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



Il est à présent  bien établ i  q u e  les  ol igosaccharides,  d'origine végéta le ,  

bac tér ienne  ou fongique, sont  capables  d ' induire t o u t e  une g a m m e  d e  

modificat ions métaboliques re la t ives  aux r éac t ions  d e  défense,  à l a  c ro issance  

ou à l a  morphogénese. C e s  propr ié tés  biologiques remarquables  o n t  conduit  

ALBERSHEIM (ALBERSHEIM et al. 1983) à proposer l e  t e r m e  générique 

d'oligosaccharines, pour désigner les  f r agmen t s  act ifs .  

D e  t r è s  nombreux t r avaux  o n t  été réal isés e n  vue d e  reproduire puis d e  

généra l i ser  les  e f f e t s  des  ol igosaccharides déc r i t s  c o m m e  agen t s  biologiques. 

Pa r  cont re ,  les  a spec t s  moléculaires  d e  leur  mode  d 'ac t ion  n'ont p ra t iquemen t  

jamais  été abordés. C e s  préoccupations o n t  conduit  à un regroupement  

national,  sous l a  f o r m e  d 'une ac t ion  c o n c e r t é e  concernant  " l 'obtent ion,  l a  

s t r u c t u r e  et l e s  propr ié tés  biologiques d e s  ol igosaccharides pariétaux", 

réunissant  plusieurs labora to i res  y compr is  l e  nôtre,  jouissant ainsi d 'une 

c e r t a i n e  synergie d'action. 

Aborder ce thème impliquait la préparation, l'isolement et la caractérisation 

de molécules parfaitement définies, afin de pouvoir les  étudier précisément 

sur l e  plan biologique. 

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

oligogalacturoniques. C e  sont  des  molécules provenant  na tu re l l emen t  d e  

l 'hydrolyse d e  l a  m a t r i c e  pa r i é t a l e  au  cour s  d ' infect ions parasi taires .  C e s  

f r agmen t s  on t  une s t ruc tu re  s imple et ne  d i f f è ren t  les  uns des  a u t r e s  que  par 

leur  ta i l le  ou éventue l lement  par  la  na tu re  d e  leur e x t r é m i t é  non réduct r ice ,  

dépendant  e l le -même d e  leur mode d 'obtent ion  (hydrolyse ou 8 -élimination). 

De plus, leurs  propr ié tés  physico-chimiques o n t  été l a rgemen t  décr i tes .  Les  

ac ides  ol igogalacturoniques se ron t  donc  choisis c o m m e  premier  modèle  pour 

é tud ie r  et t en t e r  d e  mieux comprendre  leur mode d 'act ion.  

Une fois  résolus l e s  problèmes techniques d e  prépara t ion  et d e  vérif icat ion 

d e s  o l i g o g a l a c t u r o n a t e s ,  i l  est i n d i s p e n s a b l e  d ' a c q u é r i r  d e  n o u v e l l e s  

informat ions  r e l a t ives  à l a  conformat ion  spa t i a l e  d e  c e s  molécules. Dans ce 

but, une é t u d e  originale s e r a  e f f e c t u é e  e n  fa isant  appel  à une technique  

i mmunochimique. 



C e r t a i n s  t ravaux réa l i sés  au  labora to i re  (MORVAN 1982) o n t  mon t ré  que  les 

polysaccharides pec t iques  ac ides  e x c r é t é s  dans  l e  milieu d e  cu l tu re  d e  l a  

suspension cel lulaire  d e  Si lène  modifiaient  l a  c ro issance  d e s  cel lules  qui les 

produisaient.  Sur l a  base  d e  ces résul ta t s ,  l ' inf luence d e s  ol igogalacturonates 

sur  l a  croissance et sur  l ' excré t ion  d 'exopolysaccharides dans  l e  milieu d e  

cu l tu re  s e r a  é tud iée  sur  l e  m ê m e  modèle biologique. L e s  e f f e t s  d e  ces 

ol igosaccharides sur  l a  ma t r i ce  pa r i é t a l e  s e ron t  éga lemen t  étudiés,  a u  niveau 

d e  l 'excrét ion d e  ma té r i e l  pect ique,  l ' importance d e  l a  t a i l l e  d e s  f r agmen t s  

é t a n t  pr i se  en  considération. 

D 'aut res  t ravaux conce rnan t  les  propr ié tés  phytoprotec t r ices ,  é l i c i t r i ce s  de  

r é a c t i o n s  d e  d é f e n s e  et i n d u c t r i c e s  d e  c r o i s s a n c e  ou d e  r é p o n s e s  

morphogénétiques se ron t  e f f e c t u é s  à par t i r  d e  ces molécules,  dans d i f férents  

laboratoires .  Les  r é su l t a t s  obtenus  se ron t  présentés  et d iscutés  sommairement .  

Dans une  seconde pa r t i e  d e  n o t r e  t ravai l ,  nous nous in téresserons  à l a  

r eche rche  d'oligosaccharides végétaux produits en l ' absence  d 'organisme 

~ a t h o ~ e n e .  Il est e n  e f f e t  a p p a r u ,  t r è s  r é c e m m e n t ,  q u e  c e r t a i n s  

ol igosaccharides ~ a r i é t a u x  produits  lors  d e  l a  c ro issance  pouvaient  s e  

compor t e r  c o m m e  des  régula teurs  d e  croissance F R Y  et al. 1986). L a  

suspension cel lulaire  d e  Si lène cons t i t ue ra  no t r e  modèle,  pour t e n t e r  de  

m e t t r e  e n  évidence  et d e  ca rac t é r i s e r  sur l e  plan s t ruc tu ra l  d e s  espèces  

oligosaccharidiques, d iscuter  d e  leur  origine, et, à t e r m e ,  juger d e  leur 

i m p o r t a n c e  en  t emps  que  régula teurs  métaboliques. 

Afin d e  mieux s i tuer  l ' in té rê t  d e s  t ravaux en t r ep r i s  et l e  niveau des  résu l ta t s  

dé jà  acquis, l 'origine, l a  s t r u c t u r e  et l e s  propr ié tés  biologiques des  

ol igosaccharides végétaux endogènes  seront  présentés  dans  l e  préambule 

bibliographique. 



G E N E R A L I T E S  



Les  oi igosaccharides i ssus  d e s  parois  végéta les  appa ren té s  à l a  fami l le  d e s  

ol igosaccharines sont  d 'une p a r t  les  f r agmen t s  pect iques,  d ' a u t r e  pa r t  l e s  

f r agmen t s  xyloglucaniques. L 'ob je t  d e  ce chap i t r e  est d e  présenter  les  

connaissances ac tue l les  s'y rapportant .  Un t ro is ième groupe d'oligosaccharides 

est é g a l e m e n t  d é c r i t  ; i l  s ' a g i t  d e s  g l y c a n n e s  i s s u s  d e s  p r o t é i n e s  

N-glycosylées. Bien qu'ils n e  so ient  pas é tud ié s  e n  t a n t  que  f a c t e u r s  d e  

régulat ion chez  les  plantes, ce choix est dû à l a  p l ace  i m p o r t a n t e  que  nous 

leur  consacrons dans  l a  pa r t i e  e x  péri mentale.  

Nous n e  décrirons pas  ic i  les  ol igosaccharines issus d e s  organismes pathogènes 

( f3 -glucanes, chitosides),  ceux-ci ne  f a i san t  pas l 'ob je t  d e  n o t r e  travail.  

1. - LES OLIGOSACCHARIDES PECTIQUES 

A. - Source : la matrice pectique 

1 - Données structurales 

L e s  polymères pec t iques  on t  c o m m e  point commun d e  contenir  des  radicaux 

a -4-D galacturonopyranosyls  qui fo rmen t  d e s  enchaînements  dans  lesquels 

viennent  s ' in te rca ler  des  résidus a-2-rhamnopyranosyls. Ainsi les  homogalac- 

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

D-galacturonique. Ils sont  diff ici les  à i so ler  c a r  t r è s  peu solubles. Ils sont  

souvent  obtenus par  des  ex t r ac t ions  dras t iques  qui en t r a înen t  des  modifica- 

t ions s tructurales .  Ils sont  néanmoins s ignalés dans l e s  milieux d e  cu l tu re  d e  

suspensions cel lulaires  d e  t a b a c  (YAMAOKA et SATO 1977) et d 'érable 

(NOTHNAGEL et al. 1983, STEVENSON et al. 1986). 

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

rhamnogalac turonane  (r iche e n  résidus rhamnose), po r t an t  des  ramif ica t ions  d e  

type  xylane  ou arabinogalac tane  branchées au  niveau d e s  résidus rhamnosyls 

(fig. 1). Les  fonctions carboxyliques peuvent  ê t r e  e s t é r i f i ée s  par  d e s  

groupements  méthyls  ou plus r a r e m e n t  acétyls .  In situ, l es  subst i tut ions et les  

cha înes  la té ra les  n e  sont  pas r épa r t i e s  d e  façon homogène ; e l l e s  forment ,  

selon JARVIS (1984), d e s  blocs l e  long du réseau pec t ique  (fig. 2). Enfin, l e s  

pec t ines  peuvent conteni r  d e s  ac ides  phénoliques, l e  plus courant  é t a n t  l 'acide 



Le rhamnose  e s t  d i s p e r s e  p a r m i  l e s  r é s i d u s  d ' a c i d e  g a l a c t u r o n i q u e .  
On p e u t  o b s e r v e r  u n e  a l t e r n a n c e  Rha - G a l A U  a u  n i v e a u  d e s  p o i n t s  
d e  b r a n c h e m e n t s .  

. CkaEnes latérales 

R - a Ara 1+ 5ctAra 1 5aAra 1+ 
1- 

3 

La q u a n t i t é  d e  p o i n t s  d e  b r a n c h e m e n t  e s t  t r è s  v a r i a b l e .  

R3= PXyl 1 + p e u t  ê t r e  s u b s t i t u é  e n  0-2 p a r  d u  g a l a c t o s e  ou du  
f u c o s e .  

R 4 =  A p i  1 + 3  Api  1 + 

R3R4 s o n t  p a r f o i s  m a j o r i t a i r e s  d a n s  c e r t a i n e s  p e c t i n e s  peu  
communes. 

. Chat nes mgneures 

V o i r  DARVILL et  al. ( 1 9 7 8 ) ,  Mc NEIL e t  aL. ( 1 8 8 2 ) ,  SELVENDRAN 
( 1 9 8 3 ) .  

Figure 1 . - Constituants majeurs des polysaccharides pectiques 
d  ' a p r è s  JARVIS, 1 9 8 4 .  



Figure 2 . - Structure générale de pectines. 
(m)  galacturonanes rnëthyl-estérifiés ; ( 0 )  homogalacturon-mes ; 
cm) rnamnose ; (-1 galactanes la téraux ; (---) arabinanes la téraux.  

(d apres  JAKVIS, 19W). 



ferrul ique,  qui sont  f ixés par  d e s  liaisons covalentes  et peuvent  f o r m e r  d e s  

d imères  sous l 'act ion d e  l ' a c t iv i t é  peroxidasique. Ils cont r ibuent  ainsi à 
a u g m e n t e r  l a  rés i s tance  d e  l a  t r a m e  pec t ique  (FRY 1983). 

L a  p ré sence  d e  chaînes  la té ra les ,  d e  groupements  e s t e r s ,  d 'ac ides  phénoliques 

ainsi q u e  l a  ta i l le  des  séquences  homogalacturoniques cons t i t uen t  a u t a n t  d e  

p a r a m è t r e s  susceptibles  d ' inf luencer  l 'accessibi l i té  et l ' e f f i cac i t é  d e s  enzymes  

pectinasiques. 

2 - Propriétés physico-chimiques 

Ini t ialement ,  un grand nombre  d 'é tudes  o n t  été réa l i sées  sur  l e s  propriétés  

ché la t r i ce s  des  polysaccharides pec t iques  vis-à-vis du calcium. En e f f e t ,  l es  

pec t ines  s 'associent  au  ca lc ium e n  f o r m a n t  une s t r u c t u r e  ca rac t é r i s t i que  e n  

"d imères  d'egg-box" (JARVIS 1984) (fig. 3). C e t  agencemen t ,  qui se re t rouve  

é g a l e m e n t  a v e c  d 'au t res  polyé lec t ro ly tes  t e l  que  l ' ac ide  polyguluronique, 

about i t ,  à f o r t e  concent ra t ion ,  à l a  format ion  d'un gel  (fig. 4). C ' e s t  

l 'explicat ion l a  plus communémen t  admise  pour justifier l a  par t ic ipa t ion  d e s  

pec t ines  à l a  cohésion in terce l lu la i re .  

B. - Origine : les activités pectinasiques 

Les  propr ié tés  biologiques d e s  oli gosacchar ides  pec t iques  auront  d ' au t an t  plus 

d ' i n t é r ê t  que  leur présence  s e r a  possible i n  vivo. L a  présence  d 'acides 

o l i g o g a l a c t u r o n i q u e s  r é s u l t e  d e  l ' a c t i v i t é  h y d r o l a s i q u e  d e s  p e c t i n a s e s .  

Les  enzymes  pectolyt iques regroupent ,  e n  fa i t ,  un grand nombre  d 'espèces  

a y a n t  d e s  p r o p r i é t é s  c a t a l y t i q u e s  t r è s  s p é c i f i q u e s .  L e s  e x o -  e t  

endopolygalacturonases sont  capab le s  d'hydrolyser l ' ac ide  homogalacturonique. 

Les  endopecta te- lyases  sont  spécif iques du m ê m e  subs t r a t  mais  agissent  par  

6 -él iminat ion et génèrent  d e  l 'acide ga lac turonique  in sa tu ré  e n  C4-Cy Il 

e x i s t e  une sér ie  paral lèle  d ' enzymes  capables  d'hydrolyser l e s  pec t ines  

méthylées ,  ce sont  les  pect ine-hydrolases et les  pectine-lyases. Enfin, l e s  

g roupemen t s  méthyls  peuvent  ê t r e  él iminés sous l ' ac t ion  d e  pect ine-méthyl-  

e s t é ra ses ,  préparant  ainsi l e s  pec t ines  à l ' a t t aque  éventue l le  par l e s  

précédentes .  



Figure 3 . - Chélat de pectate de calcium. 
(1) liaisons intermoléculaires ; (II) liaisons intramoléculaires. 

Figure 4 . - Bssociatian en "egg-hx" des polygulurcmates avec le calcium. 
( 0 )  Ca++ ; (Ah / )  chaîne polyguluronate. 



Les  enzymes  capables  d e  géné re r  des  o l igogalac turonates  sont  ce l l e s  d e  type 

"endo", hydrolases ou lyases, ces ol igosaccharides seront  appelés s a t u r é s  ou 

insa turés  (double liaison e n  C -C ), selon qu ' in terv ient  l 'une ou l ' au t r e  d e  ces 3 4 
enzymes. 

Les  pec t inases  son t  présentes  c h e z  l a  p lupar t  d e s  bactéries ,  champignons et 

in sec t e s  pa thogènes  ; on les  t rouve  éga lemen t  c h e z  les  végétaux dans  ce r t a ins  

états p h y s i o l o g i q u e s  p a r t i c u l i e r s  t e l  q u e  l ' é l o n g a t i o n  c e l l u l a i r e  ou  l e  

mûrissement d e s  frui ts .  L e s  pect inases,  s é c r é t é e s  par  l e s  organismes  

pathogènes, ont  pour but d'hydrolyser l a  lamel le  moyenne r iche  e n  pect ines,  

d e  désorganiser  l e  t issu végéta l  et f ac i l i t e r  l ' infect ion e n  profondeur. Les  

h y d r o l a s e s  s o n t  l e s  p l u s  c o n n u e s ,  t e l l e  l ' e n d o p o l y g a l a c t u r o n a s e  d e  

Col le to t r ichum l indemutianum, parasi te du har ico t  (ENGLISH et al. 1972). 

Quant  aux pectate- lyases,  ce l le  d tErwinia  c a r o t o v o r a  (TANABE et al. 1984), 

f léau bac tér ien  d e  l a  c a r o t t e ,  est l a  plus f r équemment  décri te .  C e s  ac t iv i t é s  

sont  géné ra l emen t  associées à des  exoenzymes  et à d ' au t r e s  enzymes  

hydrolytiques de  l a  paroi végéta le  (cellulases, hémicellulases).  

L e  murissement d e s  frui ts ,  qui s ' accompagne  d e  l a  solubilisation du pool 

p e c t i q u e ,  est f a v o r i s é  p a r  l ' e x p r e s s i o n  d ' a c t i v i t é s  e s t é r a s i q u e s  e t  

polygalacturonasiques. L a  présence  d e  ces m ê m e s  enzymes  dans  l e s  tissus 

jeunes suggère leur  impl ica t ion  dans l a  c ro issance  du végétal .  P a r  exemple ,  

des  exopolygalacturonases sont  présentes  c h e z  l a  c a r o t t e  (KONNO et al. 1981, 

KONNO et al. 1989), l a  pêche  (PRESSEY et AVANTS 1973), l e  concombre  

(PRESSEY et AVANTS 1975). Toutes  hydrolysent  les  cha înes  pec t iques  par 

l ' e x t r é m i t é  t e r m i n a l e  non r é d u c t r i c e  et,  t r è s  d i f f i c i l e m e n t ,  l ' a c i d e  

digalacturonique. L a  présence  d 'endo-enzymes e s t  moins f r équen te  bien que  

I 'endopolygalacturonase a i t  été signalée dans les  pêches (PRESSEY et 

AVANTS 1973) et, plus r écemment ,  dans  les  ca ls  et t iges d e  lin, en  compagnie 

d e  la  pec t ine-méthyles térase  (GAFFE et al. 1989). 



C .  - Propr i é t é s  biologiques d e s  o l igogalac turonates  

1 - Signaux de d é f e n s e  

En 1978, HARGREAVES et SELBY décr ivent  l e s  propr ié tés  d'un e x t r a i t  

dialysable l ibéré par  au toc lavage  d 'hypocotyles d e  Phaseolus  vulgaris ,  capable  

d e  l ' ac t iva t ion  d e  l a  production d e  phytoalexines par  les  cel lules  d e  haricot .  

L a  m ê m e  année,  STEKOLL et WEST déc r iven t  I 'endopolygalacturonase d 'un 

champignon pathogène,  Rhizopus stolonifer ,  capable  d e  l ibérer  d e s  f r agmen t s  

pec t iques  à par t i r  d e  parois du ricin. RYAN (1978) i so le  à par t i r  d e  feui l les  d e  

t o m a t e  un f a c t e u r  d e  na tu re  pect ique,  inducteur  d e  l a  production d'un 

inhib i teur  d e  pro téases  (PIIF). L e  f a c t e u r  PIIF est un marqueur pro té ique  d e  

I ' é l ic i ta t ion  qui l imi t e  l 'act ion pro téoly t ique  d e  l 'organisme pathogène. L a  

m ê m e  é q u i p e  (RYAN et al. 1981)  m o n t r e  q u ' u n  f r a g m e n t  d e  

rhamnogalac turonane  (PM 200 000 env.), issu d e  parois  d e  ce l lu les  d 'é rable ,  

man i fe s t e  une ac t iv i t é  "PIIF". HAHN et al. (1981) isolent  un é l ic i teur  

endogène d e  parois d e  soja et démont ren t  que  l ' a c t iv i t é  é l i c i t r i ce  e s t  p o r t é e  

par  l a  f r ac t ion  polysaccharidique pectique. Depuis, d e  nombreux t ravaux sont  

consac rés  à c e s  f r agmen t s  et i l  est admis  que  leurs  propr ié tés  induct r ices  

i n t e rv i ennen t  au niveau de  l 'expression d e s  gènes  impliqués dans  l e s  réac t ions  

d e  défense  à l 'agression. 

