

GalNAc GlcNAc GalNAc-01 

FII-N-O 
- 1 
-2 
-3 
-4 
-5 
-6 
- 7 
-8 
-9 
-10 
-11 
-12 
-13 
-14 
-15 
-16 

Tai1 

Recovery 

*The molar ratio of GalNAc-01 was taken as 1. 

T l m e  ( m i n )  

Fig. 4. Analysis of neutral oligosaccharide-alditols FII-N-7 obtained from fi-elimination of human 
meconium, anion-exchange chromatography and normal-phase partition chromatography, by re- 
versed-phase chromatography on a Zorbax ODS column. 



TABLE IV 

CARBOHYDRATE COMPOSITIONS OF FRACTIONS OBTAINED BY SEMI-PREPARATIVE 
CHROMATOCRAPHY ON OCTADECYLSILYL COLUMN OF NEUTRAL OLIGOSACCHA- 
RIDE-ALDITOLS FROM ALKYLAMINE-MODIFIED SILICA CHROMATOGRAPHY 

Fraction Molar ratio* 

FUC Ga1 Man GalNAc GlcNAc GalNAc-01 

FII-N-3-1' 0.5 1 - 0.5 1 - 
-2' 0.84 2.5 - - 2.5 1 
-3' - 1 - - 1 1 

FII-N-4-2' - 0.96 - - 0.90 1 
-3' 0.88 0.92 - 0.83 0.3 1 
-4' 3.4 4.2 0.6 1.6 4.2 1 
-5' - 1 - - 1.8 - 
-6' 0.56 1 - - 1.7 - 
-7' 1.1 1.2 o. 1 - 1 1 
-8' 0.8 0.8 - - 0.8 1 

FII-N-5-2' 1 0.94 - - 0.97 1 
-3' 0.99 1 .O - - 0.83 1 
-4' 1 2.1 0.42 - 3.7 1 
-5' 1.3 1.5 - - 1.8 1 

FII-N-7- 1 ' 1 1.5 - - 1 - 
-2' - 2 - - 1 1 
-3' 1.75 1.45 - - 1.45 1 
-4' 1.57 1.9 0.3 0.62 3.2 1 
-5' 1.3 1 - 1.45 1.56 1 
-6' 1 1.7 - - 1 1 

FII-N-8-2' 1.8 2 - - 2.1 1 
-3' 0.9 1.75 - - 1.37 1 
-4' 4 4.3 - - 6.5 1 
-5' - 4.7 - 1 5.9 1 

FII-N-9- 1' 2.7 3.4 3 2.7 1.5 - 
-2' O .8 1.54 - - 0.93 1 
-3' 0.3 1.7 - - 1.2 1 
-4' 0.9 1.7 0.17 0.42 1.3 1 
-5' 1 .O5 2.1 - 0.64 2.1 1 
-6' 1.46 1.6 - - 0.87 1 
-7' 0.99 1.5 - - 0.99 1 
-8' 1.6 1.8 - - 1.27 1 

FII-N-10-1' 1.25 1.6 0.25 0.25 1 1 
-2' 1.4 2 - - 1.87 1 
-3' 0.72 2.1 - - 2.9 1 
-4' 1.8 3.3 - 0.9 2.8 1 
-5' 1 1.7 - - 1,7 1 
-6' 1.9 2.7 - - 2 1 
-7' 1.6 1.1 - 0.2 0.9 1 

FII-N- 11-3' 0.75 1 - 0.5 1 1 
FII-N- 12-2' 1.5 2.47 0.26 0.2 2.1 1 

-3' 1.6 3.3 - 0.29 4 1 
-4' 2.3 3.6 - - 0.44 1 
-5' 3.1 3 - 1.9 2.9 1 
-6' 0.9 0.93 - 0.28 1.48 1 
-7' 1.73 2.7 0.36 - 2.23 1 

'The molar ratio of GalNAc-01 was taken as 1. 
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T i m e  (min)  

Fig. 5. Analysis of acidic oligosaccharide-alditols (FII-1) obtained from 8-elimination of human 
meconium and anion-exchange chromatography on an Amino Zorbax column. 

TABLE V 

CARBOHYDRATE COMPOSITIONS AND MASSES OF FRACTIONS RELEASED BY SEMI- 
PREPARATIVE CHROMATOGRAPHY ON ALKYLAMINE-MODIFIED SILICA OF ACIDIC 
OLIGOSACCHARIDE-ALDITOLS (FII-1) OBTAINED BY ALKALINE BOROHYDRIDE 
TREATMENT OF HUMAN MECONIUM 

Fraction Molar ratio* Mass 
( M I  

Fuc Ga1 Man GalNAc GlcNAc NeuAc GalNAc-01 

FII- 1 - 1 
-2 
-3 
-4 
-5 
-6 
- 7 
-8 
-9 
-10 
-21 
-12 
-13 
-14 
- 15 

*The molar ratio of GalNAc-01 was taken as 1. 

the major fraction FII-N-7 are illustrated in Fig. 4, and Table IV gives the car- 
bohydrate composition of each fraction. The use of a reversed-phase column pro- 
vides good purification of each oligosaccharide-alditol fraction obtained by HPLC 
on an alkylamine column. For instance, the peak FII-N-7 (Fig. 3 ) , which appears 
to be relatively pure from the alkylamine chromatography, gave six fractions (FII- 



T i m e  ( m i n )  

Fig. 6. Analysis of acidic oligosaccharide-aiditols (FII-2) obtained from B-elimination of human 
meconium and anion-exchange chromatography on an Amino Zorbax column. 

TABLE VI 

CARBOHYDRATE COMPOSITIONS AND MASSES OF FRACTIONS RELEASED BY SEMI- 
PREPARATIVE CHROMATOGRAPHY ON ALKYLAMINE-MODIF'IED SILICA OF ACIDIC 
OLIGOSACCHARIDE-ALDITOLS (FII-2) OBTAINED BY ALKALINE BOROHYDRIDE 
TREATMENT OF HUMAN MECONIUM 

Fraction Molar ratio* Mass 
(K )  

Fuc Ga1 Man Glc GlcNAc NeuAc GalNAc-01 

*The molar ratio of GalNAc-01 was taken as 1. 

N-7- 1 ' to -6', Fig. 4 ) on reversed-phase chromatography. Oligosaccharide-aldi- 
tels FII-N-3-3', FII-N-4-2' ,8', FII-N-5-2' ,3', FII-N-7-2' ,6', FII-N-8-2', FII-N- 
10-3' and FII-N-12-5' were found to be homogeneous on the basis of HPLC and 
of the monosaccharide molar compositions. 

In  the neutral fraction, the oligosaccharide FII-N-3-3' with galactose (Gal ) ,  
N-acetylglucosamine (GlcNAc) and N-acetylgalactosaminitol (GalNAc-01) in 



a molar ratio of 1:l:l and the oligosaccharide FII-N-7-2' with Gal, GlcNAc and 
GalNAc-01 in a molar ratio of 2:1:1 possess the same carbohydrate composition 
of oligosaccharide fractions 0 4  and NI, respectively, isolated by Hounsell et al. 
[ 5 ] from meconium glycoproteins obtained from group O-secretors. 

Other neutral oligosaccharides with the same core structure were isolated by 
Hounsell et al. [5] but with an additional monosaccharide. It is the case for the 
oligosacc haride FII-N- 7-6', which has the same carbohydrate composition as both 
oligosaccharide FII-N-7-2' and N1 (Hounsell et al. [5]  ), plus an additional fu- 
cose residue. 

The acidic fraction FII-1 from AX-10 chromatography of oligosaccharide-al- 
ditols FI1 was subjected to HPLC using acetonitrile-15 mM potassium dihydro- 
genphosphate as solvent and alkylamine-modified silica. The effective separation 
of fifteen fractions was obtained in 90 min (Fig. 5). The carbohydrate composi- 
tion and mass of each fraction are given in Table V. Seven major fractions were 
obtained ( FII-1-1, -2, -3, -6, -7, -9 and -11 ) . The yield was 41.4%. Based on HPLC 
behaviour and carbohydrate compositions, fractions FII-1-1, -2, -3, -6, -7 and -9 
appear to be in a pure state. These oligosaccharides also possess the same core 
composition as oligosaccharide fractions isolated from mild acid hydrolysis of 
meconium glycopeptides by Hounsell et al. [5]  with additional sialic acid and 
fucose residues. The presence of Man and GalNAc-01 indicates that fraction FII- 
1-15 is a mixture of N- and O-glycosidically linked oligosaccharides. 

The acidic fraction FII-2 from AX-10 chromatography was analysed by HPLC 
on an alkylamine-modified silica, under the same conditions as for the acidic 
fraction FII-1. Thirteen fractions were obtained (Fig. 6). The molar carbohy- 
drate composition and the mass of each fraction are given in Table VI. The yield 
with respect to the starting material (2.5 mg) was 65.6%. This fraction FII-2 
shows that these oligosaccharides possess the same chromatographic mobilities 
as disialyloligosaccharides. 

However, several oligosaccharides do not contain 2 mol of sialic acid; this is the 
case for oligosaccharides FII-2-1, -3, -8, -10, -11 and -12. 

The presence of sulphate residues cannot be excluded. The carbohydrate com- 
position of fraction FII-2-13 shows the presence of Man. Like fraction FII-1-15, 
this fraction is a mixture of N- and O-glycosidically linked oligosaccharides. 

The combination of ion-exchange, normal-phase and reversed-phase chroma- 
tography allows one to prepare oligosaccharide-alditols from human meconium 
in good yields. These oligosaccharide-alditols are, at present, being studied for 
the primary structure determination. The antigenic activities of these oligosac- 
charides will also be studied. For instance, the ~li~osaccharide fractions FII-N- 
10-3', FII-1-6 and FII-1-9 contain a carbohydrate composition consistent with 
the glycan moiety of the antigenic determinant X found in human ovarian cyst 
glycoproteins [ 14 ] . 
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C - Structure primaire des oliqosaccharide-alditols majeurs obtenus 
par 8-élimination du méconium 

A l'aide des techniques dtHPLC décrites dans le paragraphe 

précédent, nous avons pu isoler de l'hydrolyse alcaline du méconium, une 

cinquantaine d'oligosaccharides neutres et une trentaine d'oligo- 

saccharides sialylés. Nous avons déterminé la structure primaire de 19 

oligosaccharide-alditols majeurs à l'aide de la perméthylation, de la 

spectrométrie de masse utilisant un mode d'ionisation par atomes neutres 

accélérés (FAB-MS : Fast atom bombardment-Mass Spectrometry) et de la 

résonnance magnétique nucléaire du proton à 400 MHz. 

Article 3 

C. CAPON, Y. LEROY, J-M. WIERUSZESKI, G. RICART, G. STRECKER, J. MONTREUIL 

and B. FOURNET 

Structures of O-glycosidically linked oligosaccharides isolated £rom human 

meconium glycoproteins. 
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Presented in part at the IXth International Symposium on Glycoconju- 

gates, July 6-11,1987, Lille, France. 

The abbreviations used are : HPLC, high performance liquid 

chromatography; GLC, gas-liquid chromatography; GLC-MS, gas-liquid 

chromatography combined with mass spectrometry; FAB-MS, fast atom 

bombardment-mass spectrometry; NMR, nuclear magnetic resonance; NeuAc, 

N-acetylneuraminic acid; GlcNAc, N-acetylglucosamine; GalNAc-01, 

N-acetylgalactosarninitol. 



The structure of the major O-glycosidically linked neutral and 

acidic oligosaccharides isolated from human meconium glycoproteins were 

established. Neutral and acidic oligosaccharides were released by 

alkaline borohydride treatment, purified by Biogel P-6 and fractionated 

by high performance liquid chromatography. 

This approach resulted in 50 neutral and 30 acidic oligosaccharides. The 

present study reports the primary structural analysis of five neutral 

oligosaccharides, ten monosialylated oligosaccharides, one monosialyla- 

ted monosulfated oligosaccharide and three disialylated 

oligosaccharides , by permethylation , FAB-MS analysis and 400-MHz 'H-NMR 

spectroscopy. 

The following structures are not been described previously : 





The intestinal glycoproteins of human meconium are characterized as 

high molecular weight compounds with numerous carbohydrate chains of the 

"mucin type". These mucins are a rich source of carbohydrate structures 

which express multiple blood group activities and occur as 

membrane-associated antigens, recognized by hybridoma antibodies (1-4). 

A previous study (5) described the structure of fifteen free 

oligosaccharides derived from catabolism of 0- and N-glycans 

accumulating in new born meconium. In the same group (6) the research 

has been extend to glycoasparagines with the description of thirteen of 

them by high resolution 'H-NMR spectroscopy analysis. From 

O-glycosidically linked glycoproteins, further studies (7) established 

the structures of nine major mono- to tetrasaccharides obtained after 

mild acid hydrolysis and base-borohydride degradation from meconium 

samples of group O secretors. These oligosaccharides were derived from 

meconium glycopeptides which had been depleted of 1 and i antigen 

activities. 

Recently (8), neutral and acidic oligosaccharide-alditols obtained by 

alkaline borohydride degradation of human meconium glycoproteins have 

been separated by HPLC on an anion-exchange column. The neutral fraction 

was purified by normal-phase and further reversed-phase chromatographies 

while acidic fractions were fractionated only by normal-phase 

chromatography. 

Thus, we have isolated several low molecular weight 

oligosaccharides of different size and composition and also isomers 

which Vary in linkage position or anomeric configuration. 

Using methylation analysis, 'H-NMR spectroscopy and FAB-MS, we propose 

the primary structure for 19 major oligosaccharides. 



lIATERIALS AND MEEHWS 

Preparation of new-born meconium glycoproteins. 

The new-born meconium glycoproteins were prepared as previously 

described (5) 

Release of oligosaccharide chains from meconium glyco~roteins with 

alkaline borohydride. 

Oligosaccharide chains were released from 510 mg of new-born meconium by 

20 ml of 0.1M KOH containing 1M KBH4 for 18h at 4S°C (9). The 

+ 
p-elimination reaction was stopped by addition of Dowex 50w-x8 (H ) 

until pH 5. After filtration, the filtrate was concentrated to dryness 

and boric acid was removed by repeated evaporation with methanol. 

Gel filtration chromatography. 

Gel filtration chromatography was performed on a column (2x85 cm) of 

Bio-Gel P-6 (-400 mesh; Bio-Rad Labs.) equilibrated with 0.5% acetic 

acid. Chromatography was at room temperature with a flow rate of 18 

rnl/h. The oligosaccharides were detected at 206 nm (LKB 2138 Uvicord S). 

HPLC separations. 

HPLC of oligosaccharide-alditols on quaternary amine packing, alkylamine 

and C-18 modified silica columns were previously reported (8). 

Molar composition of oligosaccharide-alditols. 

The molar carbohydrate composition was determined by gas-liquid 

chromatography (GLC) after methanolysis (0.5M HcI/M~OH, 24h, 80°C), 



N-reacetylation and trimethylsilylation according to (10) modified by 

(11). 

Methylation analysis. 

The oligosaccharide-alditols (10-50 pg) were methylated according to 

Ciucanu and Kerek (12) with methyl iodide, solid base (NaOH) and 

methylsulfoxide. The partially methylated and acetylated methyl 

glycosides were identified by GLC-MS according to (13). 

Fast atom bombardment-mass spectrometry of native oligosaccharide- 

alditols. 

A Kratos MS 50 RF high resolution mass spectrometer (Kratos Analytical 

Instrument, Urmstom, Manchester, UK.) equipped with a DS 90 (DGDG/30) 

data system was used in these studies. The mass spectrometer was 

operated at a 8-KeV accelerating potential. An Ion Tech Mode1 B 11 NF 

saddle field fast atom source energized with the B 50 current regulated 

power supply was used with Xenon employed as the bombarding atom 

(operating conditions: 7 - 3  KV, 1.2 mA). The mass range 2000 to 200 was 

scanned at lOs/decade. 