2 - E f f e t s  d e  la taille 

 activité induc t r i ce  des  f r agmen t s  pec t iques  dépend d e  leur  taille.  L e s  

re la t ions  e n t r e  t a i l l e  et a c t i v i t é  o n t  été é tud iées  sur 4 t y p e s  d e  t e s t s  

biologiques : 

- l ' induction dans  l e s  co ty lédons  d e  soja d e  l a  biosynthèse d e  phytoalexines 

d e  type  isoflavonoïdes (NOTHNAGEL et al. 1983) ; 

- l ' induction dans l e s  cotylédons du r icin d e  l a  casbène-synthétase,  i n t e r -  

venant  dans  l ' é t ape  te rminale  d e  la  biosynthèse d e  l a  casbène,  phytoalexine 

d i te rpénique  (JIN et WEST 1984) ; 

- l ' induction dans  l e s  ge rmes  d e  concombre  d e  l a  biosynthèse d e  la  lignine 

(ROBERTSEN 1986) ; 



- la  biosynthèse dans  l e s  feui l les  d e  t o m a t e  d e  f a c t e u r s  protéiques inhibi teurs  

d e  p ro t éases  (BISHOP et ai. 1981, 1984). 

Les  t ro i s  premières réponses r e s t e n t  local isées au niveau du site d'infection, 

alors  q u e  l ' ac t iv i té  PIIF se t r a n s m e t  éga lemen t  a u  niveau d e  feui l les  non 

infec tées .  Autre  d i f férence ,  l ' induction d e s  phytoalexines et l a  lignification n e  

se produisent  qu 'à  pa r t i r  du nonasaccharide,  a lors  q u e  l ' ac t iv i té  PIIF se 

man i fe s t e  à par t i r  du t r iga lac turonate .  C e s  a c t i v i t é s  va lent  pour l e s  

oligosaccharides s a t u r é s  ou insa turés ,  ce qui indique q u e  l ' ex t r émi t é  te rminale  

non r éduc t r i ce  n ' e s t  pas  essent ie l le  pour l ' ini t iat ion d e s  réponses observées. 

3 - Effets morphogénétiques 

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

oligosaccharides pect iques.  L e s  t ravaux d e  GOLLIN et ai. (1984) sur l a  

floraison d'une len t i l le  d 'eau (Lemna gibba G 3 )  m o n t r e n t  que  ces composés, 

p r é p a r é s  p a r  h y d r o l y s e  p a r t i e l l e  ( e n d o p o l y g a l a c t u r o n a s e  ou d é g r a d a t i o n  

alcal ine)  d e s  exopolysaccharides d e  la  suspension ce l lu la i re  d 'érable,  inhibent  

l a  f loraison et s t imu len t  l a  mult ipl icat ion des  frondes. C e s  r é su l t a t s  sont  

conf i rmés  par ceux obtenus  a v e c  les  m ê m e s  f ragments ,  in t rodui t s  à faible 

dose (1 mgIl) dans  l e  milieu d e  cu l tu re  e n  p ré sence  des  combinaisons 

appropr iées  de  phytohormones,  sur  l ' induction f lora le  d e  couches  minces 

cel lulaires  d e  t a b a c  (TRAN THANH VAN et ai. 1985). 

4 - ~écan i srne  d'action moléculaire 

L e  mécanisme susceptible d'expliquer les  propr ié tés  biologiques d e s  f r agmen t s  

pec t iques  n'a pas e n c o r e  été élucidé. Un ce r t a in  nombre  d e  t r avaux  r écen t s  

suggèrent  l 'existence d e  r écep teu r s  membranai res  d e  polysaccharides. Ainsi, l a  

mycolaminarine, $-g lucane  fongique induc teu r  d e  l a  biosynthèse d e  

phytoalexines chez  l e  soja, se f i x e  aux membranes  ce l lu la i res  (YOSHIKAWA et 

ai. 1983). Un t r a i t e m e n t  pro téas ique  empêche  cette fixat ion,  ce qui suppose 

l ' implicat ion de  pro té ines  dans  le  phénomène d e  reconnaissance.  Concernant  

les  f r a g m e n t s  pect iques,  BAYDOUN et F R Y  (1985) o n t  é tud ié  leur  mobilité 

par marquage  radioac t i f ,  in jec t ion  (feui l les  de  t o m a t e )  et suivi de  l a  

radioact ivi té .  ~ ' a ~ r è s  les  résu l ta t s ,  les ac ides  ol igogalacturoniques d'un DP  

supérieur  ou égal  à 6 sont  incapables  d e  mobilité.  L e s  au teu r s  e n  déduisent  



que  l a  transmission à longue d is tance  d e  l ' e f f e t  "PIFF" est po r t ée  par  un 

a u t r e  f ac t eu r  que  l e s  f r agmen t s  pectiques. Ils n 'ont  cependant  pas  é tud ié  l a  

mobil i té  d e  plus p e t i t s  f ragments ,  qui possèdent  éga lemen t  une ac t iv i t é  P I F .  

5 - Effets chélateurs 

Les  é tudes  po r t an t  su r  les  propr ié tés  physico-chimiques des  o l igogalac turonates  

concernent  pr inc ipa lement  leur  compor t emen t  vis-à-vis des  ca t ions  divalents ,  

l e  ca lc ium en  par t icu l ie r ,  no tamment  pour préciser  l ' e f f e t  d e  l a  ta i l le  sur  les  

propr ié tés  observées  (chélation, egg-box). KOHN et LUKNAR, e n  1977, o n t  

mon t ré  l 'existence d 'une  re la t ion  inve r semen t  proportionnelle e n t r e  l a  t a i l l e  

et l ' ac t iv i té  calcique.  L 'a l lure  d e  cet e f f e t  p ré sen tan t  une  plus n e t t e  

décroissance à p a r t i r  du DP12 (fig. 5)  et d o n c  un changemen t  d e  

compor tement ,  l e s  au t eu r s  e n  on t  conclu que  l a  chélat ion et l'egg-box 

n ' é t a i en t  possible qu 'à  par t i r  d e  cette t a i l l e  et, qu 'en deçà,  seules  ex i s t a i en t  

l e s  fo rces  d e  type  é lec t ros ta t ique .  En 1982, REES a mon t ré  q u e  d e s  pec t ines  

con tenan t  des  séquences  homopolygalacturoniques d 'au moins 7 résidus 

galacturonosyls, a jou té s  à un gel  d e  p e c t a t e  d e  ca lc ium,  diminuaient  sa f o r c e  

d e  gel. L 'au teur  e n  a conclu que  ce ré su l t a t  cor robora i t  l 'hypothèse d e  KOHN, 

à savoir  que seuls  l e s  o l igogalac turonates  d 'une t a i l l e  d 'environ 14 résidus 

p o u v a i e n t  a d o p t e r  u n e  s y m é t r i e  Z 1  f o r m é e  d e  7 d i m è r e s  d ' a c i d e  

galacturonique. RINAUDO et RAVANAT, e n  1980, o n t  mon t ré  par  RMN et 

dichroïsme c i rcula i re  qu'un changemen t  d e  compor t emen t  vis-à-vis du ca lc ium 

é t a i t  notable à p a r t i r  du DP4. Cependant ,  le  compor t emen t  polyé lec t ro ly te  

dépend du type  d e  ca t ion  étudié. En 1987, KOHN a m o n t r é  que  l e s  

o l igogalac turonates  d e  faible ta i l le  é t a i e n t  capables  d e  ché la t e r  des  ca t ions  

divalents  (fig. 6), d o n t  ce r t a ins  métaux lourds (Cd, Pb), I ' in té rac t ion  pouvant  

a l le r  jusqu'à l a  préci  pi tat ion.  

Il est i m p o r t a n t  d e  p r e n d r e  e n  c o n s i d é r a t i o n  l ' a f f i n i t é  d e s  a c i d e s  

ol igogalacturoniques vis-à-vis du ca lc ium dans l ' é tude  d e  leurs  propr ié tés  

biologiques. C e  c a t i o n  peut ,  en  e f f e t ,  jouer un rôle i m p o r t a n t  dans  l e  

déc lenchement  d e  l a  réac t ion  d 'él ici tat ion.  Ainsi, l ' e f f e t  i nduc teu r  d e  

phytoalexines dans l e s  cel lules  d e  soja par  un é l ic i teur  fongique est inhibé par  

l ' en lèvement  du ca lc ium ext race l lu la i re  (STAB et EBEL 1987). C e r t a i n s  

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

i n t r a c e l l u l a i r e .  D a n s  ces c o n d i t i o n s ,  I'i n d u c t i o n  d e  6 - m e t h o x y m e l l e i n e  



Figure 5 . - Relation entre le coefficient d'activité calcique Ca" et l a  
taille des fragments pectiques- 

1, mannuronate ; 2, guluronate ; 3, galacturonate ; 4, va leurs  
théoriques des  y Ca++ de polygalacturonates e t  polyguluronates en so lu t ion .  
(D'après KOHN et  LARSEN, 1972). 

Figure 6 . - Relation entre le de@é d'association, B, des cations 
divalents, avec l a  taille des oligogalacturanates. 

*, préc ip i t a t ion  p a r t i e l l e  des  oligomeres. 
Liaisons é l e c t r o s t a t i q u e s  : a, Ca++ ; b, Sr- ; c, Zn++. 
Formation de  c h é l a t s  : d ,  Cd- ; e, Cu++ ; f ,  Pb++. 

(d ' après  KOHN , 1987 ) . 



(phytoalexine) dans les cellules d e  c a r o t t e  e n  présence d'un élici teur est 

également inhibée (KUROSAKI et al. 1987). Les  auteurs suggèrent que le  

calcium pourrait être un second messager dans la  production de  phytoalexines. 

Les polysaccharides pectiques, qui sont les polymères matriciels  les  plus 

abondants dans la  paroi primaire, peuvent donner naissance à des  fragments 

plus pe t i t s  de  même parenté s t ructura le  et physico-chimique. En outre, i l s  

présentent des propriétés inductrices remarquables (réaction d e  défense, 

réponses morphogénétiques) qui justifient l ' intérêt  dont i l s  sont l'objet 

actuellement. C 'es t  également la  raison pour laquelle la  moitié d e  ce travail 

leur est consacré c a r  i l s  constituent, sinon le meilleur, du moins un t rès  bon 

modèle pour l 'étude de  la  relation structure-fonction. 

II. - OLIGOSACCHARIDES DE XYLOGLUCANES 

A. - Source : la mat r i ce  xyloglucanique par ié ta le  

1 - Données s t ructura les  

Les xyloglucanes sont  des polysaccharides consti tutifs  des parois primaires des 

plantes supérieures. Ils se  localisent à la  périphérie des microfibrilles d e  

cellulose. Leur s t ructure  comprend une chaîne principale d e  radicaux 

f3 -4-D-glucopyrannosyls. Ces  radicaux peuvent ê t r e  substitués au niveau du 

carbone 6 par diverses ramifications contenant du xylose, du galactose, du 

fucose, d e  l'arabinose et du glucose (fig. 7). Il semble que les xyloglucanes 

proches d e  la cellulose soient peu ramifiés, ce qui renforcerait  les forces  de  

cohésion avec celle-ci par le biais d e  liaisons hydrogènes. Par  contre,  les 

xyloglucanes plus éloignés de la  cellulose seraient  plus ramifiés (CARTIER 

1986). Les  xyloglucanes, tout  comme les pectines, ont  été isolées dans les 

milieux d e  cul ture  des suspensions cellulaires, tel le que cel le  d'érable 

(ASPINALL et al. 1969, BAUER et al. 1973, STEVENSON et al. 1986), de  rose 

(BARNOUD et al. 1977) et de  ronce (CARTIER 1986). Les xyloglucanes se 

retrouvent également  dans les graines ; dans ce cas, elles ne  sont pas 

fucosylées. 



b= apXylp, - ,GQGalp(lr2)-aQXyl - - p' aLFuc-(l+Z)-loGalp-(1+2)-~OX~l - - - P 

STEVENS e t  SELVENDRAN, 1984. 

R2=% , /3oGal -(l+Z)-PQGal -(laZ)-aOXyl - P - R - P 

SIMSON e t  TIMELL, 1978. 

= cQXylp, - aLAra-(1+2j-@Xylp - - 

MORI et aL. , 1980 ; EDA et aL. , 1983. 

R4- aLFuc-( - 1+2)-/3QGalp-( - 1+2)-aQXyl - P 

KAT0 et MATSUDA, 1981 ; RING et SELVENDRAN, 1981. 

Figure 7 . - Structures possibles de xyloglucanes d'origines 
diverses. 

Figure 8 . - Structures proposées pour le  décasaccharide et 
1 ' heptasaccharide présents dans 1 ' hydrol ysat d e  xylogl ucane 
préparé au moyen d' une endo-0-1,4-gl ucanase ( d  ' après YORK et al. , 
1984) .  



2 - Rôle biologique (ou aspects fonctionnels) 

L a  principale fonct ion des  xyloglucanes est une  fonction d e  soutien d e  l a  

t r a m e  pariétale .  Ils se f ixent  par  des  liaisons hydrogènes à l a  cel lulose et une 

pa r t i e  d ' en t r e  eux sont  l iés  aux pec t ines  par  des  liaisons covalentes.  

 adhérence des  xyloglucanes aux microfibri l les  d e  cel lulose leur con fè re  un 

rôle dans  I'extensi bili té pa r i é t a l e  : l eur  hydrolyse p e r m e t  l e  g l i ssement  d e  ces 

microfi  brilles, nécessa i re  pour l e  grandissement  cellulaire. L e  métabol i sme des  

xyloglucanes cons t i tue  donc une d e s  c l é s  d e  l a  régulat ion d e  l a  croissance. P a r  

de l à  leur  part icipat ion aux r eman iemen t s  qui o n t  lieu dans  l a  ma t r i ce  

par ié ta le  pendant  l 'élongation, les  xyloglucanes in terv iennent  éga lemen t  par  l e  

biais d e s  produits  d e  leur  dégradat ion ,  à savoir  l e s  oligosaccharides. 

B. - Origine : les activités hydrolasiques 

Chez  l e s  végétaux,  l ' ini t iat ion d e  l a  croissance e s t  sous l e  cont rô le  d'une 

hormone d e  sécré t ion  appelée  auxine. S a  présence  provoque une a u d i f i c a t i o n  

par ié ta le  que l'on a t t r i bue  à l ' ac t iva t ion  d'une pompe à protons  s i tuée  dans  le  

plasmalemme. L 'aba issement  du pH a pour conséquence l ' ac t iva t ion  d 'enzymes  

audophi les ,  qui provoquent l a  rup tu re  d e  ce r t a ines  liaisons et p e r m e t t e n t  ainsi 

l 'extension par ié ta le  (CLELAND 1971, HAGER et ai. 1971) 

Au cours  d e  l a  croissance,  l e  degré  d e  polymérisat ion d e s  xyloglucanes 

diminue tandis  qu 'une pa r t i e  du pool par ié ta l  est solubilisée (KAT0 et 

MATSUDA 1981, KOYAMA et al. 1981). C e s  au teu r s  r appor t en t  cet e f f e t  à 
une enzyme  qu'ils nomment  xyloglucanase. 

En f a i t ,  l es  enzymes  capables  d'hydrolyser les xyloglucanes sont  nombreuses. 

Elles sont  no tamment  p ré sen te s  dans  les  gra ines  e n  germinat ion ,  qui 

mobil isent  leurs  réserves  d e  xyloglucanes. P a r  exemple ,  les  gra ines  de  

Nasturtium c o n t i e n n e n t  u n e  e n d o g l u c a n a s e  c a p a b l e  d ' h y d r o l y s e r  l e s  

xyloglucanes (EDWARDS et al. 1985). P a r  ailleurs, beaucoup d e  plantes 

cont iennent  des  a-xylosidases, a-fucosidases et -galactosidases (KOY AMA 

et al. 1983). Ce r t a ines  d e  ces ac t iv i t é s  enzymat iques  sont  sensibles à 
I 'auxine ; celle-ci induit  in vivo l a  biosynthèse d'endo-l,4- B -glucanases 

(VERMA et al. 1975) ainsi que  l e s  ac t iv i t é s  a -xylosidasiques et B-galactosida- 

siques d e s  ge rmes  d e  pois (O'NEIL et al. 1988). 



Les  premières  enzymes  qui in terv iennent  dans  l 'hydrolyse des  xyloglucanes 

sont  les  endo-l,4- @ -glucanases, e l les  l ibèrent  d e  grands  f ragments .  Puis  les  

ac t iv i t é s  exoglucosidasiques achèven t  l a  dégradation.  Des  oi igosaccharides 

peuvent  ê t r e  produits  e n  incubant  un xyloglucane e x t r a i t  des  paro is  des  

cel lules  d 'é rable  e n  présence  d 'une cel lulase (YORK et ai. 1984). In vivo, des  

oi igosaccharides po r t eu r s  "d 'ac t iv i té  biologique" o n t  pu ê t r e  d é t e c t é s  dans  l e  

liquide apoplast ique d e s  cel lules  d 'épinard (FRY 1986). 

C. - ~ r o p r i é t é s  biologiques 

C ' e s t  e n  p répa ran t  d e s  f r agmen t s  d e  xyloglucanes d 'é rable  par  digest ion 

cellulasique d 'exopolysaccharides q u e  YORK et al., e n  1984, o n t  i so lé  et 

ca rac t é r i s é  un nonasaccharide Glc  Xyl jGalFuc  (XG9). C e t  ol igosaccharide 4 
(fig. 8) présen te  une  ac t iv i t é  anti-auxinique remarquable,  et ce, à d e  t r è s  

faibles  concen t r a t ions  (1 nM). P a r  con t r e ,  l 'heptasacchar ide  qui dé r ive  du 

précédent  par  p e r t e  d e  l ' ex t r émi t é  L-Fuc, a-1-2-D-Gal, n e  présente  pas  cette 

propriété .  MacDOUGALL et F R Y  (1989) o n t  mon t ré  que  l a  défucosylat ion,  ou 

l a  présence  d 'un résidu galactosyl  supplémenta i re ,  supprimait  l e s  propr ié tés  

o b s e r v é e s .  M a c D O U G A L L  e t  F R Y  o n t  é g a l e m e n t  m o n t r é  q u ' u n  

pentasacchar ide  Glc2XylGalF u c  (XG5) possédait  éga l emen t  une  a c t i v i t é  

anti-auxinique, quoique moins e f f i c a c e  q u e  l e  XG9. L e s  mêmes  a u t e u r s  o n t  

é tud ié  l ' ac t ion  s t imu lan te  d e  ces f r agmen t s  sur  l ' a c t iv i t é  cel lulasique 'lin 

vitro" et observé  que  cet e f f e t  é t a i t  plus n e t  a v e c  un subs t r a t  de  xyloglucane 

qu'avec un subs t r a t  d e  carboxyméthylcel lulose (FARKAS et ai. 1988). 

III. - OLIGOSACCHARIDES DES PROTEINES N-GLYCOSYLEES 

C e s  ol igosaccharides n e  sont  pas  déc r i t s  jusqu1à présent  c o m m e  des  

oiigosaccharines. C e  chap i t r e  leur  est néanmoins consacré ,  c a r  i l  p e r m e t t r a  

une meil leure compréhension des  résu l ta t s ,  e n  part icul ier  par  leur  mise en  

évidence  dans  le  milieu ext race l lu la i re  d e  l a  suspension cel lulaire  d e  ~ i l è n e .  



Source : l es  protéines végétales N-glycosylées 

1 - Données structurales 

Les  N-glycannes d e s  glycoprotéines végé t a l e s  peuvent  ê t r e  classées e n  2 

ca t égo r i e s  ma jeu re s  : l es  o l igosacchar ides  d e  t y p e  ol igomannosidique et l e s  

ol igosaccharides d e  t ype  xylomannosidique. 

Les  ol igomannosides o n t  pour fo rmule  géné ra l e  l e  motif Man5-9(GlcNAc)2. 

 écrits in i t i a l emen t  chez  l a  l e c t i n e  d e  soja, ceux-ci o n t  été t rouvés  dans  l a  

composi t ion d ' a u t r e s  protéines,  vacuola i res  et ex t r ace l lu l a i r e s  (lectines, 

enzymes) .  

Les  xylomannosides on t  une s t r u c t u r e  c o m m u n e  f 'core") cons t i t uée  du motif 

Man3Xyl(GlcNAc)Z ou peuvent  ê t r e  r a t t a c h é s  plusieurs  suc re s  t e l s  que  l e  

fucose,  GlcNAc et ga l ac tose  (fig. 9). L a  p ré sence  d e  xylose lié e n  B 1-2 a u  

mannose  cen t r a l  est d'abord appa rue  c o m m e  spéc i f ique  des  g lycoproté ines  

végé t a l e s  ; mais a s s e z  r é c e m m e n t ,  l e  m ê m e  type  d e  s t r u c t u r e  a été d é c r i t  

dans  l 'hémocyanine  d'Helix pomatia (VAN KUIK et al. 1985) et dans  l e s  

g lycoproté ines  d e  Lymnea stagnalis (VAN KUIK et al. 1986). Ainsi, l e s  

i n v e r t é b r é s  possédent  des  s t r u c t u r e s  glycanniques communes  à ce l les  des  

végétaux  supérieurs. 

C o m m e  c h e z  les  a u t r e s  organismes  eucaryot iques ,  l a  glycosylat ion c o m m e n c e  

dans  l e  lumen du  ré t icu lum endoplasmique,  ap rè s  l e  t r a n s f e r t  e n  bloc du 

g lycane  G l c  Man GlcNAc  in i t i a l emen t  p o r t é  par  un dolichol sur  une  pro té ine  3 9 2 
naissante.  L a  N-glycosylation s ' e f f e c t u e  sur le  rad ica l  Asparagyl  d e  l a  

s équence  Asn-X-Ser/Thr (X d i f f é r en t  d e  Pro ,  Asp). L e s  régions glycosylées 

sont  ce l l e s  où l a  con fo rma t ion  " @ - turnH est favorisée.  C h e z  l e s  cel lules  

v é g é t a l e s  c o m m e  c h e z  l e s  c e l l u l e s  d e s  m a m m i f è r e s ,  l e  p r é c u r s e u r  

o l i g o s a c c h a r i d i q u e  G l c j M a n 9 G l c N A c Z  est a s s e m b l é  s u r  u n  p o r t e u r  

dolicholphosphate. L 'about i ssement  d e  l a  biosynthèse ve r s  l a  s t r u c t u r e  

oligomannosidique ou  l a  s t r u c t u r e  xylomannosidique dépend des  modif icat ions 

du précurseur  Glc3Man9GlcNAc2. L a  biosynthèse d e  l a  s t r u c t u r e  subs t i tuée  

passe p a r  l 'act ion d e  deux e n z y m e s  golgiennes, I 'a-mannosidase 1 qui en lève  4 

résidus mannosyls et 1' a -mannos idase  II qui en l ève  les  2 a u t r e s  résidus 

m a n n o s y l s  (SZUMILO et al .  1986) .  L a  c o n v e r s i o n  d e  l a  s t r u c t u r e  



. G 1 ycanne ol i~omannosidigue des Lec t ines de Soj'a ( 1 ) et de 

phaséoline i 2 )  

. Glycanne xyLomannosidipue substitué de la ricine D de Ricin 

CRicinus cornmunis> (3) et de la laccase de Sophora japnica (4) 

Le fucose peut ê t r e  absent ,  comme par exemple chez l ' a c i d e  
ascorbique oxydase de Cucurbita pepo medullosa (5). 

. Glycanne complexe de la Laccase d'Acer pseudoplatanus (6). 

Figure 9 . - Exemples d e  structures glycanniques d e  protéines 
végétales N - g l  ycosylées. 

( l ) ,  DORLAND et al., 1981 ; ( Z ) ,  STURM e t  al., 1987 ; ( 3 ) ,  
K I M U R A  et al., 1988 ; (41, F O U R N E T  et al., 1387 ; ( 5 ) ,  D ' A N D R E A  et 
a l .  , 1988 ; ( 6 ) ,  T A K A H A S H I  et al. , 1986.  



oligomannosique e n  s t ruc tu re  xylomannosidique est r ep résen tée  sur  l a  f igure  

10. L ' a d d i t i o n  du  f u c o s e  n é c e s s i t e  l a  f i x a t i o n  p r é a l a b l e  d ' u n  r é s i d u  

NAcglucosaminyl sur l e  mannose lié e n  3, a lors  que  ce l l e  du xylose requier t  

l 'addit ion d'un deuxième résidu NAcglucosaminyl sur  l e  mannose lié en  6. 

Selon FAYE et ai. (1986 a et b), l a  présence  d e  glycannes d e  type  

oligomannosidique semble  cor respondre  à leur  non access ib i l i té  vis-à-vis d e s  

a -mannosidases (fig. I l ) .  

L 'ana lyse  s t ruc tu ra l e  des  N-glycannes d e  p lantes  n ' a  été réa l i sée  que  sur un 

p e t i t  nombre  d e  glycoprotéines. Cependant ,  d e s  informat ions  ind i r ec t e s  

c o m m e  l 'analyse d e  l a  composit ion mola i re  et l a  reconnaissance  par d e s  

an t i co rps  spécif iques suggèrent  q u e  ces glycannes se re t rouven t  aussi bien au  

niveau ext race l lu la i re ,  vacuolaire ,  qu'au niveau du ré t icu lum endoplasmique et 

d e  l 'apparei l  d e  Golgi. 

2 - Rôles biologiques 

Les  N-glycannes on t  un rôle au  niveau d e  l a  s t ab i l i t é  thermique ,  d e  l a  

solubilité,  d e  la  conformat ion  spa t ia le  ou d e  l ' ac t iv i té  biologique d e s  

glycoprotéines.  L e s  glycannes occupen t  une pa r t  i m p o r t a n t e  d e  l a  su r f ace  d e s  

pro té ines  globulaires et peuvent  ainsi les  pro téger  c o n t r e  I 'act ion protéasique 

(MONTREUIL 1984). 

Un ce r t a in  nombre  d e  pro té ines  ex t race l lu la i res ,  sous I 'act ion d'inhibiteurs d e  

l a  glycosylat ion t e l l e  l a  t u n i c a m y u n e ,  n e  sont  plus sécré tées .  C ' e s t  l e  cas, 

par  exemple ,  d e s  a -amylases s é c r é t é e s  par les  cel lules  à a leurone  (MIYATA 

e t  C H R I S P E E L S  1982)  ou  d e  l a  f r u c t o s i d a s e  d e  c a r o t t e  (FAYE e t  

CHRISPEELS 1989). Dans c e r t a i n s  cas, l a  glycosylation est nécessa i re  au  

t r anspor t  d e s  glycoprotéines au niveau in t race l lu la i re ,  c'est le  cas pour les  

enzymes  lysosomales (SLY et FISHER 1982) ou pour l a  concanaval ine  A d e  

Canavalia (FAYE et CHRISPEELS 1987). Cependant ,  c e r t a i n e s  pro té ines  non 

glycosylées sous I 'action d e  la  t u n y c a m y u n e  peuvent  ê t r e  exc ré t ées ,  c o m m e  

c'est l e  c a s  pour la  $-fructosidase par ié ta le  des  g e r m e s  d e  radis  (FAYE et ai. 

1 9 8 6 ~ ) .  L a  non excré t ion  peut  ê t r e  due  à une sensibilisation plus grande  à 
I 'act ion protéasique,  c o m m e  c e l à  semble  ê t r e  le  cas pour l a  (3 -fructosidase d e  

c a r o t t e .  C e t t e  dégradation se f e r a i t  i m m é d i a t e m e n t  dans  l e  compar t imen t  
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Figure 1 0  . - Etapes de transformation d'un oligomannoside en 
xylomannoside. 

O, N-acétylglucosamine ; 0 ,  mannose ; F ,  fucose ; X ,  xy lose .  
D'après FAYE e t  aL., 1989. 



Figure 11 . - Voies d'éwlut im des glycannes en cours de biosynthèse selon 
la localisation au sein de la protéine. 

L'oligomannoside externe ( r a i e s  ver t ica les )  e s t  modifié par l e s  
glycosidases golgiennes (l), et  va évoluer en s t ructure  substi tuée ou 
complexe sous l 'ac t ion de glycosyltransférases (2 ) .  

L'oligomannoside interne ( r a i e s  horizontales) e s t  inaccessible aux 
glycosidases golgiennes e t  demeurera non modifie. 



in t race l lu la i re  et non sous l ' ac t ion  d 'une  endoprotéase  par ié ta le ,  c o m m e  le 

pensaient  i n i t i a l emen t  les  auteurs .  En e f f e t ,  ceux-ci o n t  r e t rouvé  l e s  m ê m e s  

r é su l t a t s  sur  des  prépara t ions  d e  protoplastes .  

Plus généra lement ,  l e s  glycoprotéines son t  impl iquées  dans  l a  reconnaissance 

cellulaire. L e  rôle d e s  lec t ines  membrana i r e s  des  cel lules  an imales  est r iche 

d'exemples. L e s  ce l lu les  végéta les  possèdent  é g a l e m e n t  l eu r s  lec t ines  

in t ramembranai res ,  et aussi des  l ec t ines  pa r i é t a l e s  qui sont  d 'ai l leurs  ut i l isées 

à des  f ins  biotechnologiques. Il est donc  probable q u e  les  g lycoproté ines  cibles  

d e  ces l ec t ines  a i e n t  un rôle dans  l a  reconnaissance  cel lulaire ,  bien qu'il  n'y 

ai t  p a s  d e  t r a v a u x  d i r e c t s  m e t t a n t  e n  é v i d e n c e  cette é v e n t u a l i t é .  

B. - Origine 

1 - Biosynthèse des glycoprot&nes 

L a  l ibérat ion d'oligosaccharides, assoc iée  à l a  biosynthèse des  glycoprotéines,  

a été m o n t r é e  chez  l 'animal  (HSU et al. 1974, RICHARD et al. 1978, CACAN 

et al. 1980) et l a  levure  (BELARD et al. 1988, CACAN et al. 1989). Il s ' ag i t  

d'oligomannosides qui proviennent  d e  l 'hydrolyse du complexe  lipidique 

oligosaccharide-P-P-Dolichol non ut i l isé  pour l ' é t ape  d e  glycosylation. Deux 

enzymes  sont  ac tue l l emen t  connues pour réal iser  cette hydrolyse. Il s ' ag i t  

d 'une p a r t  d 'une endo-N-acetyl- -D-glucosaminidase (ANUMULA et SPIRO 

1983) ,  qui  l i b è r e  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  n e u t r e s  et,  d ' a u t r e  p a r t ,  une  

pyrophosphatase (BELARD et al. 1988) qui l ibère d e s  ol igosaccharides 

phosphorylés. L e  lieu d e  format ion  et l ' impor tance  métabol ique  d e  ces 

ol igosaccharides sont  encore  mal  connus ac tue l lement .  

2 - Les activités protéolytiques 

Chez  l e s  animaux et plus par t icu l iè rement  c h e z  l 'homme, l e  ca t abo l i sme  des  

glycoprotéines est t r é s  é tudié ,  n o t a m m e n t  e n  raison d e  ce r t a ines  déf ic iences  

enzymat iques  qui provoquent l ' accumula t ion  d e  s t ruc tu re s  l imi tes  dans  les  

c e l l u l e s  r e s p o n s a b l e s  d e  m a l a d i e s  g r a v e s  c h e z  l ' e n f a n t  ( s i a los idoses )  

(STRECKER 1980). L a  localisation d e  ce ca tabol i sme se s i tue  au  niveau des  

lysosomes, où in terv iennent  t o u t e  une sé r i e  d 'enzymes  conduisant  e n  principe 



à l a  dégradation c o m p l è t e  des  s t ruc tu re s  glycanniques (fig. 12) (STRECKER et 

ai. 1988). 

Chez  l e s  végétaux, l a  dégradat ion  des  glycoprotéines est in t ense  a u  niveau d e s  

gra ines  e n  germination.  Les  pro té ines  d e  r é se rve  s o n t  assemblées  dans  l e s  

gra ins  d'aleurone, qui peuvent  être assimilés  à d e s  vésicules lysosomyales. Ils 

cont iennent  d e s  hydrolases ac ides  (carboxypeptidases,  a -mannosidases, 

N-acétyl- B -glucosaminidases (HARRIS et CHRISPEELS 1975) qui s ' expr iment  

lors  d e  l a  germination.  Un c e r t a i n  nombre d 'enzymes,  ut i l isées pour l ' é tude  d e  

l a  s t r u c t u r e  d e s  g l y c o p r o t é i n e s ,  s o n t  e x t r a i t e s  d e  g r a i n e s  t e l l e s  l a  
4 peptide-N -(N-acetyl- B -glucosaminyl)-asparagine amidase  J ("PNGasel' J) et 

l'endo-B -N-acetylglucosaminidase du ricin (YET et WOLD 1988) ou encore  l a  

PNCase  A d 'amande (TAGA et ai. 1984). 

Moins é tudié ,  l e  ca t abo l i sme  pro té ique  peu t  s ' expr imer  au  niveau d e  tissus e n  

état d e  ca rence  nut r i t ive .  Lorsque des  ce l lu les  sont  exposées  à une  ca rence  e n  

subs t r a t  carboné,  e l l e s  consomment  alors  leurs  r é se rves  d e  sucres,  d e  lipides 

et d e  protéines. On assiste éga lemen t  à une diminution du nombre d e  

mitochondries  et à une  auto lyse  membranai re  ca rac t é r i s ée ,  en  part icul ier ,  par  

l a  l ibérat ion d e  phosphatidyl-choline (JOURNET et ai. 1986). C e  phénomène,  

p e r m e t t a n t  aux ce l lu les  d e  survivre dans  d e s  condit ions défavorables,  est 

c a r a c t é r i s é  par l a  présence  d e  nombreuses vésicules d 'autophagie,  con tenan t  

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

C. - ~ r o p r i é t é s  biologiques 

Jusqu'à  présent ,  l e s  N-glycannes on t  su r tou t  été é tud iées  en t a n t  qu ' en t i t é s  

s t ruc tu ra l e s  par t icu l iè res  l iées à d e s  pro té ines  et à ce t i t r e  plusieurs fonct ions 

leurs  o n t  été a t t r ibuées .  

Dans les  cellules animales,  leur présence  à l ' é t a t  l ibre  est r e l a t é e  dans d e s  

états pathologiques l iés  à ce r t a ins  déf ic i t s  enzymat iques  du ca tabol i sme 

pro té ique  (STRECKER 1980). Récemment ,  d e s  s ialooligosaccharides libres o n t  

été t rouvés  dans d e s  oeufs  d e  poisson (Plegoglossus al t ivel is)  (ISHII et al. 

1989). Il n'y a pas  expression des  ac t iv i t é s  glycohydrolases. D e  fa i t ,  l e s  

au t eu r s  pensent q u e  leur  origine n 'es t  pas  une conséquence du ca tabol i sme 
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a c e t q ~ g h c o s a m r u a a b  P 

Cal-GlcNAc-Man 
\ 

%an-GlcNAc 

1 E : o g ~ ~ c o b + ~ e a  

Monosaccharides 

A b ~ 2 t y ~ g ~ c o b o m c ~ d a b e  

Han-Man 
\ 

b n  

Man-Man ' ' Man-GlcNAc + GlcNAc + Asn 

12 . - Différentes voies hypothétiques pmposées pour la dégradation 
des glycarines des protéines N-glycosylées (d'après çTL.(EX=KER et a l . ,  1988). 

Cal-ClcSAc-Kan / 'I Man-Man-Kan 
/ 

+ R-ClcNAc-ClchAc + Asn I I 



proté ique  mais  cons t i t ue  plutôt  une voie d e  régulat ion du développement  

embryonnaire.  A supposer que  l'on r e t i enne  cette hypothèse, l a  quest ion qui se 

pose est d e  savoir  si l a  régulat ion p o r t e  sur  l a  dispari t ion d e  l a  glycoprotéine,  

l 'appari t ion d e  I 'apoprotéine (ac t ivée  ?) ou e n c o r e  les  propr ié tés  biologiques 

d e s  ol igosaccharides libérés. 

Com m e  e n  témoignent  les  nombreux t r avaux  conce rnan t  l e s  ol igosaccharides 

endogènes, l a  problématique visant  à rel ier  l e s  propr ié tés  observées  aux 

ca rac t é r i s t i ques  s t ruc tu ra l e s  d e  ces molécules est t rop  r a r e m e n t  pr i se  en 

compte .  Chacun d e s  deux aspects ,  s t r u c t u r e  ou fonction,  peuvent  ê t r e  tour  à 
t ou r  privilégiés e n  fonction d 'objec t i f s  ou d ' impéra t i f s  conjoncturels .  Ils ne 

sont  jamais  t o t a l e m e n t  dissociés. 

Dans no t r e  t ravai l ,  l a  ca rac t é r i s a t ion  biochimique d e s  ol igosaccharides 

p r é c è d e r a  l ' é t u d e  d e  l e u r s  p r o p r i é t é s  b io log iques .  D a n s  l e  cas d e s  

ol igosaccharides ex t race l lu la i res  d e  l a  suspension cel lulaire  d e  Silène, l ' é tude  

d e s  a spec t s  fonct ionnels  est à peine ébauchée  et n e  se ra  pas  p ré sen tée  dans  le  

c a d r e  d e  ce mémoire.  

L e s  méthodes  et techniques d e  t rava i l  n e  f e r o n t  pas l 'ob je t  d 'un chap i t r e  

part icul ier .  Ils s e ron t  d i r ec t emen t  i n t é g r é s  dans  l a  présenta t ion  d e s  r é su l t a t s  

e n  raison du c a r a c t è r e  évolutif des  méthodologies utilisées. En out re ,  l e  dé ta i l  

d e s  techniques s e r a  r epor t é  e n  annexes. 



R E S U L T A T S  

l è r e  p a r t i e  

PREPARATION, CARACTERISATION ET PROPRIETES 
DES ACIDES OLIGOGALACTURONIQUES 



1. - PREPARATION DES ACIDES OLIGOGALACTURONIQUES 

Les  ac ides  ol igogalacturoniques (oligoGa1 AU) uti l isés  pour l e s  tests biologiques 

sont  p répa rés  par d iges t ion  d e  l 'acide polygalacturonique commercia l ,  g r â c e  à 
u n e  e n d o p o l y g a l a c t u r o n a s e  ( E P G a s e )  i s o l é e  d ' u n  c h a m p i g n o n  p a t h o g è n e  

paras i te  du haricot ,  Colletotricum lindemuthianum. 

A. - Purification d'une endopolygalacturonase Fiche technique nOl,  en 

Annexe) 

L'EPGase  d e  Colletotricum lindemuthianum est pur i f iée  à par t i r  d'un milieu 

d e  cu l tu re  ex t race l lu la i re ,  selon l e  pro tocole  d e  ENGLISH et al. (1972) 

m o d i f i é  p a r  LAF ITTE (1  983). Ce lu i - c i  c o m p o r t e  s u c c e s s i v e m e n t  u n e  

chromatographie  d 'échange  d'ions (CM Sépharose)  et une chromatographie  sur  

hydroxyapatite.  L e  r é s u l t a t  d e  l a  purif icat ion est p résen té  dans  l e  t ab l eau  1. 

L ' inexistence d 'une exopolygalacturonase con taminan te  est vé r i f i ée  par  

chromatographie  sur  couche  mince  (pas d e  l ibéra t ion  d 'ac ide  galacturonique). 

B. - Préparation d'un hydrolysat pect ique (Fiche technique n02) 

C e t t e  é t a p e  est i m p o r t a n t e ,  puisque d e  l a  qual i té  d e  l 'hydrolyse (plus ou 

moins poussée) dépend  une répar t i t ion  plus ou moins homogène e n  chaque  

ol igosaccharide dans  l 'hydrolysat.  Quelques essa is  prél iminaires  sont  e f f e c t u é s  

afin d 'apprécier ,  pa r  chromatographie  sur  couche  mince, l a  qual i té  de  

l'hydrolyse. Un r appor t  d e  0,62 U d tendoPG par  g r a m m e  d 'ac ide  pec t ique  

maintenu 10 h, à 30°C, s'est a v é r é  un compromis  sat isfaisant .  L e  profil  

chromatographique obtenu par HPLC, indiquant  l a  répar t i t ion  d e s  d i f f é ren t s  

oligosaccharides, est p ré sen té  sur  la  f igure  13. 