The native oligosaccharide-alditols (1-5 pg) were dissolved in 1 pl 

of distilled water and loaded on the copper tip with glycerol as matrix. 

The source housing was not heated (14). 

NMR analysis. 

Solutions of oligosaccharide-alditols were exchanged several tirnes in 

D O with intermediate lyophilisations. NMR spectral analysis of the 
2 

compounds (10-400 pg) in D O (99.95 atom % D, CEA France) was carried 
2 

out on a Bruker AM-400 WB spectrometer operating in the 

Fourier-transform mode at a probe temperature of 300 K. Chemical shifts 

are given relative to sodium 4,4 dimethyl-4-silapentane-1 sulfonate 



(indirectly to acetone in D20 6= 2.225 ppm) (lS).Resolution enhancement 

1 of H-NMR spectra was achieved by Lorentzian to Gaussian transformation. 

Isolation of oligosaccharide-alditols 

The purification by gel filtration chromatography on a Bio-Gel P-6 

column of products obtained after alkaline borohydride degradation of 

new-born meconium as described in detail in Our earlier report (8) gives 

two fractions FI and FII. 

The lower molecular weight oligosaccharide-alditols in fraction FI1 

possess a molar carbohydrate composition in accordance with the 

structure of O-glycosidically linked oligosaccharides. This fraction 

contains about 50% neutral oligosaccharide-alditols (FII-N). The acidic 

fractions FII-1 to -4 possess the same chromatographic behaviour as 

mono- to tetrasialylated oligosaccharides (16) and represent 34.3%, Il%, 

2.2%, 1.1% of total oligosaccharide-alditols respectively (8). 

The neutral fraction (FII-N) was subjected to HPLC on an 

alkylamine-modified silica column and sixteen fractions were obtained. 

The major ones ( FII-N-3, -4, -5, -7, -8, -9, -10, -11 and -12) were 

rechromatographied on an octadecylsilyl column. The acidic fractions 

FII-1 and FII-2 were fractionated on alkylamine modified silica column, 

fifteen fractions were obtained in the case of fraction FII-1 and 

thirteen fractions for FII-2 (8). In these conditions we isolated five 

neutral, ten monosialylated, one monosialylated monosulfated and three 

disialylated fractions. 



Structure determination. 

Fraction FII-N-3-3'.-The molar carbohydrate composition (Table 1) 

and the result of negative FAB-MS of native oligosaccharide with the ion 

at m/z 587 (WH)- allow to conclude at the presence of a trisaccharide 

in the fraction II-N-3-3'. Methylation analysis (Table 2) gives two 

di-0-methylglucosamine derivatives : 3,6-di-0-methyl and 4,6-di-0-methyl 

glucosamines, showing the heterogeneity of this fraction with the 

presence of two trisaccharides : Gal(1-4)GlcNAc(l-3)GalNAc-01 and 

Gal(1-3)GlcNAc(l-3)GalNAc-01. 

1 400-MHz H-NMR spectroscopy analysis confirms the presence of two 

trisaccharide-aldito1 isomers in this fraction. The chemical shift of 

H-2 of GalNAc-01 (6=4.287) demonstrates the sequence 

GlcNAc(p1-3)GalNAc-01. The identification of two separate anomeric 

protons for the N-acetylglucosamine residues (6=4.630 and 6=4.652 

respectively) and for the galactose residues (6=4.454 and 6=4.459 

respectively) allowed us to conclude that the one galactose residue is 

conjugated to GlcNAc with a (pl-4) linkage and one galactose residue is 

conjugated to GlcNAc with a (pl-3) linkage. The other parameters (see 

Table 3) are in accordance with data described previously (17) 

On the basis of these observations, the following structures are 

assigned to oligosaccharide fraction FII-N-3-3' : 

Fraction II-N-7-2'.- Carbohydrate,methylation analysis and FAB-MS 

in negative mode with a major peak at m/z 749 (M-H)- indicate the 

tetrasaccharidic nature of this oligosaccharide ( i g l )  Methylation 



CAR- CûHFûSITIONS OF NEUTRA., IK>NOSIALYLATgD, DISIALYUSTED AND 

MûNû!SIALYLAT&D ~ U L F A T E û  FRACTIONS OBTAZNHD BY ALKALINE BûRûEYDRIDE 

TREATHüNT OF H[RIAN n&CûNIW AND HmX3. 

Fractions 

-- - 

Molar ratio* 

*The molar ratio of GalNAc-01 was taken as 1. 



Fig.1-Fab-ms spectra of neutral oligosaccharide fractions: FII-N-7-2' 

and FII-N-7-6'. 



analysis of this tetrasaccharide yielded 2,3,4,6-tetra-0-methyl- 

galactose, 3,6-di-0-methylglucosamine and 1,4,5-tri-O-methylgalactosami- 

nit01 in a ratio of 1.6:1:0.7 respectively. These results suggest that 

the GalNAc-01 residue is substituted by one galactose residue and by one 

N-acetyllactosamine residue. In order to obtain information on the 

galactose and N-acetyllactosamine position on the galactosaminitol 

residue, the fraction II-N-7-2' "as subjected to 400-MHz 'H-NMR 

spectroscopy. 

The chemical shifts (Table 3) of GalNAc-01 H-2 and H-5 (6=4.390 and 

6=4.280 respectively) demonstrate that the GalNAc-01 residue is 

substituted by a (pl-3)Gal residue and by a (pl-6)GlcNAc residue. This 

core is substituted by an additional galactose residue (pl-4) linked to 

a GlcNAc residue ( H-1 of Ga1 6=4.469). The other data are in agreement 

with ( 17). 

These results are in favour of the following structure from 

fraction II-N-7-2': 

Gal(p1-4)GlcNAc(pl-6) 

\ 
Gal(p1-3) TalNAc-O1 

Fraction II-N-7-6'.-This fraction is constituted of a penta- 

saccharide as confirmed by GLC molar carbohydrate composition (Table l), 

methylation analysis : 2,3,4-tri-O-methylfucose, 2,3,4,6-tetra-0- 

methylgalactose, 3,4,6-tri-0-methylgalactose, 3,6-di-0-methyl- 

glucosamine and 1,4,5-tri-O-methylgalactosaminitol in a molar ratio : 

0.4: 1.1: 1.1: 1:O.g respectively and FAB-MS with the ion at 895 (M-H)- 

( g l ) .  These data associated with the results of 400-MHz 'H-NMR 

spectroscopy (Table 3) indicate that this oligosaccharide possesses the 



same primary structure as FII-N-7-2' with an additional fucose residue 

(al-2) linked to Ga1 in (pl-3) linkage to the GalNAc-01 residue. 

From the results of methylation, FAB-MS and 'H-NMR data, the 

following primary structure could be deduced: 

Fraction II-N-10-3'.-This fraction is a mixture of two branched 

oligosaccharide-alditols as shown by carbohydrate composition and 

methylation data, specially the identification of 1,4,5-tri-0- 

methylgalactosaminitol. The presence of 2,3,4-tri-O-methylfucose, 

2,3,4,6-tetra-O-methylgalactose and 6-mono-O-methylglucosamine in a 

ratio of 0.5:0.5:0.3 respectively indicates the presence in this 

fraction of a minor oligosaccharide with a branched structure Ga14- 

[Fuc3]GlcNAc. The identification of 1.7 residue of 3,4,6-tri-0-methyl- 

glucosamine yielded a major oligosaccharide with two terminal GlcNAc. In 

order to obtain more informations about the primary structure of these 

two oligosaccharide-alditols, the fraction II-N-10-3' was subjected to 

1 
400-MHz H-NMR spectroscopy. 

The major oligosaccharide-alditol of the fraction II-N-10-3' 

possesses the same structure as the fraction II-N-7-2' with two 

additional GlcNAc residues in non reducing position linked to Ga1 with 

(al-4) bound (18). The chemical shifts of structural-reporter group 

protons are reported in the Table 3. In regard to tetrasaccharide 

-aldito1 II-N-7-2' the addition of 2 GlcNAc residues conjugated by an 

(al-4) linkage to Ga13 and ~ a 1 ~ ' ~  gives the same difference of chemical 
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shift for H-1 of these two galactose residues ( 6=0.057 ppm).In addition 

the H-1 signal of ~ l c N A c ~  is shifted slightly downf ield ( 6.0.018 ppm) 

due to the presence of additional aGlcNAc residue on this branch. Al1 

other NMR parameters are in agreement with those already reported. 

Based on chemical and spectroscopic data, the primary structure of 

the major oligosaccharide-alditol was assigned : 

The NMR data cannot establish the structure of the minor oligosaccharide 

-aldito1 present in fraction II-N-10-3'. We determine some structural 

data: Gal(p1-4)[Fuc(al-3)]GlcNAc(pi-6) was demonstrated by chemical 

shifts of H-1 (6=5.116), H-5 (6=4.843) and CH3 (6=1.177) of fucose and 

by the influence of this monosaccharide on H-1 and N-acetyl protons of 

GlcNAc (6=4.568 and 6=2.055 respectively) and on H-1 proton of non 

reducing galactose residue (6=4.453). On the basis of methylation and 

NMR data we deduce the oligosaccharidic sequence as 

Ga~(~l-4)[Fuc(al-3)]GlcNAc(pl-6)GalNAc-o for one branch of the minor 

oligosaccharide-alditol. 

Fraction 11-1-1.- It is constituted by a pure branched 

trisaccharide-aldito1 as confirmed by GLC molar carbohydrate composition 

(Table l), methylation analysis : 1 residue of 4,7,8,9-tetra-O-methyl- 

neuraminic acid, 0.6 residue of 3,4,6-tri-O-methylgalactosamine and 

1 residue of 1,4,5-tri-O-methylgalactosaminitol (Table 2) and FAB-MS 

with the ion at m/z 716 (M-H)- (Fig.2). 



Fig.2-Fab-rns spectra of monoacidic oligosaccharide fractions: F-11-1-1, 

FII-1-6 and FII-1-9. 





NMR-analysis of fraction 11-1-1 shows data (Table 4) in agreement with 

results obtained by methylation. 

The presence of neuraminic acid residue in (a2-6)  linkage on GalNAc-01 

was clearly demonstrated by chemical shifts of H-3 ax (6=1.704) and H-3 

eq (6=2.731) (Fig.4). The low-field signal at 6=5.086 ppm can be 

assigned to H-l of GalNAc (al-3) linked to GalNAc-01 residue.The other 

signals (6=4.220, 6=4.042 and 6=4.073) were assigned to H-2, H-4 and H-5 

of aGalNAc in comparison with data already reported (19). 

On the basis of these observations the following structure 

is assigned to fraction 11-1-1 : 

NeuAc ( a2 -6 Z 
GalNAc(a1-3) TlNAc-O1 

Fraction 11-1-2.- On the basis of molar carbohydrate composition 

(Table 1) and of the result of negative FAB-MS of native 

oligosaccharide-alditol [ ion at m/z 7 16 (M-H) - 1  , it could be concluded 

that the fraction 11-1-2 is constituted by a trisaccharide. The 

identification of 1 mole of 4,7,8,9-tetra-0-methylneuraminic acid, 0.8 

mole of 3,4,6-tri-0-methylglucosamine and 0.6 mole of 1,4,5-tri-0-methyl- 

galactosaminitol (Table 2) demonstrates that the galactosaminitol 

residue is substituted in position C-3 by a GlcNAc or NeuAc residue and 

in C-6 by a NeuAc or GlcNAc residue. In order to specify the linkage of 

GlcNAc and NeuAc residues to GalNAc-01, the fraction 11-1-2 was 

subjected to 400-MHz 'H-NMR spectroscopy. 

From the NMR spectrum and parameters (Table 4) it could be concluded 

that the oligosaccharide-alditol FII-1-2 is identical to oligosaccharide 

R - 1  described by Breg et al. (20) in sialyl oligosaccharides £rom 



bronchial mucus glycoproteins. Typical chemical shifts for this glycan 

l 
are H-2 and H-5 of GalNAc-01 at 6=4.259 and 6=4.184, respectively, and 

H-3 ax (6=1.696) and H-3 eq (622.734) of NeuAc (a2-6) linked to 

GalNAc-01 residue. 

On the basis of these data , the structure of the oligosaccharide- 

alditol fraction is the following : 

Fraction 11-1-3.- The molar carbohydrate composition (Table l), the 

negative FAB-MS with a major ion at m/z 675 (M-H)- and the methylation 

analysis (Table 2) (0.9 mole of perrnethylgalactose, 1 mole of 

perrnethylneuraminic acid and 0.9 mole of 1,4,5-tri-O-methyl-galactosami- 

nitol) indicate that the trisaccharide 11-1-3 possesses the same 

structure as trisaccharides 11-1-1 and 11-1-2 in which galactose 

residue takes the place of GalNAc and GlcNAc residues respectively-The 

presence of 0.2 r~sidue of GlcNAc (Table 1) and of permethylglucosamine 

(Table 2) with the identification in negative FAB-MS of about 30% of ion 

at m/z 716 (M-H)- indicate that fraction 11-1-3 was contaminated by 30% 

of fraction 11-1-2. 

The NMR data of oligosaccharide-alditol 11-1-3 are identical to those 

described for a trisaccharide isolated from cow kappa-casein (21,22) 

with a branched structure Gal(p1-3)[NeuAc(a2-6)IGalNAc-01 and for an 

oligosaccharide of porcine submaxillary gland mucin (23). 

On the basis of these observations the following structure is 

assigned to the major oligosaccharide-alditol containing in FII-1-3 : 



Fraction 11-1-6.- This fraction is constituted of a mixture of 

three oligosaccharide-alditols: two tetrasaccharides and one 

pentasaccharide. This pentasaccharide (C) represents about 20% of total 

fraction as shown by the identification in negative FAB-MS of peak at 

m/z 1024 (M-H) - (Fig. 2), corresponding to one oligosaccharide with Fuc, 

Gal, GlcNAc, NeuAc and GalNAc-01 in equimolar proportion. This result 

was confirmed by the identification of 0.1 residue of fucose in the 

native fraction 11-1-6 (Table 1) and the identification of 0.2 residue 

of permethylfucose, 0.2 residue of 2,4,6-tri-O-methylgalactose, 0.2 

residue of 6-mono-O-methylglucosamine and 0.1 residue of 1,4,5,6-tetra- 

O-methylneurarninic acid (Table 2). From these results it could be 

concluded, that the (a2-3)sialyl-N-acetyllactosamine sequence is linked 

to GalNAc-01 in C-3 position and that the GlcNAc residue is substituted 

by an (al-3)F'uc residue. 

The two other oligosaccharides are isomers in the same proportion 

(peak at m/z 878 in FAB-MS), which differ by the linkage of non-reducing 

terminal galactose on N-acetylglucosamine in position C-4 and C-3 

(oligosaccharides A and B respectively) as desmontrated by the 

identification in methylation analysis of the equal quantities (0.40 

mole) of 3,6- and 4,6-di-0-methylglucosamine. The presence of the 

1,4,5-tri-O-methylgalactosaminitol (0.7 residue) indicates that these 

two tetrasaccharides are branched. 

These results are confirmed by the NMR-analysis of fraction 11-1-6 

(Table 4). The chemical shift values of H-3 ax (6=1.697) and H-3 eq 

(6=2.735) of NeuAc together with those of H-2 (6=4.261) and H-5 
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(6=4.182, 4.171) of GalNAc-01 are indicative of the core GlcNAc(P1-3)- 

[NeuAc(a2-6))GalNAc-01 for oligosaccharides A and B. From the chemical 

shif ts of the G ~ C N A C ~  structural-reporter groups : H-1 (&=4.635 and 

4.660) and NAc (6=2.077 and 2.067) in combination with chemical shifts 

of the Ga1 H-1 doublets (6=4.466 and 4.455), it is evident that the Ga1 

residues are (pl-4) and (pl-3) linked to G ~ C N A C ~  for oligosaccharides A 

and B respectively (Fig.5). The presence of a doublet of doublet for H-3 

3 of GlcNAc at 3.918 ppm is also in full agreement with a (pl-3) linkage. 