C. - Fractionnement des acides oligogalacturoniques 

Les  modal i tés  du f r ac t ionnemen t  sont  les  su ivantes  : I 'hydrolysat est déposé  

sur une colonne ca t ionique  Dowex 1 x 2, sous f o r m e  fo rmia t e ,  et é lu6  par  le  

fo rmia t e  d 'ammonium (0,05 à 1 M, pH 5,2). C e  protocole est une modificat ion 

d e  celui d e  NAGEL et WILSON (1969), où l e s  au t eu r s  ut i l isaient  le  f o r m i a t e  



Tableau 1 . 
Purification de l'endopolygalactumnase de Colletotrïchm l u d ~ t h ï a n u m .  

* : 1 unit6 enzymatique correspond à l a  l ibéra t ion  d ' l  pg d'équivalent 
ri.ducteur d 'acide galacturonique.min-1 dans l e s  conditions déf in ies  dans l a  
f iche technique no 1. 
A. S. : a c t i v i t é  spécifique. 

Fraction 

Milieu 
brut 

Carboxy- 
méthyl 

sép harose 

Hydroxy- 
apa t i t e  

Tableau 2 . 

Volume U* Protéines A .  S. r i  Rdt 
(ml) t o t a l e s  ( m g )  (U. mg-=) cation ( X )  

=,0 13500,0 135,9 99,3 1 0  m3,0 

0 3966,0 5,4 734,4 7,4 29,0 

38,0 2994,0 0,4 7881,0 79,3 22,0 

Estimath des degrés de polymérisatim (DP) des hits premiers oligosac- 
charides séparés par chromatographie échangeuse d'anions Douex 1 x Z/HCZM-. 

Les AU (acides uroniques) sont estimés par dosage colorimétrique au métahy- 
droxydiphénol (BLUMENKRANTZ e t  ASBOE-HANSEN, 1973). Les SR (sucres 
réducteurs) sont estimés par dosage colorimétrique (SOMOGYI, 1952). 

Fractions 

DP 2 

Di? 3 

DP 4 

DP 5 

DP 6 

DP 7 

DP 8 

Volume AU SR Rapport AU 
( m l  > m g . m l - 1  mg. m l - =  (AU/SR) (mg> 

f3 7,66 4,31 1,8 460 

65 4,93 1,68 2,s 32L3 

62 5,28 1,43 3,7 327 

58 6,47 1,42 4,s 375 

59 3,77 0,62 6,1 222 

98 2,02 0,31 6,s 198 

67 2, 0,27 7,8 14 1 



Figure 13 . - Profil H.P.L.C. de l*hyrirolysat pectique préparé par dîgestim 
enzymatique. 

Les c h i f f r e s  correspondent au degré de  polymérisation des  oligomères. 
la, forme l ac tose  d e  l ' ac ide  galacturonique,  est quantitativement 
ma jo r i t a i r e  par  rapport  a la, forme non lactone.  

Colonne 50 x 1,6 cm ; gel HW40SF ; éluant  acide acé t ique  l0/a : d é b i t  
@,5 ml/min ; dé tec t ion  UV 214 nm. 

+ - - -~ - 

100 
1 \ I '  - 

200 FRACTIONS 

Figure 14 . - Séparation des olïgcgalacturonates sur buex 1 x 2 / HMO-. 
Le volume d'une f r a c t i o n  e s t  de 10 m l .  Le  d é b i t  e s t  d e  40 m1.h-1. Les 

c h i f f r e s  s u r  le schéma représentent  les degrés  de polymérisation des  
d i f f e r e n t s  oligoGalAU. Les ac ides  uroniques sont  est imés par dosage 
colorimétrique au métahydroxybiphényl e t  l e c t u r e  à 520 nm (Fiche technique 
no 2 ) .  



d e  sodium. L e  se l  d 'ammonium a pour avan tage  d e  s 'é l iminer  r e l a t ivemen t  

f ac i l emen t  par  lyophylisation. 

L a  f igu re  14 r ep résen te  l e  s p e c t r e  d 'élut ion d e s  oligoGalAU. L e s  8 p remie r s  

ol igosaccharides sont  bien séparés.  Au delà, on n e  peut  obteni r  que  d e s  

f r ac t ions  pa r t i e l l emen t  purifiées. L a  répar t i t ion  quan t i t a t i ve  des  d i f f é ren t s  

oligoGalAU est sa t i s fa isante  : on obt ien t ,  e n  e f f e t ,  e n t r e  200 et 300 mg d e  

chaque  ol igosaccharide (DP2 à 8), so i t  20 % du subs t r a t  d e  dépar t .  

II. - CARACTERISATION DES ACIDES OLIGOGALACTURONIQUES 

A. - Estimation du degré de  polymérisation 

Il est aisé d e  r epé re r  les  d i f f é ren t s  ol igosaccharides par chromatographie  sur  

couche  mince, e n  comparan t  leur  Rf a v e c  celui d e  l 'acide ga lac turonique  et 

d 'en  dédui re  leurs  tai l les .  Cependant ,  pour conf i rmer  cette es t imat ion  et 

c o m p t e  tenu  d e  l ' absence  d e  témoins,  l e  degré  d e  polymérisat ion d e  chaque  

ol igosaccharide a été ca l cu lé  sous f o r m e  du r appor t  suc re s  to taux (acides 

uroniques)/sucres réducteurs .  L e s  résu l ta t s ,  p résentés  dans  l e  tab leau  2, 

p e r m e t t e n t  d e  conf i rmer  l a  ta i l le  d e s  f r agmen t s  séparés.  D e  plus, l e s  deux 

mélanges  d 'ol igosaccharides é lués  ap rès  I f o c t a m è r e  o n t  été c a r a c t é r i s é s  par  un 

DP moyen,  d e  r e spec t ivemen t  12 et 14,5. C e s  mélanges  se ron t  parfois  ut i l isés  

pour d e s  tests d 'ac t iv i té  biologique. 

B. - Contrôles par spectrométrie d e  masse @AB-MS) 

L a  FAB-MS est réa l i sée  sur  les  d i f f é ren t s  oligoGalAU purifiés, à l ' é t a t  nat if  

sous f o r m e  acide,  à l ' a ide  d'un s p e c t r o m è t r e  d e  masse  Kra tos  MS 50, e n  mode 

négatif .  

Les  oligoGalAU sont  dissous dans  une ma t r i ce  d e  polyéthylène-glycol. Pour  

chaque  oligosaccharide, on r e t rouve  l ' ion moléculaire  ca rac t é r i s t i que  m / z  = 

(M-H)-, qui est major i ta i re  et p e r m e t  d e  conf i rmer  l e  degré  d e  polymérisation 

d e  chaque  f r agmen t  (f igure 15, exemple  d e  I 'hexamère  et d e  l 'heptamère) .  



Figure 15 . - EAB-HS, d e  négatif des acides hexa- et hepta-galmtunxiiques 
(A et B). 

Ces acides oli.gogalacturoniques ont  pour masse respective 1 073 e t  1 
25a (sous forme H+). Les ions major i t a i res  m/z 1 0 7 3  e t  1 2 4 9  correspondent 
à la p e r t e  d ' m l -  

Spectre A : l ' i o n  m/z 1 249 q u i  correspondrai t  à une contamination par 
le  DP 7 e s t  absent.  

Spectre B : l ' i on  m/z 1249 e s t  également le dernier  major i ta i re .  L'ion 
m/z 1 0 7 3  provient  d'un fractionnement consécutif à l a  technique d 'analyse 
(dégradation séquen t ie l l e ) .  

(Fiche technique no 11). 

46- 

a - 

1073 

1817 
1- ln6 1 lm 1 .  - .  , . . . 

1- 1850 l lBB 1158 l a  12-50 1% 



L a  f r agmen ta t ion  s ' e f f ec tue  séquent ie l lement  par  p e r t e  r é c u r r e n t e  d 'un résidu 

GalAU (fig. 16). On r e t rouve  ainsi pour chaque  ol igosaccharide l e s  masses 

a tomiques  d e s  ions  moléculaires  d e s  a u t r e s  oligoGalAU d e  ta i l le  infér ieure .  

Ceci  s ignif ie  q u e  l'on n e  peut  a f f i r m e r  que  l 'ol igosaccharide analysé  est 

exempt  d'une contaminat ion  par  l e s  e spèces  plus pet i tes .  P a r  con t r e ,  i l  est 

fac i le  d e  juger d 'une contaminat ion  pa r  l ' espèce  i m m é d i a t e m e n t  supérieure.  A 

t i t r e  d 'exemple,  l e  spec t rog ramme d e  l 'heptasaccharide,  m / z  1249, n e  mon t re  

pas d'ion m / z  1425, ca rac t é r i s t i que  d e  I 'octasaccharide.  On peu t  donc 

af f i rmer ,  e n  a d m e t t a n t  q u e  les  réponses d e s  d i f f é ren t s  ol igosaccharides sont  

vo i s ines ,  q u e  l ' h e p t a s a c c h a r i d e  est e x e m p t  d ' o c t a s a c c h a r i d e .  C e t t e  

vérif icat ion est essentiel le ,  c a r  c'est sur tout  pour les  f r agmen t s  lourds que  l e  

f r a c t i o n n e m e n t  d e v i e n t  d i f f i c i l e .  L a  c o n t a m i n a t i o n  d ' u n e  p r é p a r a t i o n  

ol igosaccharidique par  un f r agmen t  plus lourd peut  cons t i tuer  un handicap 

majeur dans  l a  su i te  du travail.  En e f f e t ,  l a  p lupar t  du temps ,  l e s  propr ié tés  

des  ol igosaccharides dépendent  d'un seuil quan t  à l eur  ta i l le  ; i l  f a u t  donc 

ê t r e  sûr  que  l ' e f f e t  observé  ne  so i t  pas  l a  conséquence d 'une contaminat ion  d e  

ta i l le  supérieure,  mais  bien l e  r e f l e t  d e  l a  ca t égor i e  choisie. 

C. - Etude de la  méthanolyse 

 efficacité d e  l a  méthanolyse par  rappor t  à la  s t ab i l i t é  d e s  liaisons 

polyuroniques é t a n t  su j e t  à cont roverse ,  l ' incidence d e  l a  ta i l le  d e s  subs t r a t s  

g a l a c t u r o n i q u e s  s u r  l e  r e n d e m e n t  d e  m é t h a n o l y s e  est é t u d i é e .  Une  

méthanolyse (MeOH/HCl anhydre, 1 N, 24 h, 80°C) est e f f e c t u é e  sur les  

ol igosaccharides d e  DP 1 (témoin GalAU) à 8, sur  un mélange  d e  DP moyen 

12 et sur  l 'acide pec t ique  commerc ia l  ut i l isé  pour l a  prépara t ion  d e  

l 'hydrolysat.  L e s  dér ivés  méthylglycosides sont  t r i  f luoroacé ty lés  (anhydride 

TFAIpyridine, 1:1, 24 h, 20°C). ~ ' é r y t h r i t o l  est choisi c o m m e  é t a lon  in terne ,  

d e  p ré fé rence  au  mésoinositol,  é t a lon  classique mais  indésirable,  c a r  l e  t emps  

d 'élut ion d e  son dé r ivé  est iden t ique  à l 'un d e s  dér ivés  d e  l 'acide 

galacturonique.  

1 - Etalonnage de la colonne 

L'ut i l isat ion d 'une  colonne capil laire  DB 21 0, habituel lement  déconsei l lée pour 

l ' inject ion d e s  méthylglycosides t r i f luoroacé ty lés  (dérivés TF A), compte- tenu  

d e  l ' inject ion s imul tanée  des  r éac t i f s  d e  t r i f luoroacé ty la t ion  t r è s  volatils,  est 



Figure 16 . - Fragmentations par FAEHfS de l'acide heptagdactumnique. 
On peut observer la fragmentation séquentielle caractéristique, par 

pertes successives d'un résidu GalAU : m/z 1 249, 1073, 897, 721, 545, 369, 
194. 



rendue  possible g r â c e  à l 'emploi d'un in j ec t eu r  d e  Ross modif ié  (Shimadzu), 

équipé  d 'une  précolonne cha rgée  e n  une  phase des t inée  à r e t en i r  les  dérivés 

TFA pendant  l 'évaporat ion des  réact ifs .  

L a  f igure  17 r ep résen te  l e  profil  d 'é lut ion d e s  dér ivés  TFA d e  l 'acide 

g a l a c t u r o n i q u e  et d e  c e u x  d e s  d i f f é r e n t s  s u c r e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e s  

polysaccharides végétaux. Les  TFA majeurs  d e  l 'acide ga lac turonique  sont  au 

nombre  d e  4 et correspondent ,  sur  l e  ch romatogramme,  aux t e m p s  d e  

r é t en t ion  d e  38,04, 38,1, 46,Ol et 48,5 min. C e s  t emps  d e  r é t en t ion  sont 

d is t inc ts  d e  ceux correspondant  aux  a u t r e s  dér ivés  (fig. 17-B) préparés  à 
par t i r  d'un échanti l lon d e  pec t ine  d e  Silène. 

2 - Rendement de méthanolyse 

Pour  chaque  f r a g m e n t  pect ique,  et pour l ' ac ide  polygalacturonique, on observe 

l e s  m ê m e s  dér ivés  et dans  les  m ê m e s  proport ions que  ceux  du monomère  

GalAU. L e  coe f f i c i en t  d e  réponse (C) du GalAU est ca l cu lé  par  rappor t  à 
I 'érythri tol ,  pour le  sys t ème  chromatographique  utilisé : 

so i t  

A et A é t a n t  respec t ivement  l e s  a i r e s  d e  l 'échanti l lon et d e  I 'érythri tol ,  x e 
Qx et Q correspondant  aux quan t i t é s  pesées. e 

Les  quan t i t é s  des  f r agmen t s  pec t iques  on t  été vérif iées puis cor r igées  par  des  

dosages  colorirnétr iques (métahydroxydiphénol) par  rappor t  à une g a m m e  

d 'ac ide  galacturonique.  

Les  r é su l t a t s  sont  rappor tés  dans l e  tab leau  3. Les  coef f ic ien ts  obtenus  avec  

chaque  ca t égor i e  d e  f r agmen t s  soumis à l a  méthanolyse son t  du m ê m e  ordre  

d e  g r a n d e u r .  C e c i  s i g n i f i e  q u e  l a  m é t h a n o l y s e  est  q u a n t i t a t i v e ,  

indépendamment  d e  l a  ta i l le  du f r a g m e n t  pect ique.  Une comparaison e n t r e  les 

r é su l t a t s  d e s  dosages colorirnétr iques et ceux d e  l a  dé t e rmina t ion  par  CPG 

d e s  dér ivés  TF A, ap rès  méthanolyse,  d e  diverses f rac t ions  pect iques,  pe rme t  

d e  conf i rmer  l 'obtent ion d e  valeurs  sensiblement voisines. 





Tableau 3 . 
Relation entre la taille des fragments pectiques et le coefficient de 
-se C par rapport à l'érythritol. 

(*) C = (Ax x (dx) / (Ae x Be) 
Ax, Ae,  aires d'intégrations respectives de l'échantillon et de l'érythritol 
; %, Qe, quantités initiales d'échantillon et d'érythritol. 
Conditions de inéthanolyse, MeOH / HC1 iN, 24h, W°C. 

Degré de polymérisation 

1 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

12 

Acide pectique 

1 

(;yc 

0 , s  

0,59 

0,69 

0,63 

0,42 

0,53 

0,40 

0,49 

a, 55 



L a  méthanolyse  est donc, a priori, appl icable  à l 'analyse des  polysaccharides 

pect iques,  e n  par t icu l ie r  s'ils sont  solubles in i t ia lement .  Cependant ,  l e  

couplage co lo r imé t r i e / acé t a t e s  d 'aldi tols  s e r a  préférent ie l lement  employé  c a r  

i l  est plus f r é q u e m m e n t  utilisé dans  l e  domaine  d 'é tude  des  polysaccharides 

végétaux. Il est probable que  l 'hydrolyse ac ide  devienne beaucoup plus 

e f f i c a c e  quand l e s  résidus par ié taux  s o n t  insolubles, n o t a m m e n t  s ' i ls  

cont iennent  d e  l a  cellulose. 

III. - CARACTERISATION IMMUNOCHIMIQUE DES ACIDES OLIGO- 

GALACTURONIQUES* F i c h e  technique n03) 

L'équipe d e  Van CUTSEM est parvenue  à préparer  une souche hybridome d e  

souris produisant  d e s  ant icorps monoclonaux dirigés c o n t r e  l ' ac ide  pec t ique  

(LINNERS et al. 1989). L e  deg ré  d e  reconnaissance  d e  l ' ac ide  pec t ique  dépend 

du rappor t  des  ions  bivalents  ( ~ a + + )  sur  l e s  ions monovalents  ( ~ a + ) ,  i l  est 

opt imal  pour l e  r appor t  1/ 150 qui correspond préc isément  aux meil leures 

condit ions pour l a  format ion  d'egg-box. 

L e  premier  object if  est d e  savoir  si ces an t i co rps  monoclonaux anti-pect ine 

sont  capables  d e  reconnaî t re  l e s  f r a g m e n t s  pect iques,  et si oui, d a n s  quelles 

condit ions et dans  quelles  l imites .  L e  second object if  est d 'obteni r  d e s  

informat ions  sur  l e  compor t emen t  physico-chimique d e s  ol igogalacturonates,  

e n  par t icu l ie r  par  rappor t  au calcium. 

A. - Test ELISA de fixation d e  l'antigène 

1 - Description du test 

C e  test consiste ,  dans  un premier  temps ,  a ac t ive r  l e s  puits  par  d e  l a  

polylysine pour p e r m e t t r e  la  f ixa t ion  d e  l ' a c ide  polygalacturonique, an t igène  

(Ag) d e  référence .  

* C e t t e  é t u d e  a été réa l i sée  au cours  d'un s t a g e  au  sein du Labora to i re  
d e  Biotechnologie Théorique d e  l 'Universi té  Notre-Dame d e  Namur, 
d i r igé  par  le  Professeur  P. Van CUTSEM, a v e c  l ' a ide  d e  F. LINNERS, 
é tud ian te  dans  ce Laboratoire.  



On in t rodu i t  ensui te  l 'ant icorps (Ac) à l a  concen t r a t ion  adéquate .   près 
plusieurs rinçages, l a  présence  d e  l 'ant icorps est r évé lée  à l ' a ide  d'un 

ant icorps  secondaire marqué  à l a  peroxidase d e  radis. 

Anticorps secondaire 
couple a le peroxidase 

Antiaxps primaire 

Adde pectique 

Pdylysine 

2 - Résultats 

 e expérience est réa l i sée  e n  subs t i tuant  à l ' ac ide  pec t ique  20 pg d e  chacun 

d e s  oligoCalAU purif iés  (DP1 à DP8) ou d e  DP12 qui correspond à une  tai l le  

m o y e n n e ,  d é t e r m i n é e  p a r  l e  r a p p o r t  s u c r e s  t o t a u x / s u c r e s  r é d u c t e u r s .  

Les  réponses calorimétriques obtenues  a v e c  l a  peroxydase sont  exp r imées  en  

% par r appor t  à ce l l e  d e  l 'acide pec t ique  : 

Echantillon l à 8  12 ac. pect .  

Réponse colori mé t r ique  
à l a  péroxidase O 5 1 O0 

% 

Essai d e  reconnaissance d e s  o l igogalac turonates  par l e  sérum 
ant i -pec t ine  (Ac. monoclonaux). 