The NMR parameters for oligosaccharide C are in accordance with those 

already reported (47). 

On the basis of carbohydrate analysis, FAB-MS, methylation data and 

I 400-MHz H-NMR spectroscopy, the following structures and proportions 

can be assigned for the oligosaccharides in fraction FII-1-6: 

Fraction 11-1-7.- This fraction contains a mixture of two 

oligosaccharide-alditols as demonstrated in negative FAB-MS by a peak at 

m/z 1040 and m/z 1024 corresponding to two pentasaccharides with 2 Gal, 



1 GlcNAc, 1 NeuAc and 1 GalNAc-01 and 1 Gal, 1 Fuc, 1 GlcNAc, 1 NeuAc 

and 1 GalNAc-01 respectively. The negative FAB-MS and the carbohydrate 

analysis given in Table 1 allow to estimate that the ratio between the 

two oligosaccharide-alditols is 80:20 respectively. The primary 

structure of these oligosaccharides contained in FII-1-7 is demonstrated 

1 by the H-NMR spectroscopy (Table 4). 

For the major oligosaccharide-alditol (80%). the sanie 'H-NMR spectral 

features were reported previously for an acidic oligosaccharide derived 

from cow colostrum kappa-casein (24) with the following primary 

structure: N e u A c ( a 2 - 3 ) G a l ( p l - 3 ) [ G a l ( p l - 4 ) G l c N A c ( N - 0 1 .  

For the minor oligosaccharide-alditol (20%) we can determine some 

structural data: presence of Fuc(a1-2)Gal by the chemical shift of H-1 

(5.308) and CH (1.233) of fucose, presence of Neu~c(a2-6)GalNAc-01 by 
3 

the typical chemical shift of NeuAc H-3 ax (6=1.698) and NeuAc H-3 eq 

(6=2.733), Gal(p1-4)GlcNAc by the identification of the signal of methyl 

of acetamido at 6=2.078 for one GlcNAc residue (pl-4) substituted by a 

galactose residue. These data are in agreement with those described for 

an acidic oligosaccharide isolated from bovine submaxillary mucin (25) 

with the f ollowing pr imary structure: 

Fuc(al-2)~al(~l-4)G1cN~c(pl-3)[NeuAc(a2-6)]Ga~NAc-o~. 

These results indicate that these oligosaccharide-alditols from 

FII-1-7 possess the following primary structures: 



FII-1-9.- The molar carbohydrate composition (Table 1) and the 

result of negative FAB-MS of native oligosaccharide with the ion at m/z 

1024 (M-H)- (Fig.2) suggest that this fraction contains only one 

pentasaccharide with Fuc, Gal, GlcNAc, NeuAc and GalNAc-01 in equimolar 

proportion. However, the methylation data (Table 2) allow to identify 

two isomers. Indeed, the presence of 2,3,4,6-tetra-0-methylgalactose and 

6-mono-O-methylglucosamine in a ratio of 0.4:O.S respectively indicate 

the presence in this mixture of about 50% of an oligosaccharide with a 

branched structure Gal4[Fuc3]GlcNAc linked to GalNAc-01 in C-3 position. 

The identification of 0.5 residue of 3,4,6-tri-0-methylgalactose and 0.5 

residue of 4,6-di-0-methylglucosmine suggests the presence in the 

fraction 11-1-9 of about 50% of an other pentasaccharide with a linear 

branch Fuc(1-2)Gal(l-3)GlcNAc linked to GalNAc-01 in C-3 position. 

This fraction FII-1-9 was subjected to 400-MHz 'H-NMR spectroscopy. 

The NMR data (Fig.6) show also the presence of two pentasaccharide 

isomers in the same proportion. The chemical shift values for NeuAc H-3 

ax (1.696) and H-3 eq (2.732) in combination with the chemical shifts of 

GalNAc-01 H-2 and H-5 (see Table 4) are in agreement with the core 

structure GlcNAc(p1-3)[NeuAc(a2-6)IGalNAc-01. The structural-reporter 

group resonances of Fuc (6 H-1=5.131 and 6 CH3 =1.177) are 

characteristic for the following sequence Gal(pl-4)[Fuc(al-3)]GlcNAcf3l-. 

The N-acetyl signal at 2.106 ppm is characteristic of the structural 

element Fuc(al-2)Gal(p1-3)GlcNAc(pl-3)GalNAc-ol with GalNAc-01 





substituted in C-6 position. Al1 other NMR parameters are in agreement 

with those already reported (20). 

Based on chemical and spectroscopie data, the primary structure of 

these two oligosaccharide-alditols was determined : 

NeuAc ( a2 -6 

GalNAc-01 

FII-2-1.- In regard to molar carbohydrate composition (Table 1) 

particularly the identification of 1 mole of NeuAc, this oligosaccharide 

possesses an irregular chromatographic behaviour. The negative FAB-MS 

analysis gives the explication with the ion at m/z 1104 (M-H)- 

corresponding to a pentasaccharide with Fuc, Gal, GlcNAc, NeuAc and 

GalNAc-01 with equimolar ratio (m/z: 1025) and containing in addition, 

one sulfate residue (m/z: 80)(Fig.3). The permethylation of this 

oligosaccharide-aldito1 fraction 11-2-1 by the methyl-trifluoromethane 

sulfonate allow to identify two methyl ether derivatives corresponding 

to monosaccharides in non reducing terminal position : 1 mole of fucose 

(identification of 2,3,4-tri-O-methylfucose) and 1 mole of NeuAc 

(identification of 4,7,8,9-tetra-O-methylneuraminic acid). The presence 

of 6-mono-O-methylglucosamine is in agreement with the substitution of 

this monosaccharide by Ga1 and Fuc in C-4 and C-3 position. Finally, the 



Fig.3-Fab-ms spectra of diacidic oligosaccharide fractions: FII-2-1 and 

FII-2-7. 





identification of a residue of 2,4,6-tri-0-methylgalactose suggests that 

this monosaccharide is substituted by sulfate group in C-3 position . 
The 'H-NMR spectrum of fraction FII-2-1 (Fig.7 and Table 5) indicates 

the following primary structure: Gal(p1-4)[F'uc(al-3)]GlcNAc(pl-3)- 

[NeuAc(a2-6)IGalNAc-01 as described for the oligosaccharide-alditol 

FII-1-9 B. The chemical shift of H-3 proton of ~ a 1 ~ ' ~  (6=4.332) of 

oligosaccharide-alditol 11-2-1 in regard to the chemical shift of H-3 

proton of Ga1 4'3 (6=4.083) of oligosaccharide-alditol 11-1-6 C with 

NeuAc(a2-3)Gal shows a very important downfield shift ( 6=0.249) 

characteristic of a sulfation of non reducing galactose at C-3 position. 

The same observation can be done by comparaison of chemical shifts of 

H-4 (6.4.272) of ~ a 1 ~ ' ~  of oligosaccharide 11-2-1 and H-4 (6.3.928) of 

~ a 1 ~ ' ~  of oligosaccharide 11-1-6 A. 

Based on these results, the primary structure of the monosulfated 

monosialylated oligosaccharide-alditol is : 

FII-2-2.- Carbohydrate (Table l), methylation (Table 2) and 

negative FAB-MS analysis show that the oligosaccharide-alditol contained 

in FII-2-2 is a pure classical tetrasaccharide. The presence of 

2,4,6-tri-0-methylgalactose, 4,7,8,9-tetra-O-methylneuraminic acid and 

1,4,5-tri-0- methylgalactosaminitol in a molar ratio 1:1.8:0.7 suggest 

the classical primary structure NeuAc3Gal3[NeuAc6]GalNAc-ol for this 

oligosaccharide (21). The NMR parameters (Table 5) confirm this 

hypothesis . 



On the basis of these data, we assign the following structure to 

oligosaccharide-alditol fraction 11-2-2: 

F-11-2-4. -This fraction possesses an additional GlcNAc residue in 

regard to the fraction FII-2-2 (Table 1). The methylation data presented 

in Table 2 suggest that oligosaccharide-alditol FII-2-4 contains an 

(a2-3)sialyl-N-acetyllactosamine branch linked to the GalNAc-01 residue. 

As oligosaccharide FII-2-2 we identifie 1 mole of 1,4,5-tri-0-methyl- 

galactosaminitol indicating that the second sialic acid residue is 

linked to GalNAc-01 in C-6 position. 

The ion at m/z 1169 (M-H)- in FAB-MS spectrum confirms the 

pentasaccharidic nature of the fraction 11-2-4. This fraction was 

sub jected to 400-MHz 'H-NMR spectroscopy . 
The NeuAc residue present in (a2-6) linkage to GalNAc-01 is 

characterized by the set of its H-3 chemical shifts (6 H-3 ax=1.698, 

6 H-3 eq=2.729). The NeuAc(a2-3)Gal sequence was demonstrated by 

chemical shifts of NeuAc H-3 ax (6=1.802) and H-3 eq (6=2.768) and the 

downfield shift of H-3 of galactose (6 H-3 =4.118). The core structure 

GlcNAc(p1-3)[NeuAc(a2-6)IGalNAc-01 can be deduced by the chemical shift 

values of H-2 (6=4.262) and H-5 (6=4.186) of GalNAc-01. The 

identification in anomeric region of the spectrum of two doublets 

demonstrates the p anomeric configuration of GlcNAc and Ga1 residues 

(6=4.626 and 6=4.540 respectively). This latter value is indicative of a 

~al(pl-4)~lc~~c~ as well as the chemical shift of the GlcNAc 
3 

structural-reporter group (6 H-1=4.626, 6 H-6=4.020 and 6 NAc=2.073). 



On the basis of these data we assign the following structure to 

FII-2-4 : 

Fraction FII-2-7.- Carbohydrate composition (Table 1) and 

methylation analysis (Table 2) showed that this oligosaccharide 

contained two terminal sialic acid residues and one terminal fucose 

residue. In regard to oligosaccharide fraction 11-2-4, this fraction 

contains 1 additional fucose residue linked to GlcNAc residue in C-3 

position ( rnethylation data: 0.5 residue of 2,3,4-tri-O-methylfucose, 

0.7 residue of 6-mono-O-methylglucosamine). 

The negative FAB-MS spectrum confirms the composition (Table 1) of this 

oligosaccharide with the ion at m/z 1315 (M-H)- (Fig.3). 

This fraction was sub jected to 'H-NMR spectroscopy . The NMR parameters 
are compiled in Table 5. As cornpared with the FII-1-9 B spectrum we can 

observe that FII-2-7 is an extension by a NeuAc(a2-3) linked to Ga1 
4 

residue. This is clearly demonstrated by the set of H-3 chemical shifts 

of NeuAc residue (6 H-3 ax=1.797 and 6 H-3 eq=2.760) and the effect on 

the chernical shifts of the ~ a 1 ~  structural-reporter group protons (6 

H-1=4.509 and 6 H-3=4.113). 

Based on these data, oligosaccharide fraction FII-2-7 was assigned 

the following structure: 



TABLE 3.  

'H-chemical shif ts of structural-reporter group protons of constituent 
monosaccharides for neutral oligosaccharide-alditols isolated from human 
meconium glycoproteins. 
Chemical shifts are relative to interna1 acetone (6 = 2.225 ppm in ' ~ ~ 0  
at 27OC). In the table-heading, the structures are represent by a 
short-hand symbolic notation: O = G~~NAC-ol,e= a-GlcNAc, = 0-GlcNAc, 
.= 0-Gal, O= a-Fuc. 
The type of linkage in is specified to be either (01-4) or 
(0-3) linked galactose residue. 

- -- 

Residue Reporter Chemical shift in 
group 

GlcNAc 
6 

~a1" 

GlcNAc 3 

H - 2  
H- 3 
H-4 
H- 5 
H - 6  
H - 6  ' 
N Ac 
H- 1 
H- 3 
H - 4  
H- 1 
H - 6  
NAc 
H- 1 
H- 3 
H - 4  
H- 1 
H - 4  
H- 1 
H - 4  
H- 1 
H - 6  
N Ac 
H- 1 
NAc 

GlcNAc 4,4,6 H- 1 

2 
NAc 

Fuc H-  1 
H - 5  

(a) A superscript at the name of a sugar residue indicates to which 
position of the adjacent monosaccharide it is glycosidically linked. 

The second superscript is used to discriminate between (1-3) or 
( 1 - 6 )  linked GlcNAc residue. 

n.d = not determined. 



T p E  4. 
H-chemical shifts of structural-reporter group protons of constituent 

monosaccharides for monosialylated oligosaccharide-alditols isolated 
from humen meconium glycoproteins. 
Chemical shifts are relative to interna1 acetone (6 = 2.225 ppm in 2 ~ 2 ~  
at 27OC). In the table-heading, the structures are represent by a 
short -hand symbolic notation : O = GalNAc-ol,e= a-GalNAc , = B-GlcNAc , . = 0-Gal, a=a-FUC, A = NeuAc (a2-3), O= NeuAc (a2-6). 
The type of linkage in is specified to be either (01-4) or 
(0-3) linked galactose residue. 

Residue Reporter Chemical shift in 

GalNAc-01 H-2 4.393 
H-3 3.916 
H-4 3.583 
H-5 n.d 
H-6 n.d 
H-6 ' n.d 
NAc 2.041 
H-1 - 
H- 3 - 
H-4 - 

G ~ C N A C ~  H-i - 
H-6 - 
NAc - 

~ a 1 ~ ~ ~  H-1 - 
H-3 - 
H-4 - 

~~1~~~ H-1 - 
H-4 - 

~ a 1 ~ ' ~  H-1 - 
H-4 - 

G ~ C N A C ~  H-1 - 
H-6 - 
NAc - 

G ~ ~ N A C ~  H-1 5.086 
H-2 4.220 
H-4 4.042 
H-5 4.073 
NAc 2.087 

NeuAc H-3ax - 
H-3eq - 
N Ac - 

NeuAc H-3ax 1.704 
H-3eq 2.731 

2 NAc 2.034 
FUC H- 1 - 

H-5 - 
CH - 

Fut 
3 

H-? - 
H-5 - 

CH 3 
- 

(a) See footnotes Table 3 .  



TABLE 5. 

'8-chemical shifts of structural-reporter group protons of constituent 
monosaccharides for monosulphated and disialylated oligosaccharide- 
alditols isolated frm human meconium glycoproteins. 
Chemical shifts are relative to interna1 acetone (6 = 2.225 ppm in 2~20 
at 27OC). In the table-heading, the structures are represent by a 
short-hand symbolic notation: = GalNAc-01, O= 0-GlcNAc, .= 0-Gal, 

= a-Fuc, = NeuAc (a2-3), = NeuAc (a2-6). 8 
The type of linkage in is specified to be either (81-4) or 
(01-3) linked galactose residue. 

Residue Reporter Chernical shift in 

GalNAc-01 H-2 
H-3 
H-4 
H- 5 
H-6 
H-6' 
N Ac 

Ga1 3(a) H- 1 
H- 3 
H-4 

6a14 ' H- 1 
H- 3 

3 
H-4 

GlcNAc H- 1 
H-6 

3 
NAc 

NeuAc H-3ax 
H-3eq 

6 
NAc 

NeuAc H-3ax 
H-3eq 

3 
NAc 

Fuc H- 1 
H-5 
CH, 

(a) See footnotes Table 3. 



DISCUSSION. 

Alkaline borohydride treatment of new born meconium release carbo- 

hydrates which represent 36% of starting material.The chromatography on 

a Bio-gel P-6 column allows isolation of an included fraction of 

oligosaccharide-alditols (16%) from meconium O-glycosyl proteins. The 

separation by HPLC on an anion-exchange column gave neutral oligo- 

saccharide-alditols which constitute the major fraction (50%) of 

oligosaccharides O-glycosidically linked from meconium. The acidic 

oligosaccharide-alditols have been separated in monoacidic (34%) and 

diacidic (11%) fractions. The remainder material (5%) contains more 

complex acidic oligosaccharide-alditols which we have not studied. 