L'essai est négatif ,  sauf pour l e  DP12 où se man i fe s t e  une t r è s  faible 

reconnaissance. 



L'absence  d e  réponse d e s  oligoGalAU d e  plus p e t i t e  ta i l le  p e u t  ê t r e  d u e  à l a  

non reconnaissance d e  ces f r a g m e n t s  par  l 'anticorps. Il est éga lemen t  possible 

que  ceux-ci ne so i en t  pas  f ixés  sur  l a  polylysine, au  fond des  puits. 

Pour  lever  cette ambigui té, une expér ience  complémen ta i r e  cons is tan t  e n  un 

test d'inhibition est réal isée.  

B. - Mise au point et validation du test d'inhibition 

1 - Description du test 

Une g a m m e  de di lut ion d e  l ' an t icorps  p e r m e t  d e  sé lec t ionner  l a  dilution 

i m m é d i a t e m e n t  i n fé r i eu re  à l a  dilution opt imale  pour l a  reconnaissance d e  

i 'acide pec t ique  (Ag témoin), ceci d e  façon à é v i t e r  d 'a jouter  dans  l e s  pui t s  

un excès  d'anticorps. 

Tous les  puits  é t a n t  p réa l ab lemen t  ac t ivés  par d e  l ' ac ide  pect ique,  l 'Ac  est 

a jouté  e n  présence du f r a g m e n t  testé. Si ce f r a g m e n t  est par t ie l lement  

reconnu par  l'Ac, celui-ci ne  pourra  se fixer  sur l ' ac ide  pec t ique  immobilisé. 

S'il n'y a pas d e  reconnaissance,  a lors  l a  f ixat ion d e  l 'Ac  ne  s e r a  pas  

perturbée.  Ainsi, l 'exigence imposée  par  l e  t e s t  Elisa, défini p récédemment ,  à 
savoir l a  fixation d e  l 'Ag ol igosaccharidique sur  l a  polylysine, disparaît.  

2 - Résultats 

Une inhibi t ion est observée  à par t i r  d e  l 'heptasacchar ide  (fig. 18) lorsque les  

oligoGalAU sont ut i l isés  e n  quan t i t é  suf f i sante  (20 pg). En e f f e t ,  cette 

inhibi t ion s 'estompe et d ispara î t  rap idement  au fur  et à mesure  que l a  dose 

a joutée  diminue (tab. 4). C e  sont  des  r é su l t a t s  e x t r ê m e m e n t  i n t é re s san t s  s ' i ls 

cor respondent  e f f e c t i v e m e n t  à une i n h b i  t ion compé t i t i ve  pour les si tes d e  

l'Ac. Cependan t  un d o u t e  subsiste  ; l a  présence  d e s  f r a g m e n t s  pec t iques  (de 

ta i l le  supérieure ou éga le  à 7 )  peut  provoquer, e n  réa l i té ,  une désorpt ion 

compé t i t i ve  de l 'acide pec t ique  immobil isé sans pour a u t a n t  ê t r e  reconnus par 

l 'Ac. L 'expérience su ivante  est conçue  pour supprimer cette restr ict ion.  

 près act iva t ion  d e  tous  les  puits  par d e  l 'acide pect ique,  20 pg d e  chacun 

d e s  échanti l lons oligosaccharidi ques  sont  ajoutés. ~ p r e s  plusieurs r inçages,  
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Figure 18 . - Inhibition de la reconnaissance de l'acide pectique par les 
antiwrps monoclonaux antipectine en présence de fragments pectiques. 

2@ pg des oligogalacturonates (degré de polymérisation 1 à 8 ,  et l S j  ou 
d'acide pectique sont introduits en mélange avec les anticor~s dans les - - - -  

puits precédemment activés par de 1 acide pectique (& de réference), (Fiche 
technique no 3). 



Tableau 4 . 
Influence de la dilution des o l ï g u g a l a c ~ t e s  et de l'acide pectique sur 
l'effet d'inhibition de la reconnaissance de l'acide pectique par les 
anticorps monoclanaux anti-pectine (Bg,  antigène). 

W Ag 

a,@@ 

4,@3 

2,m 

@,a 

@,a 
0,az 

1 

7 8 12 A. pectique 

79,PI 77,5 69,5 19,B 

94,0 87,0 82,5 36,0 

l00 m m 44 $0 

l!Zl l0!Zl W 84,0 

l00 ZEI iwa 95,0 

rn lm m l00 



l 'Ac  est f ina lement  déposé d a n s  l e s  puits. Si l e  % d e  reconnaissance  diminue, 

c e l a  s ignif iera qu 'une désorpt ion d e  l ' ac ide  pec t ique  a été provoquée par  les  

f r agmen t s  incubés préa lablement .  Si, a u  cont ra i re ,  l a  f ixat ion d 'Ac  est l a  

même,  c'est donc q u e  les  f r a g m e n t s  testés n e  modifient  pas  l a  f ixat ion d e  

l ' ac ide  pectique. 

E t a n t  donné I'i m p o r t a n c e  du ca lc ium dans  l a  reconnaissance,  les  incubat ions  

sont  e f f ec tuées  e n  p ré sence  d e  t ro is  concent ra t ions  d e  cet ion  (O ; 0,l  peq ; 

0,5 peq). L 'expér ience  est réa l i sée  a v e c  l a  m ê m e  g a m m e  d'oligoGalAU que  

précédemment ,  a v e c  d e  l 'acide pec t ique  et a v e c  d e  l 'eau dist i l lée c o m m e  

témoin. Les  r é su l t a t s  p ré sen té s  dans  l e  tab leau  5 son t  exp r imés  sous f o r m e  d e  

% par  rappor t  au t émoin  e a u  distillée. 

De manière  généra le ,  l a  préincubation d'oligoGalAU n'a  pas d ' e f f e t  sur 

l ' a d h é s i o n  d e  l ' a c i d e  p e c t i q u e  d a n s  l e s  pu i t s .  L ' i n h i b i t i o n  o b s e r v é e  

préa lablement  est donc  bien d u e  à une  reconnaissance  spécif ique d e  type  

Ag-AC. 

Un point  mér i t e  d ' ê t r e  signalé : on  observe une baisse d e  reconnaissance ap rès  

préincubation en  p ré sence  d e  calcium. Cec i  peut  ê t r e  dû à l a  diminution du 

nombre  d e  d imères  d'egg-box, reconnus par  l 'ant icorps,  a u  profi t  d 'une 

s t r u c t u r e  multimérique. 

L a  ~ o s s i b i l i t é  d e  f a i r e  appe l  à l ' immunochimie pour ca rac t é r i s e r  l e s  

oligoGalAU est t r è s  in téressante .  L e  test Elisa, i n i t i a l emen t  ut i l isé  a v e c  

l ' ac ide  pect ique c o m m e  ant igène ,  n 'est  pas  e f f i c a c e  a v e c  les  ol igosaccharides 

c a r  ceux-ci ne  se f ixent  pas  sur  l a  polylysine. L a  mise au  point et l a  

val idat ion du t e s t  d'inhibition p e r m e t  d e  démont re r  q u e  les  oligoGalAU sont  

reconnus  par les  an t i co rps  monoclonaux à par t i r  d e  I 'heptasaccharide.  D ' au t r e s  

considérat ions conce rnan t  le  compor t emen t  physico-chimique d e s  oligoGal AU 

se ron t  présentées  sous  f o r m e  d 'hypothèses dans l a  discussion générale.  



Tableau 5 . 
Influace des oligogdactunnates et de l'acide pectique s r  la désorptian 
de l'acide pectique à différentes concentratioais de calcium. 

Après activation des puits par de l'acide pectique, S0 I@ d'oligdalAU (DP 1 
à 8, DP 12) ou d'acide pectique sont introduits en présence de doses 
variables de calcium (a, 0 , l  et 0,5 peq). Après rinçage, les anticorps sont 
ajoutes et la réaction Unmunoenzymatique développée. 

Eau 
distillée 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

12 

A.pectique 
i 

Eau distillée Ca 0 , l  ~ l e q  Ca @,5 k a  

Ul0 86 75 

l00 86 7'7 

l00 83 74 

l00 89 79 

3.00 88 72 

l00 m 

l!z@ 86 87 

l0!a 103 91 

la0 98 €39 

lm 94 75 

148 125 



IV. - EFFETS DES ACIDES OLIGOGALACTURONIQUES SUR LA SUSPENSION 

CELLULAIRE DE SILENE 

Au Laboratoire,  MORVAN (1982) a mon t ré  q u e  l 'addition d e  "polymères 

pec t iques  acides" (PPA), récupérés  par  préc ip i ta t ion  sé lec t ive  à par t i r  d'un 

milieu ext race l lu la i re  d e  14 jours, provoque une augmenta t ion  s igni f ica t ive  de  

l a  croissance cel lulaire .  Compte-tenu q u e  les  o l igogalac turonates  peuvent  ê t r e  

considérés c o m m e  des  f r agmen t s  s imples  d e  ces PPA, l e s  essais  réa l i sés  

s ' inscrivent  dans  l a  cont inui té  des  é t u d e s  en t r ep r i se s  sur  les  re la t ions  

s t ruc ture / fonct ion  d e s  composés pect iques,  a v e c  pour modèle l a  suspension 

ce l lu la i re  d e  Silène, bien connue au Labora to i r e  (Fiche technique  n04). Afin 

d ' a p p r é h e n d e r  l a  r e l a t i o n  s t r u c t u r e / f o n c t i o n ,  l ' a c c e n t  s e r a  p o r t é  s u r  

l ' impor tance  d e  l a  ta i l le  d e s  f r agmen t s  pec t iques  dans  les  réponses observées. 

A. - Etude anétique de la croissance et de la composition des 

exopolysacchari des 

1 - Mise en évidence d'une baisse de croissance 

Pour  appréc ier  l a  c ro issance  d e  l a  suspension ce l lu la i re  de  Silène, l a  m a t i è r e  

f r a î che  est mesurée  d i r e c t e m e n t  a p r è s  l a  sépara t ion  des  cel lules  d e  leur  

milieu d e  cu l tu re  et l a  ma t i è re  s è c h e  par  pesée  d e s  ce l lu les  ap rès  

lyophylisation. 

Une première  expér ience ,  e f f e c t u é e  a v e c  une g a m m e  dtoligoGalAU in t rodu i t s  

s épa rémen t  et à d i f f é ren te s  concent ra t ions  (tab. 6 ) ,  p e r m e t  d e  c o n s t a t e r  : 

- q u e  les  oligoGalAU n e  modifient  pas  l a  c ro issance  lorsqu'ils sont  ut i l isés  

à faible concent ra t ion  (1 mg.1-'1 ; 

- qu'une baisse d e  cro issance  in t e rv i en t  dès  q u e  l a  concent ra t ion  a t t e i n t  ou 

dépasse  10 mg.l-l, si l'on se r é f è r e  aux quan t i t é s  de  m a t i è r e  sèche.  C e t  

e f f e t  se man i fe s t e  à par t i r  d e  I 'hexasaccharide (10 rng.1-l) et m ê m e  du 

té t rasacchar ide ,  employé  à plus f o r t e  dose (50 mg.l-'). En présence  des  

ol igosaccharides l e s  plus lourds (DP15), l ' inhibition d e  l a  c ro issance  est 

complè te .  Pour  cet échanti l lon,  on c o n s t a t e  m ê m e  l a  mor t  des  cellules. 

C e t t e  remarque ,  conce rnan t  l ' e f f e t  toxique des  grands f ragments ,  e s t  



Tableau 6 . 

Influence de la quantité et du degré de polymérisation (DP) des oligo- 
galacturonates (oligdkdAü) sur la croissance de la suspension cellulaire de 
Silène ii 14 jours. (Fiche technique no 4). 

M .  Y . ,  rnatiere fraiele ; 14. S . ,  matière sèche. 
L e s  LP 12,5, 14,5 e t  15,U ont  éte 6valués par  dosages colori!nétriques 

M. F. M. S. 
( $ )  (mg> 

oligoGalAU 
DP 

Quan t i t é  
(m. 1-1) 

ro - 17,2 978 

16,9 349 
15,9 948 
16,'7 658 

16,7 886 
16,5 7 17 
15,2 62 1 

16,B %8 
15,7 641 
17,5 659 

19,9 1 (875 
1 6 , l  626 
18,O 647 

16, 5 1 km9 
15,5 548 
15,7 621 

lS,0 858 
15,6 62'7 

- - 

4 

6 

8 

12,5 

14,5 

15,W 

1 
l0 
5!d 

1 
M 
5121 

1 
l0 
50 

1 
M 
50 

1 
la 
5iZ 

1 
10 
% 



conf i rmée  en   rése en ce d 'acide pec t ique  (50 mg.lel) qui inhibe complè t emen t  

t o u t e  croissance cel lulaire .  Les  e f f e t s  inhib i teurs  observés  sont  moins 

percept ib les  si l 'on c o m p a r e  les  quan t i t é s  d e  m a t i è r e  fraîche.  Ceci  provient  

e n  pa r t i e  du f a i t  q u e  l e  t aux  d 'hydra ta t ion  d e s  ce l lu les  est inve r semen t  

proport ionnel  à l ' âge  des  cellules. Un r e t a rd  d e  croissance,  visible par  une 

baisse d e  ma t i è re  sèche ,  peu t  donc  ê t r e  masqué  par  une  hydra ta t ion  plus 

impor t an te .  

Une seconde  expér ience  cons is te  à réa l i ser  une a n é t i q u e  d e  croissance,  d 'une 

p a r t  e n  présence  d e  I 'hexarnère (50 m . ,  d ' au t r e  p a r t  e n  présence  d e  

l lEPGase  d e  Col le to t r ichum Iindemuthianum. Il se produit  une diminution d e  l a  

m a t i è r e  s èche  dans  les  deux cas (fig. 19). L 'EPGase provoque une baisse 

c o n s t a n t e  du t a u x  r e l a t i f  d e  m a t i è r e  s è c h e ,  a l o r s  q u e  l e s  c e l l u l e s  

s ' enr ich issent  en  e a u  et a u g m e n t e n t  d e  volume, ce qui se c a r a c t é r i s e  par  

l ' augmenta t ion  i m p o r t a n t e  d e  m a t i è r e  fraîche.  

2 - Variat ion d e  la f r ac t ion  polysaccharidique extraceIIu1aire 

Fiche t echn ique  n06) 

L a  f r ac t ion  polysaccharidique ext race l lu la i re  est mesurée  au  cours  d e  l a  

cu l tu re  (tab. 7). L a  quan t i t é  e x c r é t é e  est fonct ion  d e  l a  croissance. Les  

principales d i f férences  s 'observent  d è s  le  débu t  d e  l a  cu l ture ,  en  présence  

d lEPGase  et d e  I 'hexamère  : ces deux condit ions provoquent  environ 20 % 

d 'augmenta t ion  d e  l a  f r ac t ion  polysaccharidique to ta le .  P a r  l a  sui te ,  cette 

augmen ta t ion  d e  l ' excré t ion  s 'annule ou s ' inverse,  ma i s  d e  façon non 

signif icat ive.  De plus, l a  composit ion molaire en  monosaccharides e s t  modif iée 

(tab. 8) : l a  présence  d 'EPGase  et d e  I 'hexamère indui t  une  augmenta t ion  en  

mannose et en  glucose, a lors  que  I 'arabinose et l e  xylose diminuent  

re la t ivement .  Enfin, l a  f r ac t ion  polysaccharidique e x c r é t é e  en  présence  

d lEPGase  s 'enrichi t  e n  rhamnose.  Pendan t  le  r e s t e  d e  l a  cu l ture ,  l a  proportion 

d e  mannose r e s t e  toujours sens ib lement  plus é l evée  que  dans  l e  milieu témoin,  

a lo r s  que  les  composit ions mola i res  e n  glucose, a rabinose  et xylose 

s 'équil ibrent .  

L e  r é su l t a t  principal d e  ces essais  prél iminaires  est l a  mise e n  évidence  d'un 

e f f e t  inhibi teur  d e s  o l igogalac turonates  sur  l a  c ro issance  d e s  cel lules  de  

Silène. C e t  e f f e t  est fonct ion  d e  l a  ta i l le  et d e  l a  quan t i t é  d'oligosaccharides. 



F i g u r e  19 . - Influence de 1 'hexagalacturonate et d 'une endopolygalactu- 
ronase sur l a  croissance de la suspension cellulaire de Silène. 

HexaGalAU (325 @.1-1) ; EPGase (1,5 U . l - 1 )  ; (----O , g de matière 
fraîche, échelle gauche ; (=--*-a), g de matière sèche, échelle droite. 
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Tableau 7 . 

Evolution de la quantité d'exopolysaccharides (précipilx5 éthanolique) au 
cours de la cukture en présence de l'acide hcwgalacturonique (Hexal;aM) et 
de 1 ' endopolygalacturonase de Colletotriclnm lind~thianm (EPGaJe) . 

Les r é s u l t a t s  sont exprimés en m g  de sucres  totaux par f i o l e  de c u l t u r e  (lm 
ml). 

Jours  

1 

3 

6 

18 

14 

Tableau 8 . 

Témoin HexaGalAU EFGase 
50 mg.1-1 1,5 U . 1 - 1  

4,4 5,s 5,4 

14,7 14,5 13,6 

1Y,3 17,2 18,9 

68,5 45,0 55,7 

1m,3 182,2 139, k7 

Evolution des rapports molaires des monosaccharides neutres des exopoly- 
saccharides (précipité éthanolique) au cours de la culture en présence de 
l'acide hexagalacturonique (HexaGalAiJ)  et de l'endopolygalacturonase de 
Cdlebtrictiluo lindenduthianum (Eïhse). 

La composition eri sucres a é t é  déterminée par  l ' a n a l y s e  aes dSrivés a c é t a t e s  
d ' a l d i t o l s  (Fiche technique n " 9 ) .  
a, témoin ; b ,  HexüGalAU ( W  mg.1-1) ; c ,  WGase (1,s U.1-l?. 

Jours  

1 

3 

6 

1B 

14 

Ech. 

a 
b 
c 

a 
b 
C 

a 
b 
C 

a 
b 
C 

a 
b 
C 

!ilha Ara X Y ~  Man G l c  Ga1 

- 8,l 31,7 8,7 31,s Sm,3 
- 4,7 150 16,3 54,0 10,a 
2,D 5,s 24,2 12,7 37,5 18,l 

- 4,3 15,l 13,7 57,O 
- 4,7 l4,l 14,'7 56,8 9,7 
- 3 ,7  16,s 13,8 56,7 Y, 3 

- 6,Y 26,l 1 7  38,s 14,8 
- 6,3 23,s 14,6 4W,1 14,8 
- 6,9 23,5 4 4#,6 14,5 

- Il,@ 33,4 13,2 24,9 17,4 
- 11,7 28,6 0 24,5 17.3 
- Y,5 31,9 14,@ 26,6 17,Y 

- M,1 33,4 13,l 23,7 19.5 
- 11,6 32,6 13,Y Z1,8 20,2 
- 11,5 %,3  14,4 ld,6 21,l 

d 



Plusieurs  indices peuven t  $tre re levés  au  niveau d e s  modif icat ions d e  l a  

f r ac t ion  exopolysaccharidique : l es  o l igogalac turonates  s t imu len t  l 'excrét ion 

dès  l e  débu t  de l a  c u l t u r e  et cet e f f e t  d ispara î t  pa r  l a  suite. Qual i ta t ivement ,  

l e s  variat ions d e  l a  composit ion e n  monosacchar ides  d e s  exopolysaccharides 

to t aux  fournissent d e s  rense ignements  i n t é re s san t s  : 

- l 'appari t ion remarquable  du rhamnose dépasse  l e  seuil d e  dé t ec t ion  ap rès  

1 jour d e  cu l tu re  e n  p ré sence  d e  1'EPGase. Il s ' ag i t  d'un marqueur d e s  

polysaccharides pec t iques  qui peuvent  être spéci f iquement  a f f e c t é s  par l a  

présence  d e  l 'hydrolase ; 

- l 'évolution des rappor ts  mola i res  en  présence  d e s  oligoGalAU est similaire  

à ce l l e  observée e n  présence  d e  I'EPGase, ce qui suggère  une modificat ion 

d e  l 'excrét ion pec t ique ,  qui s e r a  conf i rmée  dans  les  r é su l t a t s  suivants. 