The neutral oligosaccharide-alditol fractions are characterized by a 

high heterogeneity. Indeed, we separated 16 oligosaccharidic fractions 

by HPLC on alkylamine silica column. Nine of them have been 

refractionated by reversed-phase chromatography. As shown previously 

(8) ,  each fraction gave about 6 different compounds. 

This study describes the primary structure of major 

oligosaccharide-alditols : 5 neutral, 10 monosialylated, 3 disialylated 

and one monosulfated monosialylated oligosaccharide-alditols by using 

permethylation, FAB-MS and 400-MHz proton NMR spectroscopy. 

The oligosaccharide-alditol fractions FII-N-3-3' with Gal, GlcNAc 

and GalNAc-01 in a molar ratio of 1:l:l and FII-N-7-2' with Gal, GlcNAc 

and GalNAc-01 in a molar ratio of 2:l:l possess the same oligosaccharide 

sequence as oligosaccharide fractions 04 and N1 respectively described 

by Hounsell et a1.(7) from meconium glycoproteins obtained from group O 

secretors. These oligosaccharides have already been identified in human 



colonic rnucin (26), in human ovarian cyst glycoproteins (27-30) in 

bronchial rnucins (17,31-33) and in human seminal plasma (34). Other 

neutral oligosaccharide-alditols are isolated with the same core 

structure but with an additional fucose residue for the oligosaccharide 

fraction FII-N-7-6', two additional GlcNAc residue for one 

oligosaccharide present in FII-N-10-3' and one additional Fuc and GlcNAc 

res idues for the other oligosaccharide present in the same fraction 

FII-N-10-3'. The oligosaccharide fraction FII-N-7-6' has been shown in 

bronchial rnucins of patients with cystic fibrosis (31-32). 

In the fraction FII-N-10-3', the major oligosaccharide has been 

observed in the carbohydrate moiety of pig stornach ce11 line (18) while 

the minor oligosaccharide has not been previously described . With the 
Gal(p1-4)[Fuc(al-3)] sequence (pl-6) linked to GalNAc-01 this oligo- 

saccharide possesses the determinant of the blood group X antigen (45). 

Acidic oligosaccharide-alditols £rom human meconium glycoproteins 

have not yet been isolated. About the monosialylated trisaccharide-aldi- 

tols , the oligosaccharide fraction FII-1-3 has been described in 

several biological materials (23, 35-44), the oligosaccharide-alditol 

FII-1-2 is present in bronchial mucin from a patient suffering from 

bronchiectasis (Van Halbeek, H., unpublished results), in 

oligosaccharide structures of human colonic mucin ( 2 6 ) ,  in oligo- 

saccharides obtained from bovine submaxillary mucin (39, 40) and in 

human rectal adenocarcinorna glycoproteins (44). The oligosaccharide 

fraction FII-1-1 differs from oligosaccharide fraction FII-1-2 by 

aminosugar: GalNAc instead of GlcNAc. This oligosaccharide has also been 

described by Kurosaka et al. (44) . The disaccharide GalNAc(al-3)- 

GalNAc-01 (R2) described by Hounsell et a1.(7) in oligosaccharide- 

alditols from meconium can occur from the oligosaccharide fraction 

FII-1-1 : GalNAc(a1-3)[NeuAc(a2-6)JGalNAc-01 during the partial acid 



used to remove fucose and sialic acid. The oligosaccharides frorn 

fractions FII-1-6, FII-1-7, FII-1-9 were found in bronchial mcins (20). 

The oligosaccharide FII-1-6 A has also been described in human colonic 

mucin by Podolsky (26), as the oligosaccharide FII-1-6 C carrying the 

determinant of the blood group sialylated X antigen by Lamblin 

a1.(47). The oligosaccharide FII-1-6 B is a novel structure. - 
In the disialylated fraction, we found the classical 

tetrasaccharide FII-2-2 first described by Thomas and Winzler (35) and 

for numerous glycoproteins (36-38,43,46,48). The two other disialylated 

oligosaccharides FII-2-4 and FII-2-7 and the monosialylated 

rnonosulfated FII-2-1 are novel structures. Also present in fraction 

FII-2-7 is the determinant of the blood group X antigen. The 

oligosaccharide FII-2-1 possesses the same core structure as 

oligosaccharide FII-2-7 in which one sialic acid residue is replaced by 

one sulfate group linked to C-3 position of galactose residue. It is 

interesting to observe that except for oligosaccharide fractions FII-1-6 

C and FII-1-7 A, the monosialylated and disialylated oligosaccharides 

have the C-6 position of GalNAc-01 substituted by an aNeuAc residue 

indicating the high activity of the N-acetylgalactosarninide- 

(a2-6)sialyltransferase in foetal intestinal mucosa. 
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D - Etude des fractions glucidiques lourdes obtenues après hydrolyse 
alcaline du méconium 

D - 1 : Matériels et méthodes 

- L'hydrolyse alcaline en milieu réducteur et la 

préparation de la fraction lourde FI par gel filtration ont été décrites 

dans l'article 2; 

- Les constituants glucidiques de cette fraction ont été 
1 

séparés par chromatographie d'échange d'ions sur colonne d'AX-10 selon le 

protocole expérimental décrit dans l'article 2 (Expérimental); 

- Les compositions molaires en monosaccharides des 

différentes fractions glucidiques ont été effectuées après méthanolyse et 

chromatographie en phase gazeuse des méthylglycosides triméthylsilylés; 

- Les tests d'agglutination par les anticorps anti-sda ont 

été réalisés au CNTS et décrits dans le paragraphe B-2-4 concernant les 

mucines urinaires. 

D - 2 : Résultats et discussion 

La chromatographie d'échange d'ions sur colonne de Micropak 

AX-10 de la fraction lourde FI, obtenue par Biogel P-6 après hydrolyse 

alcaline du méconium, fournit 5 fractions : une fraction neutre et quatre 

fractions acides. Le Tableau VI11 (p.83) donne la composition en 

monosaccharides de chacune des fractions. Celles-ci se caractérisent par 

des concentrations importantes en fucose et la présence de 

N-acétylgalactosamine dans les fractions sialylées, qui peuvent en 
a conséquence contenir le déterminant de groupe sanguin Sd . 

Ceci est confirmé par les tests d' agglutination (Tableau 
a IX, p.84) qui indiquent une activité de groupe sanguin Sd importante dans 

les deux fractions les plus acides : FI-3 et FI-4. 

a Nous constatons que l'activité de groupe sanguin Sd du 

méconium n'est plus portée par les chaînes O-glycosidiques légères 
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TABLEAU VI11 

~ S I T I û N  MûLAIRJ3 DES FRACTIONS OBTENUES APRES CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE 

D' IONS SUR COLONNE DE MICROPAK AX-10, DES OLIGOSACCKARIDE-ALDITOLS DE LA 

FRACTION LOURDE (FI) DU MECONIüM. 

- 

Fractions Rapports molaires 

Fuc Ga1 Man GalNAc GlcNAc NeuAc GalNAc-01 

FI 0.5 1 O .  2 0.3 1.1 0.3 0.09 

FI-N 0.5 1 O .  2 O .  2 1.1 - 0.2 

FI- 1 0 - 4  1 0.3 O .  2 1.1 O. 1 O. 1 

FI-2 O .  5 1 0.3 O. 1 1.1 O. 1 O. 1 

FI-3 0.4 1 O .  2 0.2 O .  7 O .  1 O .  1 

FI-4 0.2 1 O .  2 O .  4 0.9 0.3 0.06 

On prend le rapport molaire du galactose (Gal) égal à 1. 



TABLEAU IX 

INHIBITION A L'AIDE DES FRACTIONS LOURDES DU WECONIW DE L'ACXLUTINATION 

DES ERYITMXXES Cad PAR LE SERW ANTI-sda. 

Inhibiteur 

Concentration minimum (pg/40p1) 

donnant une inhibition complète 

de l'agglutination 

FI 

FI-N 

FI- 1 



obtenues par 8-élimination, mais plus particulièrement, par des 

O-glycannes de masse moléculaire importante ou\et des fractions 

N-glycanniques. Ce résultat est à rapprocher de celui de Donald et al, 

(1984) qui démontrent que l'activité sda de la glycoprotéine urinaire de 

Tanun-Horsfall est portée par les N-glycannes. 