B. - Modification d e  l 'excrét ion d e s  polymères pect iques ac ides  

I - Recherche d'une dose eff icace 

Pour réa l i ser  cette sé r i e  expér imenta le ,  l e s  oligoGalAU d e  D P I  à DP8 son t  

mélangés  e n  quan t i t é s  égales.  Des  essais  prél iminaires  (tab. 9) p e r m e t t e n t  d e  

cons t a t e r  que  seule l a  dose d e  10 mg/100 ml d e  milieu abou t i t  à l 'obtent ion 

d'un e f f e t  qui se t r adu i t  par  une baisse des  EPS neu t r e s  et une f o r t e  

augmenta t ion  des EPS acides. Des  doses plus faibles  d 'ol igogalacturonates sont  

peu ou pas e f f icaces .  Une  toxic i té  d e s  o l igogalac turonates  vis-à-vis d e s  

cel lules  est cons t a t ée  pour d e s  doses plus impor tantes .  

2 - Etude quantitative de l'excrétion des EPS neutres et acides 

il excrétion e s t  suivie ~ a r a l l è l e m e n t  à l a  c ro issance  (fig. 20).  près 24 h d e  

cul ture ,  l e s  quan t i t é s  d e  masse  cel lulaire  d i f fèrent ,  le  témoin  e n t r a n t  e n  

phase exponentiel le  d e  croissance,  alors  q u e  les  ce l lu les  t r a i t é e s  sont  encore  

e n  phase d e  latence.  D e  plus, les  per formances  d e  cro issance  sont  l a rgemen t  

modif iées par l ' a c t ion  d e s  o l igogalac turonates  puisque l e s  v i tesses  d e  

croissance,  pendant  l a  phase exponentiel le ,  sont  r e spec t ivemen t  la  moi t ié  et 

l e  double d e  ce l l e s  d e s  témoins  (tab. 10). L e s  variat ions d e  l 'excrét ion 



Tableau 9 . 

Etelation entre la quantité d'oligogalactumnates ajoutés dans le milieu de 
culture et l'excrétion des exopolysaccharîdes (EPS) . 

a )  Les doses d 'o l igogalac turonates  a joutées  son t  exprimées en mg/W m l  d e  
mil ieu de  cu l tu re .  
b) Les EPS neut res  s o n t  déterminés par  dosage à l ' o r c i n o l  su l fur ique  e t  
exprimés en mg/W m l  d e  mil ieu d e  cu l tu re .  
C )  Les EPS acides s o n t  déterminés par  dosage au rnétahydroxydiphénol e t  
exprimés en a d'équivalent  GalAU/l00 m l  d e  milieu d e  c u l t u r e .  

Oligogalacturonates 

EPS neu t res  b 

EPS acides  

Tableau l0 . 

0 0,1 1 l0 

0,89 0,86 0,65 0,56 

0 ,m a, XI @,la 1,m 

Comparaisan des pammètres de croissance des cellules de Silène en pmkence 
ou non d'olïgogalacturonates dans les nilieux de culture, pendant la phase 
exponentielle de croissance. 

a )  Vitesse de  croissance =Am/ A t  ; *) AMI?, v a r i a t i o n  de  l a  matière 
f r a î c h e  ; A t ,  va r i a t ion  du temps. 

Vitesse d e  croissances 
= AMF / A t  * 

Sans Avec 
ol igogalacturonates ol igogalacturonates 

0,22 0 , l l  



TEMPS en JOURS 
Figure Z3 . - Evolution de la matière fraîche au cours du cycle de culture 

) . Encart : excrétion des polysaccharides neutres ( @O ) et acides 
( A  isolés du milieu de culture et séparés par fractionnement sur co- 
lonne de DEAE A 58. 

Les quan t i t é s  d'EPS sont  estimées par  dosages colorimétriques (oses  
neu t res  + acides  uroniques).  Symboles p l e i n s  : c u l t u r e  en présence de 10 mg 
d'oligogûlacturonates/M(a m l  de mil ieu.  Symboles évidés : témoin sans  
oligogalacturonate. 



observables ap rès  cette période sont  à cor ré l e r  a v e c  l ' e f f e t  inhib i teur  d e s  

ol igogalacturonates,  les  2 p a r a m è t r e s  évoluant  para l lè lement .  P a r  con t r e ,  dans  

l e s  premières  heures, e n  phase d e  l a t ence ,  l a  f o r t e  modif icat ion d e  l 'excrét ion 

d e s  EPS ac ides  est indépendante  d e  l a  c ro issance  ( enca r t  fig. 20). L a  quan t i t é  

d lEPS ac ides  l ibérés e n  24 h double e n  présence  d 'ol igogalacturonates a lors  

qu 'e l le  n 'augmente  que  f a ib l emen t  dans  les  milieux d e  c u l t u r e  non modifiés. 

Enfin, l ' excré t ion  d e s  EPS n e u t r e s  est ident ique  e n  p ré sence  ou e n  absence  

d ' o l i g o g a l a c t u r o n a t e s ,  a u  c o u r s  d e s  1 2  p r e m i è r e s  h e u r e s  d e  c u l t u r e .  

C e s  cons t a t a t ions  conduisent  à sé lec t ionner  les  EPS ac ides  c o m m e  marqueurs  

spécif iques d e  l 'act ion d e s  o l igogalac turonates  e n  raison d e  l a  p récoc i t é  d e  l a  

var ia t ion  d e  leur  excrét ion.  

3 - Variation de  la productivité et de la  composition des EPS 

a a d e s  

Pour  s ' a f f ranchi r  d e s  variat ions l iées  à l a  croissance,  l e s  quan t i t é s  des  

d i f f é ren t s  monosaccharides composant  les  EPS ac ides  son t  exp r imées  sous 

f o r m e  d e  productivi té ,  c 'est-à-dire r appor t ées  à l a  masse d e  ce l lu les  produites  

et à l a  durée  d e  l a  cu l tu re  (fig. 21). 

Les  product iv i tés  d e s  monosacchari  d e s  marqueurs  d e  l a  f r ac t ion  a c i d e  (Ga1 AU,  

Rha, Ara, Gal) su ivent  g lobalement  l a  m ê m e  évolut ion au  cours  du cycle. 

El les  sont  l a rgemen t  supérieures à ce l l e s  du témoin  dans l e s  24 h qui suivent  

l e  repiquage puis décro issent  r ap idemen t  par  l a  suite. Les  é c a r t s  d e  

p r o d u c t i v i t é  s ' e s t o m p e n t  a u  f i l  du  c y c l e  et s ' a n n u l e n t  à 1 4  jours .  

L ' intensif icat ion d e  l a  product iv i té  d e s  EPS ac ides  dans  l e s  p remiè res  heures 

sous  l ' e f f e t  des  o l igogalac turonates  peu t  ê t r e  i l lus t rée  par  l a  comparaison des  

rappor ts  d e  production d e s  EPS ac ides  (quant i té  e x c r é t é e  par g r a m m e  d e  

cel lules)  ca lculés  à par t i r  des  données  p récéden te s  e n  débu t  et e n  fin d e  

cul ture .   près 12 h, les  cel lules  t r a i t é e s  on t  e x c r é t é  dans  l e  milieu d e  cul ture  

42,3 % d e  l a  production f inale d 'EPS ac ides  (14 jours), c o n t r e  seulement  

15,6 % pour les  cel lules  témoins. 

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

modificat ion d e  l a  composit ion d e s  EPS ac ides  (tab. 11). En début  d e  cu l tu re  



TEMPS en JOURS 

Figure 21 . - Enlution de la productivité et de la composition molaire des 
EFS acides. 

Les q u a n t i t é s  en iIg de  chacun des  monosaccharides ont  é t é  estimées à 
p a r t i r  des  p r o f i l s  de chromatographie phase gaz sauf l ' a c i d e  galacturonique 
(dosé par  co lo r imé t r i e ) .  La p roduc t iv i t é  correspond à la quan t i t é  de 
monosaccharides excrétée pa r  gramme de  c e l l u l e s  e t  par  heure. 

( AA>,  r h m o s e  ; (. ), arabinose ; ( O ), ga lac tose  ; (**), 
acide galacturonique. Symboles p l e i n s  : c u l t u r e  en présence d 'ol igo- 
galacturonates.  Symboles évidés  : témoin sans  oligogalacturonate. 



Tableau 11 . 

Comparaison des pourcentages molaires des moriosaccharides dans les 
exopolysaccharides acides, à 12 heures e t  à 14 jours de culture, avec ou 
sans oligogalacturonates. 

La composition en sucres  a et6 déterminée par l ' a n a l y s e  des  dé r ivés  a c é t a t e s  
d ' a l d i t o l s .  

Durée de c u l t u r e  

Rha 

Ara 

X Y ~  

Man 

Glc 

Ga1 

GalAU 
L 

12 heures 14 jours  

Avec Sans Avec Sans 

4,35 1,70 1,'73 2,1;1W 

19, +ta 11,6!d 1 7 , ~ ~  16,60 

30,7k7 4 2 ,  im 412),21d 50, i B  

11 ,@0 M J m  9,15 5 , m  

5,2!2i 9 ,% 7,60 3,  ?a 

29,30 24,50 2 4 , D  21,70 

44 J 511J 1 2 , m  l@ ,80 1W,m 



(12 h), l e s  EPS ac ides  l ibérés e n  présence  d 'ol igogalacturonates sont  enrichis  

e n  monosaccharides ca rac t é r i s t i ques  d e s  axes  principaux (GalAU x 3,7,  Rha  x 

2,5) et d e s  c h a h e s  l a t é r a l e s  (Ara  x 1,7 et Ga1 x 1,2) d e s  composés  pectiques. 

Les d i f f é rences  s ' e s tompen t  au  cours  du cyc le  jusqu'à 14 jours où les  

composit ions des  EPS ac ides  sont  p ra t iquemen t  équiva lentes  e n  présence  ou 

non d 'ol igogalacturonates (tab. 11). 

L a  présence  des  o l igogalac turonates  provoque donc une in tens i f ica t ion  d e  

l ' excré t ion  d e  l a  f r ac t ion  pect ique,  phénomène l imi té  aux p remiè res  heures d e  

l a  cu l ture .  

4 - Influence du degré de polymérisation des a a d e s  oligo- 

galacturoniques 

C e s  essais sont  réa l i sés  e n  présence  d 'ol igogalacturonates d e  deg ré  d e  

polymérisat ion défini,  var ian t  d e  1 à 8 et ut i l isés  à raison d e  10 mg/ 100 ml  de  

milieu (fig. 22). 

Après 24 h d e  cul ture ,  l 'analyse d e s  EPS ac ides  mon t re  une  augmenta t ion  des  

oses  n e u t r e s  et des  ac ides  uroniques qui les  composent  à par t i r  du deg ré  d e  

polymérisat ion 3. 

Pour l e s  ac ides  galacturoniques,  l ' excré t ion  se stabi l ise à une  valeur  maxi male  

à par t i r  du degré  d e  polymérisat ion 7. L a  quan t i t é  d 'oses neu t r e s  dans  les  EPS 

ac ides  augmen te  jusqu'au deg ré  d e  polymérisat ion 5 et r e s t e  s t ab l e  ensuite. 

5 - Action des aades  oligogalacturoniques sur des parois isolées 

Afin d 'appréhender l e  mode d 'ac t ion  des  ol igogalacturonates,  ceux-ci sont  

in t rodui t s  dans une suspension d e  parois  i so lées  main tenues  à 4"C, c'est-à-dire 

à une t e m p é r a t u r e  su f f i s amment  basse pour é v i t e r  une  auto lyse  des  parois, 

d 'or igine enzymatique.  Dans ces conditions, i l  se produit une  augmenta t ion  des  

exopolysaccharides dans  l a  suspension. 

L e  tab leau  1 2  p ré sen te  une comparaison des  résu l ta t s  a v e c  ceux obtenus  in 

vivo. 



DEGRE DE POLYMERISATlON 

Figure 22 . - Influence du degré de polymérisatian des oligogalactumnates 
sur l'excrétion des exopolysru=charides (EPÇ) acides. 

Une dose d'oligogalacturonates de  degré dde polymérisation variant de 1 
à 8 est int rodui te  dans les milieux de cu l tu re  a raison de  î0 mg pour î.00 m l  
de  solut ion nu t r i t i ve .  Après 24 heures, l e s  EPS sont i s o l é s  et  fractionnés.  
Les quant i tés  d 'oses neutres  (a)  et d'acides uroniques (b) composant les EPS 
acides  sont  respectivement determinés par dosage coloriaietrique à l ' o rc ino l  
et  au métahydroxydiphénol. 

a, oses neutres dans les EPS acides ; b, acide galacturonique dans les 
EPS acides.  



Tableau 12 . 

Comparaison des quanti- d'exopolysaccharides libérés sous l'effet des 
oligogalactumnates (i0 di00 m l  de soluticm) par des cellules (in viw) et 
par des parois isolées ( in vitro) - 

Tableau 13 . 

Avec (1) 

Sans (2) 

Variation d ' exc ré t ion  
(1 - 2)  

Distributian des oses neutre et acides dans les exmolysaccharides libérés 
par les parois isolées, sous l'actian des oligogalacturmates. 

EPS to taux en mg 

Ce l lu les  Pa ro i s  
in vivo in vitro 

4, 6,4@ 

2,75 5,@3 

1,25 1,a 

Sans 

Avec 

Quan t i t é  t o t a l e  
excré tée  en mg % d 'ac ide  

uronique 
Oses Acides 

neut re  uron iques 

2,27 (O, 26 1 0 , Z  

1,62 1,6a 49,70 



Bien que  les  quan t i t é s  e x c r é t é e s  so ient  d i f fé rentes ,  les  variat ions d 'excré t ion  

e n t r e  témoin  et échant i l lon  t r a i t é  s o n t  observables pour une  m ê m e  dose 

d 'ohgogalacturonates.  

Qual i ta t ivement ,  l ' excré t ion  concerne  pr inc ipa lement  l a  f r ac t ion  pect ique.  En 

e f f e t ,  l e  pourcentage  d 'ac ide  galacturonique est d'environ 50 % e n  présence  

d 'ol igogalacturonates c o n t r e  seulement  10 % pour l e  témoin  (tab. 13). P a r  

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

con t r a i r emen t  à ce q u e  l'on obtenai t  in vivo. 

V. - EFFETS DES ACIDES OLIGOGALACTURONIQUES S U R  D'AUTRES 

MODELES BIOLOGIQUES 

A. - T e s t  d ' é l i a t a t i o n  sur  l e  modè le  t abac fv i rus  d e  l a  mosai'que* 

Les  tests présentés  ici s ' in tègrent  dans  un p rog ramme d e  r eche rche  sur  l a  

na tu re  et le  fonct ionnement  d 'éventuels  é l i c i t eu r s  oligo- et polysaccharidiques 

dans  les  mécanismes  d e  défenses  an t iv i ra les  naturel les .  

Des  plants  d e  t a b a c  (Nicotiana tabacurn)  s o n t  a r t i f ic ie l lement  inoculés  par  le  

virus d e  l a  mosai'que du t a b a c  (VMT), souche  U1, à une concent ra t ion  d e  300 

lésions par  feui l le  (JAMET et FRITIG 1986). L e s  ac ides  ol igogalacturoniques 

sont  soi t  d i r e c t e m e n t  mélangés à l ' inoculum (coinoculation), soi t  i n j ec t é s  dans  

l e  mésophylle d e  l a  feui l le  24 h avan t  l ' inject ion du virus. U n e  é t u d e  d e s  

marqueurs  biochimiques des  réac t ions  d e  défense  est éga lemen t  réal isée,  dans  

ce cas les  f r a g m e n t s  pec t iques  sont  i n j e c t é s  dans  l e  mésophylle d e  l a  feu i l le  

et l ' induction d e  ces marqueurs  est mesurée.  Il s 'agi t  d 'enzymes  dont  

l ' ac t iv i té  est f o r t e m e n t  s t imulée  en  cas d e  r éac t ion  d 'hypersensibi l i té  : 

- e n z y m e s  h y d r o l a s i q u e s ,  c h i t i n a s e  e t  B-1 ,3 -g lucanase  (BOLLER 1985 ,  

KAUFFMAN et ai. 1987, LAMB et ai. 1987, LEGRAND et ai. 1987) 

(fig. 23) ; 

* C e t t e  é t u d e  a été réa l i sée  dans  l e  c a d r e  du programme d 'ac t ion  
conce r t ée  "Oligosaccharides par ié taux  : obtention,  s t ruc tu re ,  e f f e t s  
biologiques", pa r  J acques  ROUSTER, au  Labora to i re  d e  Virologie, 
sous l a  d i rec t ion  d e  Bernard FRITIG, IBMP, Strasbourg. 



La chi t inase  e s t  une hydrolase qui  coupe les l i a i sons  L3 1-4 de  l a  
ch i t ine  qui e s t  un polymère de N-acétylglucosamine. 

Chit inese 

Les produits  a i n s i  l ibérés  sont des oligomères de N-acétylglucosamine 
(NAcGlc). L 'ac t iv i té  chit inasique e s t  mesurée par un t e s t  colorimétrique : 
l a  fonction N H 2  de l a  NAcGlc réag i t  avec l e  411imethylaminobenzaldéhyde 
( D M )  pour l i bé re r  un produit (coloration rose) absorbant à 585 nm (REISSIG 
et a l .  , 1985). 

8 - L302ucanase 
Les &1,3 glucanases sont des hydrolases qu i  coupent l e s  l i a i sons  B-1,3 

ent re  2 résidus glucosyl l ibérant  a i n s i  la fonction réductrice du glucose. 

Les produits de réaction sont donc des  oligomères de glucose dont l a  
fonction réductrice l ibérée  va e t r e  dosée (ASHWELL, 1957). Le réac t i f  e s t  l a  
laminarine, un 8-1,3 polyglucane d 'origine végétale. 

Figure 23 . - Activités hydrolasiques, chitinase et *1,3 glucanase. 



- e n z y m e s  du m é t a b o l i s m e  d e s  p h é n y l p r o p a n o ï d e s ,  O - m é t h y l t r a n s f é r a s e  

(OMT) et phénylalanine-arnmonia-lyase (PAL) (DIXON et ai. 1986, JIN et 

WEST 1984) (fig. 24). 

1 - Protection virale 

Tes té s  e n  coinoculation, les  oligoGal AU n'occasionnent  pas  d e  di minution du 

nombre  d e  lésions virales  ; i l  semble,  au  cont ra i re ,  q u e  ceux-ci favor isent  

l ' infect ion (tab. 14). 

L e  p ré t r a i t e rnen t  des  feui l les  pa r  les  oligoGalAU a v a n t  l ' inoculat ion n 'a  pas  

d ' e f f e t  s i g n i f i c a t i f  ni d a n s  un s e n s ,  ni d a n s  l ' a u t r e  ( t a b .  15) .  

2 - Marqueurs biochimiques de l'éliatation 

En ce qui concerne  l e s  ac t iv i t é s  hydrolasiques (chi t inase et B -1,3-glucanase), 

l ' inject ion des  oligoGal AU n ' a  pas  d ' e f f e t  significatif par  rappor t  aux plantes 

non t r a i t é e s  (tab. 16 et 17). 

P a r  con t r e ,  les  marqueurs  biochimiques du métabol i sme des  phénylpropanoïdes 

son t  s t imu lés  d e  façon signif icat ive,  e n  part icul ier  en  ce qui concerne  

l ' a c t iv i t é  O-méthyltransférase où l e  f a c t e u r  d ' induction appa ra î t  c o m m e  

proport ionnel  à l a  ta i l le  (tab. 17). 