Les techniques classiques de séparation des 

oligosaccharides par chromatographie en phase normale ou en phase réverse 

ne nous ont pas permis d'isoler des oligosaccharides à partir des cinq 

fractions de la chromatographie d'échange d'ions. L'utilisation 

d'endo-8-galactosidase sur la fraction FI devrait nous permettre 
a d'identifier des motifs oligosaccharidiques, porteurs de l'activité Sd . 

E - Conclusions 

1 - Le traitement alcalin en milieu réducteur des 

glycopeptides du méconium, aboutit à une libération incomplète des 

glycannes. Nous ne pouvons donner d'explications à ces faibles rendements 

(36 % de sucres libérés). Aminoff et al. ( 1980) constatent que le nombre 

de résidus Ser et Thr glycosylés, la longueur des chaînes glycanniques et 

la proximité de résidus d'acide sialique, intervenaient dans le rendement 

de la libération des glycannes par hydrolyse alacaline. 

2 - Les premiers travaux que nous avons réalisés sur le 
fractionnement des oligosaccharide-alditols du méconium, nous indiquent 

une très grande hétérogénéité. En effet, sur la seule fraction légère, 

obtenue par gel filtration, nous avons pu, à l'aide des différentes 

techniques de chromatographie liquide haute performance, isoler un minimum 

de 46 oligosaccharides neutres, 15 fractions monosialylées et 13 fractions 

disialylées et/ou monosialylées monosulfatées. Les fractions 

oligosaccharidiques plus chargées n'ont pas encore été étudiées. 

Slomiany et al. (1984) observent la même hétérogénéité dans l'étude 

des mucines gastriques humaines et des mucines coliques de Rat, ainsi que 

Podolski (1985) dans l'étude des mucines coliques humaines et Klein et 



al. (1988), Breg et al. (1988), Van Halbeek et al. (non publié) dans les - 
mutines bronchiques. 

3 - Cette grande hétérogénéité de glycannes a pour 

conséquence, pour certains d'entre eux, l'isolement de trop faible 

quantité permettant une approche structurale. C'est ainsi qu'e nous n'avons 

pu étudier que les fractions majeures de quantité égale ou supérieure à 

301.19 

4 - Les études de structures primaires nous ont permis de 
décrire 19 oligosaccharides: 12 possèdent le noyau oligosaccharidique de 

type 3, 4 possèdent le noyau oligosaccharidique de type 2 et un possède le 

noyau oligosaccharidique GalNAc(a1-3)GalNAc. 

Ces structures présentent des éléments caractéristiques communs aux 

mucines gastriques, coliques et bronchiques déjà citées: la plupart 

d'entre elles possèdent un noyau oligosaccharidique de type 3. 

Pour la majorité des oligosaccharides sialylés, l'acide sialique se 

conjugue sur la GalNAc du point d'attache par une liaison (a2-6). Nos 

résultats sont à rapprocher de ceux de Slomiany et al. (1980) et 

Brockhausen et al. (1985) qui suggèrent vis à vis du noyau 

oligosaccharidique de type 3, une plus forte activité de l'(a2-6)sialyl- 

transférase responsable de la synthèse de chaînes oligosaccharidiques 

courtes, au regard de la (Al-6)-N-acétylglucosaminyltransférase. 

a 
5 - La détermination structurale de l'antigène Sd n'a pu 

être menée à son terme. Sa recherche nous a permis de le localiser 

uniquement par des moyens immunochimiques, sur les chaînes lourdes du 

méconium tandis que les techniques classiques d'HPLC se sont révélées 

insuffisantes pour mener à bien son isolement. Par contre, nous avons pu 

identifier au niveau des oligosaccharides FII-1-6 (C), FII-1-9 (B), 

FII-2-1 et FII-2-7, le déterminant de groupe sanguin X. 



CONCLUSIONS GENERALES 



Les recherches que nous avons effectuées sur les antigènes 

glucidiques de groupe sanguin s'inscrivent dans le cadre des thématiques 

du Laboratoire. 

Les conclusions générales que nous pouvons tirer de 

l'ensemble des travaux sont les suivantes : 

1 - L'étude des structures oligosaccharidiques des 

membranes érythrocytaires de différents donneurs Cad nous a permis, d'une 

part, de confirmer les travaux antérieurs de Blanchard et al. (1983) et 

Herkt et al. (1985) concernant la structure primaire du déterminant 

antigénique Cad : GalNAc(B1-4)[NeuAc(a2-3)]Gal(B1-3)[NeuAc(a2-6)]GalNAc, 

d'autre part, de mettre en évidence des différences quantitatives quant au 

nombre de sites de glycosylation, porteurs du déterminant Cad; 

2 - Les recherches de localisation du site de l'antigène 
sda de donneur Sd(a+) ont montré que ce déterminant ne se situait pas sur 

les glycoprotéines des membranes érythrocytaires mais plutôt sur des 

gangliosides (Blanchard et al., 1985). La structure primaire de 

l'extrémité terminale non réductrice de ce ganglioside porteur de 

l'activité sda est tout à fait similaire à celle de l'extrémité non 

réductrice du O-glycanne de la glycophorine Cad 

GalNAc(B1-4)[NeuAc(a2-3)lGal-. Cependant, cette unité trisaccharidique 

n'est pas responsable à elle seule de l'activité sda puisque le 

ganglioside GM2 qui contient cette même séquence trisaccharidique n'est 

pas actif (Donald et al., 1983); 

3 - Nous avons pu localiser l'activité de groupe sanguin 

sda dans les fractions O-glycosidiques légères, obtenues à partir de 

mucines urinaires de sujet Sd(a+). Ce résultat diffère de celui obtenu sur 

la glycoprotéine urinaire de Tm-Horsfall qui porte ce déterminant sur 

les structures N-glycanniques; 



a 4 - La recherche de l'activité de groupe sanguin Sd dans 

les rnucines méconiales et plus particulièrement sur les produits de 

R-élimination, indique qu'elle se situe sur des structures oligosaccha- 

ridiques lourdes. Les techniques d'investigation classiques à base de 

fractionnement par HPLC ne nous ont pas permis l'isolement de ou des 

oligosaccharides porteurs de l'activité. Il conviendrait d'envisager une 

autre approche expérimentale: 

l'utilisation de la chromatographie d'affinité, par exemple, nous 

permettant l'obtention de fractions enrichies en GalNAc terminale non 

réductrice (Helix aspersa , Salvia horminium ...) et l'emploi 

d'endo-0-D-galactosidase afin d'isoler le motif pentasaccharidique; 

5 - La fraction oligosaccharidique légère obtenue par 

hydrolyse alcaline en milieu réducteur de méconium ne présente pas 

d'affinité par les anticorps anti-Sda. Cependant, son étude s'est avérée 

particulièrement intéressante par la variété et la richesse des glycannes 

qu'elle possède. Nous avons pu ainsi isoler quelques oligosaccharides 

neutres déjà décrits dans la littérature et un certain nombre 

d'oligosaccharides acides décrits pour la première fois dans le méconium 

et dont quatre d'entre eux constituent des structures nouvelles; 

6 - Parmi les structures oligosaccharidiques décrites, 

certaines possèdent des activités de groupe sanguin corrune l'antigène X et 

le sialyl-X. Ces fractions oligosaccharidiques constituent des antigènes 

de différenciation et/ou des antigènes tumoraux. L'utilisation de ces 

marqueurs pour la production d'anticorps revêt une importance toute 

particulière dans les diagnostiques des cancers et le ciblage des drogues 

cytotoxiques; 

7 - L'étude des mucines méconiales doit se poursuivre au 

niveau des fractions légères mineures et des fractions lourdes dont nous 

n'avons ébauché que le fractionnement et qui représente 50 % environ du 

matériel glycoprotéique du méconium. Ces fractions lourdes renferment 

l'antigène Sda et probablement d'autres activités de groupes sanguins 

qu'il serait intéressant d'étudier. 
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