B. - Test d'éliatation sur l 'hv~ocotvie  de haricot* 

C e s  essa is  sont  réal isés par excision à l a  base des  hypocotyles, suivie d'une 

e s t ima t ion  des  f a c t e u r s  de  s t imula t ion  des  marqueurs  d e  dé fense  par les  

f r a g m e n t s  testés. L ' e f f e t  est jugé signif icat if  si l a  s t imula t ion  est supérieure 

ou égale  à 1,5. 

* C e t t e  é t u d e  a été réa l i sée  dans  le  cad re  du p rog ramme d'action 
c o n c e r t é e  "Oligosaccharides par ié taux  : obtention,  s t ruc tu re ,  e f f e t s  
biologiques", par Claude  LAFITTE, au Labora to i re  d e  Physiologie, 
végéta le ,  sous l a  direct ion d e  M.-T. ESQUERRE-TUGAYE, Toulouse. 



Les OMTs catalysent la monométhylation d'orthodiphénols utilisant la 
S-adénosyl-L-méthionine (SAM) comme donneur de méthyle. En présence de SAM 
(méthyle-sH), la mesure de la radioactivité du produit de réaction permet 
d'évaluer la vitesse de la réaction enzymatique et donc de l'activité de 
l'extrait testé. L'orthodiphénol utilisé est l'acide caféique qui est 
méthylé en position méta. 

OMT 

HO 

ac ide  caféiqrie acide feruliquo 

La PAL catalyse l'élimination de l'ammoniac a partir de L-phénylalanine 
avec formation d'acide trans-cinnamique. 

* COOH 
PAL rCo0" 

L-phknylalanl ne acide trans-cinnrmiquo 

L'utilisation de L-phénylalanine marquée au 1% permet de doser la 
quantité de produit radioactif formé et donc d'évaluer 17activité 
enzymatique. 

Figure 24 . - Hétabolisme des phénylpropanoïdes , activités O-méthyl- 
transférase (ûMT,) et phénylalanine-mmmialyase . 

) marquage radioactif utilisé pour la mesure des activités 
en-qmatiques . 



Tableau 14 . 
Expérience de coinoculation des oligogalacturmates de degré de 
polymérisation (Df) 3 à 8 (-.ml-1) avec le virus de la mosaïque du tabac 
(W) (B,5 u.ml-1). 

L'expérience a é té  réalisée s u r  t ro i s  plantes par essai ( 3  fo i s  3 feui l les) .  

Traitement 

VMT (témoin) 

DP3 + VMT 

DP4 + VMT 

DP5 + VMT 

DP6 + VMT 

DP7 + VMT 

DP8 + VMT 

Tableau 15 . 

Nombre moyen de lésions 
par disque de 2 cm de diamètre 

7,4 

1.0~4 

12,4 

14,4 

11,5 

l0,6 

21,7 

Injection de l'octagalacturonate (DP8) dans une moitié de feui l le ,  puis 
inoculation de la feuille entière avec le virus de la mosaïque du tabac 
(8,25 pg-ml- l ) ,  24 h plus tard. 

L'expérience a été réalisée s u r  t ro is  plantes par essai (3  fois  3 feui l les) .  

Traitement 

HzO (témoin) 

DP8 Uo ~ i g . m l - 1  

DP8 50 g.ml-1 

DP8 250 w . m l - l  

Nombre moyen de lésions 
par disque de 2 cm de diamètre 

1/2 feuil le  injectée 1/2 feuil le  témoin 

6,8 lQJ, 2 

7 , 5  9,6 

6,8 8,5 

7,9 8 , 3  



Tableau 16 . 

Influence du traitement des plants de tabac par les oligogdacturmiates de 
degré de polymérisation (DP) 3 à 15 sur l'induction des activités 
hydrolasiques 24 h après l'injection. 

Fragment pectique 

Témoin 

DP3:K 

DP4X 

DP7* 

DPW 

DP12,5** 

DP15W 

Act iv i t é  biologique 
(Facteur de  s t imula t ion  par rapport  

au témoin ) 

Chi t inase  8-1,J-glucanase 

1 1 

0 ,75  0 ,45  

1 , s  1 

1 0,55 

0,50 0,65 

1 0,80 

1 1 



Tableau 17 - 
Influence du traitement des plants de tabac par les oligogalacturanates de 
degré de polynérisation (DP) 3 à 15 sur l'induction des activités 
phénylalanine-mialyase (PAL) et O-néthyltransférase ((MT). 

(*), 1 @ . m l - 1  ; (W), 1!J @ . m l - 1  ; N . T . ,  non testés. 

Fragment pectique 

Témoin 

DP3% 

DP& 

DPSI: 

DPW 

DP?* 

DPW 

DPlS, %* 

DP 1% 

Activi te  biologique 
(Facteur de stimulation par rapport 

au témoin) 

PAL OMT 

1 1 

2,5 0 , s  

1 ,7  1,3 

036 1 ,4  

1 8 1  1 2 8  

@,a 1,s 

1 ,7  2,7 

N.T. 1 , 6  

N.T. 2,6 



Les  e f f e t s  des  oligoGalAU o n t  été é tud ié s  ainsi que  des  polymères  pec t iques  

d e  d i f férents  poids moléculaires ,  et d e s  f r a g m e n t s  d e  xyloglucanes ob tenus  par 

hydrolyse enzymat ique  (CERMAV, Grenoble).  

Seuls l e s  oligoGaAU les  plus lourds (DP15) p ré sen ten t  quelques e f f e t s  

significatifs,  e n  par t icu l ie r  au  niveau d e  l a  s t imula t ion  d e  l ' a c t iv i t é  

8 -1,3-glucanase et d'un inhibi teur  d e  l ' ac t iv i té  endopolygalacturonasique (de 

C o l l e t o t r i c h u m  l i n d e m u t h i a n u m )  ( t ab .  18). C e s  e f f e t s  n e  s o n t  p a s  

sys témat iquement  observés  pour les  polymères  pect iques,  hormis ceux d'un PM 

moyen d e  2700, qui s t imulent  é g a l e m e n t  l a  biosynthèse d 'un inhib i teur  de  

1'EPGase. 

L a  st imulat ion d e  l a  biosynthèse d e s  pro té ines  HRGP (hydroxyproline-rich- 

glycoprotein) e s t  observée  par l e  t r a i t e m e n t  d e s  polymères pec t iques  ; 

malheureusement,  l ' e f f e t  éventue l  des  oligoGalAU n'a  pas  été é tud ié  d a n s  ce 

cas. 

Les  f r agmen t s  d e  xyloglucanes p ré sen ten t  l e s  e f f e t s  les  plus variés, quoique 

t r è s  hé térogènes  selon leur taille.  



Tableau 18 - 
Riécap?itulatif des effets de fragments pectiques et xylqglucanes sur la 
stiiulatim de différents p a r q u m  de défense de l'hypocotyle de haricot. 

Activité biologique 
Fragments eliciteurs (Facteur de stimulation par rapport au Témoiii) 

endogènes 
0-1+3 Chitinase Inhibiteur HRGP Lignine 
glucanase d ' endoPG 

1- OLI- ET 
POLYlEiES PECTIQUES 

fortement anionigues . F?? 

2 700 1 1 
6 800 0.8' 1 

22 O00 0.75 1.6 
38 O00 0.6 1.3 
68 O00 O.  75 1 

faiblement anioniques , PF? 

2 O00 1 1.3 2 1.8 1 .  
7 200 2.1 1.4 1.4 1.4 1 

24 000 1.3 2.5 1.3 1.5 1 

2- OLIGOKERE!j DE 
X m q L U c r m  
D.P. 

2 1 1 1 1.8 
3 1 1 1 2.1 
4 1 1 1 1 1.7 
5 1 1 1 1 1.4 
6 N . T . ~  N.T. N.T. N.T. N.T. 
7 1.4 1 1.3 1 1 
8 1.5 1 .3  1.7 1 1 
9 1 2.1 1.2 1 1 

1 O 1 1 1 1 1.2 

3- OLIGOHWES DE 
PECTiTE DE NA 
D.P. 

1, 2, ... à 8 1 1 1 N.T. N.T. 
12 1 1 1.2 N.T. N.T. 
14 1.3 1 .1  1.4 N. T .  N.T. 

a- Expérience répétée au moins 2 fois ; b- une seule expérience ; 
c- Effet supprcsseur ; d- N.T. = Noil Testé. 

+ 

Les q u a n t i t é s  u t i l i s é e s  pour le  t ra i tement  sont  d e  250 N d'eq acide 
galacturonique par  p lan te .  
EhdoPG, endopolygalacturonase ; HRGP, pro té ines  r i c h e s  en hydroxyproline. 



2ème par t ie  

LES OLIGOSACCHARIDES DE LA SUSPENSION CELLULAIRE 
DE SILENE ALBA. 

ISOLEMENT ET CARACTERISATION BIOCHIMIQUE 



C'es t  e n  cont rô lant ,  p a r  chromatographie  sur  couche  mince, l a  dispari t ion du 

saccharose  dans  le  milieu d e  cu l tu re  que  l a  p ré sence  d 'ol igosaccharides a été 
révélée. Ils son t  présents  e n  quan t i t é  s u f f i s a m m e n t  i m p o r t a n t e  pour ê t r e  

déce lés  e n  fin d e  cro issance  (14 jours). D ~ S  lors, i l  a semblé  in t é re s san t  

d'isoler et d e  ca rac t é r i s e r  ces molécules na tu re l l emen t  présentes  dans  l a  

suspension cel lulaire ,  pour t e n t e r  d'en préc iser  l 'origine et l a  s ignif icat ion 

métabolique et, à plus long t e r m e ,  f a i r e  é m e r g e r  leurs  éventue l les  propr ié tés  

biologiques. 

1. - MISE EN EVIDENCE ET CARACTERISATION PARTIELLE D'OLIGO- 

SACCHARIDES NATIFS EXTRACELLULAIRES 

A. - Isolement d'une fraction non précipitante à partir du milieu de 

culture 

L e  principe d e  cette p remiè re  é t a p e  est d 'él iminer  du milieu ext race l lu la i re  

les  exopolysaccharides et a u t r e s  polymères  qui s ' y  t rouvent  e n  quan t i t é  

abondante,  à l a  fin du cyc le  d e  cul ture  (14 jours). 

Les  cel lules  sont  s épa rées  du milieu d e  c u l t u r e  par  f i l t ra t ion  sous vide, sur 

papier,  dans  un entonnoi r  d e  büchner. 1 l i t r e  d e  milieu ext race l lu la i re  est 

f ina lement  obtenu e n  réunissant  les  f i l t r a t s  d e  plusieurs f ioles  ap rès  14 jours 

d e  culture. 

L e  volume du milieu b ru t  est d'abord rédui t  d 'environ 10 fois  par  évapora t ion  

sous vide. Les  exopolysaccharides présents  dans  l e  milieu brut  concen t r é  sont  

alors  préc ip i tés  par addit ion d e  3 volumes d 'é thanol  absolu pendant  1 nuit à 
4°C. L e  surnageant  é thanol ique  qui est recueil l i ,  ap rè s  cent r i fugat ion ,  con t i en t  

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

probablement  aussi d ' au t r e s  composés qui ne  se ron t  pas  pris en  c o m p t e  dans  

cette é tude .  

Tamisage moléculaire Séphacryl S200 

Un premier  t r i  moléculaire  est e f f e c t u é  par  chromatographie  af in d 'évaluer  l a  

r é p a r t i t i o n  e n  t a i l l e  d e s  f r a g m e n t s  s a c c h a r i d i q u e s  non p r é c i p i t é s .  



L e  profil  d 'é lut ion obtenu par  l e  dosage calorimétrique des  suc res  t o t aux  m e t  

e n  évidence  4 f r ac t ions  (fig. 25). Chacune  d 'el le  est obtenue  e n  réunissant  les  

contenus  des  tubes  d'élution qui p ré sen ten t  une distr ibut ion similaire  lors  des  

cont rô les  e f f e c t u é s  par CCM. L 'es t imat ion  pondérale,  l a  composit ion e n  oses 

neu t r e s  et ac ides  uroniques d e s  4 f r ac t ions  sont  obtenues  par  dosages 

color imét r iques  [méthode  à I'orcinol sulfurique d e  TILLM ANS et PHILIPPI 

(1929) modif iée par  RIMINGTON (1931) ; méthode  au métahydroxydiphénol  d e  

BLUMENKRANTZ et ASBOE-HANSEN (1973)l Itab. 19). Enfin, l a  composit ion 

e n  monosaccharides neut res  est évaluée,  après  hydrolyse t o t a l e  (ATFA, 4N, 4 

h), par  C P G  d e s  dérivés acétates d 'aldi tols  et expr imée sous f o r m e  de  

pourcentages  mola i res  (tab. 20) : 

- l a  f r ac t ion  F I ,  é luée  à l 'exclusion d e  l a  colonne, est l a  plus r iche  en 

ac ides  uroniques ; du point d e  vue pondéral  e l l e  est cependan t  négligeable. 

Compte- tenu  d e s  proport ions e n  a c i d e  galacturonique et e n  rhamnose,  el le  

peut  ê t r e  cons idérée  c o m m e  une rhamnogalacturonane,  f o r t e m e n t  r ami f i ée  ; 

- à l ' au t r e  e x t r é m i t é ,  l a  f r ac t ion  F4 ,  qui comprend des  monosacchar ides  et 

d e s  disaccharides,  est cons t i t uée  à plus d e  50 % par d e  l ' a rabinose  ; 

- les  f r ac t ions  F 2  et F 3  p ré sen ten t  d e s  cis tr ibut ions voisines e n  oses  neu t r e s  

et acides. L e s  monosaccharides principaux son t  l e  xylose, l e  mannose et l e  

glucose. L a  f r ac t ion  F2,  qui nlest  p a s  dép lacée  par l e  so lvant  d e  CCM, 

c o m p r e n d  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  p l u s  l ou rds .  C ' e s t  l a  f r a c t i o n  F 3 ,  

susceptible d e  r ecé l e r  d e s  ol igosaccharides suf f i samment  légers ,  qui est 

sé lec t ionnée  pour la  su i te  du f rac t ionnement .  

C. - Electrophorèse sur papier (Fiche technique n014) 

L ' u t i l i s a t i o n  d e  cette t e c h n i q u e  p e r m e t  d ' o b t e n i r  l a  s é p a r a t i o n  d e s  

ol igosaccharides en  fonction d e  leur cha rge  apparente .  Un essai préa lable  de  

sépara t ion  a été e f f e c t u é  par  chromatographie  d 'échange d'ions (Dowex 

1 x 2), mais  l a  présence résiduel le  d e  se ls  a gêné  l a  f ixa t ion  des 

ol igosaccharides acides. F ina lement ,  l a  t o t a l i t é  d e  la  f r ac t ion  F 3  a été 
soumise à une é lec t rophorèse  sur papier,  e n  raison n o t a m m e n t  d e  son 

e f f i c a c i t é  d 'él iminer  les  sels. 



Figure 25 . - Profil  d'élution de l a  chromatographie-tamisage moléculaire 
sur SépMex S Zd0 de la fraction non précipitante. 

Colonne 135 x 2,2 cm, HzO, 3Zi r n l .  h-1. 



Tableau 19 . 
Distribution pondérale (sucres totaux, 3.') e t  composition en acides 
uroniques (AU) e t  en oses neutres (ON) des fractions P 1, F 2, F 3 et F 4 
obtenues par tamisage moléculaire Séphacryl S 200 de la fraction non 
précipitante. 

Tableau 2BJ . 

Depô t 

F 1 

F 2 

F 3 

F 4 

Colnposition en i~~os-accharides neutres ( X  molaire) des fractions après 
tamisage moléculaire sur Séphacryl S m .  

ST nig AU % ON % Rdt % 

44, Ç38 10 !30 Mlr3 

@,98 27,4 72,6 2,2 

5,23 13,2 86,8 11,9 

13,58 l4,iZ) 86, Gf 3@,8 

14 33 la, La 90,0 32,O 

L a  composition en suc res  a 6te  déterminée par  l ' analyse  des  dé r ives  ace ta tes  
d a l d i t o i s .  
Rha, ïhamnose ; Euc, fucose ; Ara, arabinose ; Xyl, xyiose ; Man, niannose : 
G l c ,  glucose ; Gai, ga lac tose .  

F 1 

F 2 

~ ' 3  

F 4 

Rha PUC Ara Xyl Man G l c  Ga1 

J-@,3 3 , 2  8,9 1 1 , l  6,7 45,7 14,0 

- - 23,3 34,2 1 5 , l  18,3  9 , l  

1 , 2  a,  a 7 ,3  24,a 22,1  2 4 , ~  11,4 

4 , 9  3,s 54,6 11,i 7,7 12,7 5,6 



L e s  ol igosaccharides se sépa ren t  selon 2 zones  bien d i s t i nc t e s  : l 'une, appelée 

F3NR,, qui a migré vers  l 'anode, man i fe s t an t  ainsi son c a r a c t è r e  ac ide  ; une 

seconde,  nommée F3NRn, n e  s'est dép lacée  que t r è s  l égè remen t  dans  l e  m ê m e  

sens. 

D. - Chromatographie préparative sur papier F i c h e  technique n014) 

C e t t e  chromatographie  est réa l i sée  success ivement  sur  les  2 f rac t ions  

s é p a r é e s  p a r  é l e c t r o p h o r è s e .  L a  f i g u r e  26 r e p r é s e n t e  l e  p r o f i l  du  

c h r o m a t o g r a m m e  a p r è s  r é v é l a t i o n  a n a l y t i q u e  p a r  l ' o x a l a t e  d ' an i l i ne .  

L a  f r ac t ion  F NR est cons t i t uée  d'une e spèce  major i ta i re ,  appelée  f rac t ion  3 a 
1-1. Une  chromstographie  sur  couche  mince (fig. 27) m o n t r e  que  cette 

de rn iè re  comprend e n  f a i t  plusieurs  oligosaccharides. Celui d ' en t r e  eux qui 

migre  l e  plus loin est aussi l e  plus abondant. Dans les  m ê m e s  conditions, l a  

f r ac t ion  F 3NRn p résen te  4 t a c h e s  migrantes  (2-4, 2-3, 2-2, 2-11 et un r e s t e  d e  

dépô t  n ' ayan t  pas migré  (2-sup). L a  chromatographie  d e  cont rô le  sur  couche 

mince  mon t re  qu 'aucune d e  ces f r ac t ions  n 'est  pure,  mais  que  chacune  d 'el les  

con t i en t  un ol igosaccharide principal. 

L a  composit ion e n  monosaccharides d e  l 'ensemble d e s  f r ac t ions  (tab. 21) est 

é t ab l i e  à par t i r  d e s  dér ivés  méthylglycosides t r i  f luoroacé ty lés  (TF A). C e t t e  

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

monosaccharides neu t r e s  et acides,  ainsi que  la glucosamine. 

L e  cons t i t uan t  major i ta i re  d e  l a  f r ac t ion  F NR est l 'acide galacturonique.  L a  
3 a 

composit ion des  a u t r e s  f r ac t ions  mon t re  que  l e  xylose, l e  mannose et l e  

glucose ca rac t é r i s en t  les  f r ac t ions  migrantes,  a lors  que  l 'arabinose et l e  

ga l ac tose  sont  les  principaux cons t i t uan t s  d e  l a  f r ac t ion  2-sup, la  plus lourde. 

L e  r é su l t a t  i n t é re s san t  et ina t t endu  d e  cette analyse conce rne  l a  glucosamine 

qui est p ré sen te  dans  tou te s  les  f r ac t ions  et plus par t icu l iè rement  dans  ce l les  

issues d e  F NR où e l l e  f igure  e n  proport ions impor tantes .  
3 n 



Figure 26 . - Chromatographie sur papier des fractions F'NRa et k " N i ù ~ .  
L 'o rd re  d e  numérotation correspond a l ' o r d r e  de migra t ion ,  (Fiche 

technique no 13). 
l a c ,  l a c t o s e  ; g a l ,  ga l ac tose  ; a r a ,  arabinose ; fuc ,  fucose ; ga lAU,  

ac ide  ga iac turonique .  



Figure 27 . - Estimation du degré de pureté, sur couche mince, des oligo- 
saccharides purifiés par chromatographie sur papier. 

Solvant : butanol - acide acétique - eau (2 :1 :1) ,  double migration. 
lac, l ac tose .  



Tableau 21 . 

Rapports molaires des monosaccharides des fractions =Ra et -Rn (1, 2, 3, 
4 et sup) riprès chromatographie sur papier de la fraction F3NR. 

* L'ordre de numération correspond à l 'ordre de migration. La fraction "sup" 
e s t  cel le  qui n ' a  pas migre. 
L a  coinposition en sucres a é t é  déterminée par l 'analyse des derivés 
méthylglycosides trifluoroacéthylés. 
Fuc, fucose ; Gal, galactose ; Man, mannose ; Glc, glucose ; Rha, rhamnose; 
GlcNAc, N-acétylglucosamine ; Ara, arabinose ; Xyl, xylose ; GalAU, acide 
gaiacturonique . 

Monosaccharides 

F 3 M R a  

1% 

2 

E 3 N R n  3 

4 

Sup 

Fuc Ga1 Man Glc Rha GlcNAc Ara Xyl GalAU 

8,02 0 1 0  B,M 0 0 8  0 0  0,87 0 0  9 1,00 

0 @,42 l,ILJG? 5 1  0,635 8,27 1 0,48 63,!Zl 

a,05 1 4  B,75 0,65 0 0 3  0,23 8,13 1,CM 0 , m  

0,14 0,36 1 , m  0,72 0 1  0,58 0 0,74 0,22 

@ , M  B,65 U,75 0,'72 IZ),06 @,27 @,59 1 , m  @,O3 

0 7  @,79 0,38 B,82 0 8,17 1,@0 0,522 0,01 



E. - Conclusion 

C e t t e  é t u d e  prél iminaire m e t  e n  évidence,  e n  m ê m e  t e m p s  qu'el le  éva lue ,  l a  

c o m p o s i t i o n  et l ' h é t é r o g é n é i t é  d e s  c o m p o s é s  g l u c i d i q u e s  du  m i l i e u  

ext race l lu la i re ,  débarrassés  d e s  exopolysaccharides. 

Un mélange  d'oiigosaccharides ac ides  (F3NR,), r iche  e n  ac ide  galacturonique,  

a été i so l é  par  é lec t rophorèse  à par t i r  d e  l a  f r ac t ion  ol igosaccharidique F3, 

i so lée  pa r  tamisage  moléculaire. Les  ol igosaccharides r ep résen ta t i f s  d e  cette 

f r ac t ion  seront  analysés plus e n  dé t a i l  u l té r ieurement .  

En ce qui concerne  l a  f r ac t ion  ol igosaccharidique F3NRn, t r è s  hétérogène,  l a  

poursui te  du f r ac t ionnemen t  nécess i t e r a  d e  préparer  préa lablement  des  

quanti  tés suff i santes  d e  milieu ext race l lu la i re  pour parvenir  à l a  purif icat ion 

des  ol igosaccharides neutres. 

L a  présence  d e  glucosamine dans  l a  plupart  d e s  enr ich issements  est un 

r é su l t a t  nouveau qui doit  ê t r e  pris  en  considérat ion dans  l a  su i t e  des  t ravaux,  

n o t a m m e n t  e n  ce qui concerne  l e  mode d e  prépara t ion  des  acétates d'alditols,  

où i l  f aud ra  veiller a subs t i tuer  l ' ac ide  acé t ique  à l a  rés ine  ~ o w e x / ~ +  pour 

l ' a r r ê t  d e  l a  réduction,  afin d ' év i t e r  que  l a  glucosamine ne  soi t  piégée dans  l a  

résine. 

Pour la prépara t ion  u l té r ieure  des  échantillons, l a  p remiè re  é t a p e  de  

f r ac t ionnemen t  par  précipi tat ion sé lec t ive  dans l 'é thanol  s e r a  maintenue.  Pa r  

cont re ,  les  oligosaccharides t o t a u x  se ron t  débarrassés  d e s  se ls  con taminan t s  à 
l 'a ide d'un gel  plus ré t icu lé  que l e  gel  Séphacryl  S200, avan t  t ou te  

purif icat ion (Séphadex GIO).  étape d 'é lec t rophorèse  sur  papier,  p e r m e t t a n t  

d'isoler les  oligosaccharides acides,  s e r a  conservée  ou r emplacée  par  t o u t e  

a u t r e  technique  fondée  sur une  sépara t ion  en  fonction d e  l a  charge.  En dépit  

d e  ses qual i tés  préparat ives,  l a  chromatographie  sur papier  s e r a  exc lue  pour 

des  raisons pra t iques  (faibles quant i tés )  et remplacée par  une chromatographie  

sur  Biogel PZ, suivie d e  f r ac t ionnemen t  par  HPLC. 



II. - CARACTERISATION DES OLIGOSACCHARIDES ACIDES 

L'objectif du t rava i l  est d ' identif ier  les  oi igosaccharides ac ides  p ré sen t s  dans  

l e  surnageant  extracel lulaire .  On ut i l isera pour cette é t u d e  l a  f r a c t i o n  1-1, 

purifiée p réa l ab lemen t  par é lec t rophorèse  et par  chromatographie  sur  papier. 

A. - Chromatographie sur couche mince 

L e  principe d e  cet essai  est d e  comparer ,  pa r  chromatographie  su r  couche  

mince, l e  contenu oi igosaccharidique d e  l a  f r ac t ion  1-1 à d e s  témoins  

d 'oi igogalacturonates purifiés a u  Laboratoire.  L e  r é su l t a t  l e  plus démonst ra t i f  

est l a  cons t a t a t ion  q u e  l e  spot  majeur  ca rac t é r i s t i que  d e  l a  f r ac t ion  1-1 migre 

d e  l a  m ê m e  façon q u e  l e  d iga lac turonate  (fig. 28). L e  c a r a c t è r e  t r è s  résolutif 

d e  l a  technique  et l 'analyse d e  l a  composit ion molaire son t  2 a rgumen t s  e n  

faveur  d e  l ' identif icat ion d e  l ' espèce  oiigosaccharidi que  ac ide  ma jeu re  com m e  

é t a n t  un d imère  d ' ac ide  galacturonique.  L e s  2 a u t r e s  spots ,  qui cor respondent  

à des  ol igosaccharides plus lourds p ré sen t s  dans  l a  f r ac t ion  1-1, n e  

s ' ident i f ien t  pas e x a c t e m e n t  aux témoins  o l igogalac turonates  ; i l  s ' ag i t  

probablement des  mélanges  d'oligosaccharides dont  l e  cons t i t uan t  principal  est 

l 'acide ga lac turonique  et dont  l e s  valeurs  d e  DP sont  e s t i m é e s  e n t r e  3 et 5. 

Leur ca rac t é r i s a t ion  défini t ive n 'a  pas été possible à cause  d e  l ' insuff isance 

pondérale d e s  échantillons. 

B. - Méthylation, CPG-MS* (Fiches techniques nOIO et 11)  

La  f r ac t ion  1-1 a été soumise à une méthylat ion,  a p r è s  réduct ion  par l e  

KBH4. L e s  dérivés, suf f i samment  volat i ls  e n  raison d e  leur  faible ta i l le ,  on t  

été d i r e c t e m e n t  ana lysés  par s p e c t r o m é t r i e  d e  masse, e n  i m p a c t  chimique 

(confirmation d e  l a  masse) et é lec t ronique  (fragmentat ions) .  Les  résu l ta t s ,  

p résentés  e n  f igure  29, conf i rmen t  la s t r u c t u r e  d'un d imère  d e  résidus 

hexuroniques liés e n  1-4. L 'ana lyse  préa lable  d e s  dér ivés  méthylglucosides 

t r i f luoroacé ty lés  a y a n t  a f f i rmé  l a  na tu re  ga lac turonique  du résidu ac ide ,  ces 

f r a g m e n t s  peuvent  ê t r e  considérés c o m m e  d'origine pectique. 

* L a  méthyla t ion  et l a  spec t romé t r i e  d e  masse des  ol igosaccharides 
ac ides  o n t  été réa l i sées  a u  Labora to i re  d e  Chimie-Biologique d e  Lille, 
a v e c  l ' a i d e  d e  T. F O N T A I N E  et d e  M. l e  P r o f .  F O U R N E T .  



Figure 28 . - Identification de 1'0ligosacchari.de (1-1) par conparaisan des 
i?f avec l'acide d i g a l a c m i q u e  (galBIJ)z et l'acide gaiacturonique galAü. 

Solvant : butanol - acide  acét ique - eau (2 : l : l ) .  
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Figure 29 . - CPEHS de l'oligosaccharide majeur de la fraction FNHa, après 
réduction (M4) et perméthylatim, et molécule proposée sur la base des 
fragmentations en hpact électronique (A) et de l'ion moléculaire (H + NH4+) 
identifié en impact chinique (B). 



C. - Conclusion 

L e  rniiieu d e  cu l tu re  d e  l a  suspension cel lulaire  d e  Si lène con t i en t  des  

ol igosaccharides r iches e n  ac ide  galacturonique,  l ' espèce  major i ta i re  é t a n t  

l ' ac ide  digalacturonique. Celui-ci a été isolé à par t i r  d'un l i t r e  d e  milieu d e  

cu l tu re  d e  14 jours, et sans  pouvoir é t ab l i r  a v e c  précision sa concent ra t ion  ; 

e l l e  est t r è s  approximat ivement  d e  quelques mg.l'l. 

III. - PURIFICATION ET CARACTERISATION DES AUTRES OLIGO- 

SACCHARIDES NATIFS 

L'organigramme du protocole d e  purif icat ion,  qui est adop té  pour préparer  et 

i so ler  les  oiigosaccharides, est r ep résen té  sur  l a  f igure  30. L a  masse  cel lulaire  

représente ,  à ce s tade ,  environ 200 g d e  ma t i è re  f r a î che  par  l i t r e  d e  milieu. 

A. - Obtention de  l a  fraction oligosaccharidique neutre 

1 - Précipitation éthanolique de la  fraction polysaccharidique 

C e t t e  é t a p e  p e r m e t  l 'é l iminat ion d e s  polysaccharides ex  tracel lulaires .  L a  

f r ac t ion  préc ip i tan te ,  F1,  con t i en t  7,9 g d e  suc res  t o t aux  (tab. 22) et sa 

composit ion correspond c lass iquement  à un mélange  d'exopolysaccharides. L e  

surnageant  éthanolique (F ), qui n e  r ep résen te  que  197 mg d e  sucres  to taux et 2 
cons t i t ue  un mélange  d e  mono- et d'oligosaccharides, est conservé  pour la  

s u i t e  du f rac t ionnement .  

2 - Chromatographie sur Séphadex GIO (colonne 90 x 2 cm, HZO) 

C e t t e  é t a p e  p e r m e t  d e  dessaler  et d e  débarrasser  les  ol igosaccharides d e s  

monosaccharides "contaminants". L a  f r ac t ion  lourde (F ), é l u é e  l a  première ,  
3 

correspond aux oi igosaccharides to taux tandis  que  l a  f r ac t ion  plus r e t a r d é e  

$ p )  comprend d e s  monosaccharides et d e s  sels. 

L a  f r ac t ion  oligosaccharidique t o t a l e  (F ) cont ien t  96 mg d e  suc res  to taux,  3 
dont  5 % environ d 'acide ga lac turonique  (tab. 22). 
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Figure 30 . - Protocole de purification des oligosaccharides neutres du 
mîlieu extracellulaire. 



Tableau 2s - 
Préparation de la fractiam 0 1 ~ I n u i d i q u e  neutre. 

La composition en sucres a é t é  déterminée par  l 'analyse des dér ivés  acé ta tes  
d ' a l d i t o l s .  
F1 e t  F2 ont é t é  obtenus par précipi ta t ion éthanolique : FI, p réc ip i té  e t  
F2, surnageant. F3 e t  F4 proviennent du fractionnement sur  Séphadex GM de 
l a  f rac t ion  F2 : F3, oligosaccharides e t  F4, monosaccharides e t  s e l s .  F5 
représente la f rac t ion  neutre récupérée après électrophorèse sur  papier de 
la f rac t ion  F3. 
Rha, rhamnose ; Euc, fucose ; Ara, arabinose ;Xyl, xylose ; Man, mannose ; 
Glc, glucose ; G a l ,  galactose ; GlcN, glucosamine ou N-acétylglucosamine. 

Fractions 

Sucres uroniques mg 

F 1 F 2 F 3 F 4 F 5 

615,0 15,0 5,5 9,0 - 

Sucres neutres  mg 

Rha 

% Fuc 

M Ara 
O 
L Xyl 
A 
1 Man 
R 
E Glc 

G a 1  

GlcN 
L 

7 880,0 197,0 96,B 85,121 47,B 

2 , 0 3,2  7 , l  14 1,2  

- 3,6 1 ,6  - 3 , 4  

11,5 21,4 M, 7 4 ,5  13,8 

19,9 iQI, 0 18,1 28,5 13,3 

15,7 18,B 17,0 11,2 3@,7 

32,2 37,6 19,0 42,3 13,5 

18,5 6 , 2  26,4 12,5 15,0 

- t r aces  t races  - 5,@ 



3 - Elech-ophorèse sur papier 

C e t t e  technique,  qui nous a permis  d e  préparer  les  ol igosaccharides ac ides  que 

nous avons  analysés précédemment ,  est ut i l isée ici pour débarrasser  la  

f r ac t ion  n e u t r e  d e s  f r agmen t s  ac ides  ainsi que  d e s  r e s t e s  d e  sels. L a  f rac t ion  

ol igosaccharidique neut re ,  appelée  Fg,  se révè le  r iche  e n  mannose  (30 % 

mol.), e l l e  cont ien t  éga l emen t  d e  l a  glucosamine (5 % mol.) (tab. 22). 

B. - Purification des oligosaccharides neutres majoritaires 

1 - Chromatographie sur Biogel P2  

Une p remiè re  sépara t ion  a été e f f e c t u é e  sur  Biogel P2,  qui est un support 

chromatographique  t r è s  utilisé pour f rac t ionner  des  ol igosaccharides d e  tai l le  

moyenne. L e  profil  d'élution correspondant  est r ep résen té  sur  l a  f igure  31. 

5 f r ac t ions  o n t  été sépa rées  sur  l a  base  du profil  obtenu par  l e  dosage  des  

oses  t o t aux  et d'un repérage  pa r  CCM d e s  espèces  oligosaccharidiques 

con tenues  dans  chaque  tube. 

L a  composit ion d e  ces f r ac t ions  est ment ionnée  dans  l e  t ab l eau  23. 

- L a  f r ac t ion  A, l a  plus i m p o r t a n t e  (40 %), r en fe rme  l e s  f r a g m e n t s  les  plus 

lourds. Elle  est r iche  e n  arabinose,  e n  ga l ac tose  et e n  rhamnose. Or, i l  

s ' ag i t  d e  suc res  ca rac t é r i s t i ques  d e s  cha înes  l a t é r a l e s  d e  polysaccharides 

pec t iques  d e  type  rhamnogalacturonane.  C e  résul ta t  est à rapprocher  d e  

l 'analyse d e  l a  f r ac t ion  2-sup, f r ac t ion  non mig ran te  ob tenue  par  

chromatographie  sur  papier,  qui était éga lemen t  r iche  e n  arabinose  et e n  

ga l ac tose  (cf. tab. 21). L a  purif icat ion d e  ces arabinogalac tanes  qui sont  e n  

cour s  d e  ca rac t é r i s a t ion  au  Labora to i re  dans  l e  c a d r e  d 'une  é t u d e  

s t r u c t u r a l e  complè t e  des  polysaccharides ex t race l lu la i res  (SOLO-K W AN J.), 

n 'a  pas  été en t r ep r i se  ici. 

- Les  f r ac t ions  B, C et D o n t  e n  commun d e  r en fe rmer  d e  l a  glucosamine : 

. l a  f rac t ion  B, minori taire ,  n 'es t  pas  r ep résen ta t ive  du f rac t ion-  

nemen t  en t r ep r i s  dans l a  mesure  où sa composit ion n e  p e r m e t  pas 



Figure 31 . - Profil d'élutim de l a  fraction oligosaccharidique neutre F5. 
La f r a c t i o n  35,  p u r i f i é e  par  électrophorèse s u r  papier ,  a é t é  

lyophylisée e t  d issoute  dans 1B m l  d'eau d i s t i l l é e .  La colonne (129 x 2,7 
c m )  est éluée par  l ' eau  avec un d é b i t  de 3 m1.h-1, à raison de 4,2 mi par 
tube .  Les sucres  sont  estimés par  dosage à l ' o r c i n o l .  Une analyse par 
chroinatographie s u r  couche mince e s t  r é a l i s é e  s u r  les tubes orc inol  
p o s i t i f s .  Les f r a c t i o n s  A, B, C ,  D e t  E ,  son t  rassemblées su ivant  leur  
p r o f i l  CCM. 



Composition en   no sac char ides des fractions A, B, C, D et E obtenues par 
ciiromatugraphïe sur B i c g e l  PZ de la fraction oligosaccharidique neutre (E5). 
(Analyse par Ci?G des dérivés acétates d'alditols). 

Rha, rhamnose ; Fuc, fucose ; Ara, arabinose ;Xyl, xylose ; Man, mannose ; 
Glc, glucose ; Gal, galactose ; GlcN, glucosamine ou N-acétylglucosamine. 

Fractions 

Sucres neutres m g  

Rha 

% Fuc 

M Ara 
O 
L Xyl 
A 
1 Man 
R 
E Glc 

Ga1 

GlcN 

A B C D E 

13,9 1,0 4,7 a, 9 6 , 0 

7,6 4,7 - - - 

- 590 16,6 - - 

48,3 m,8 - - 3,6 

7,6 16,4 15,s 9,6 13, l  

11,7 33,5 39,4 66,0 11,8 

6,9 14,0 5,5 Il,@ 18,7 

18,0 12,7 3,a 4,7 53,0 

- 3,1 a,@ 7,1 - 



d e  dist inguer une spécif ici té .  En out re ,  l a  faible quan t i t é  d e  

suc res  to taux (1 mg) n e  p e r m e t  pas  d e  poursuivre l a  purif icat ion ; 

. l a  f r ac t ion  C r en fe rme ,  c o m m e  suc res  carac tér i s t iques ,  l e  

mannose et l a  glucosamine mais  e l l e  con t i en t  aussi e n  quant i tés  

non négligeables du fucose  et du xylose ; 

. l a  f r ac t ion  D, à l ' instar  d e  l a  f r ac t ion  C,  est r iche  e n  mannose 

et e n  glucosamine. C e t t e  dern ière  est toutefo is  p ré sen te  e n  

quan t i t é  plus faible. D e  plus, l e  xylose et l e  glucose r ep résen ten t  

e n s e m b l e  20 % d u  t o t a l  d e s  s u c r e s  d e  cette f r a c t i o n .  

- L a  f r ac t ion  E se ca rac t é r i s e  par  l a  prédominance  du ga l ac tose  (53 %). Les  

a u t r e s  résidus sont  par  o rd re  décro issant  l e  glucose, l e  xylose, l e  mannose 

et l 'arabinose. 

2 - H.P.L.C. (HW 40) 

C e t t e  é t a p e ,  qui cons t i tue  une purif icat ion par  t amisage  moléculaire ,  est 

r éa l i s ée  à l ' a ide  d 'une  colonne rempl ie  d'un ge l  (HW 40), conçue  pour l a  

chromatographie  hau te  performance.  

Les  ol igosaccharides major i ta i res  d e s  f r ac t ions  C ,  D et E sont  purif iés  une 

seconde  fois  par  cette technique. L e s  ol igosaccharides C et D sont  é lués  

r e spec t ivemen t  à 50,l  et 52,3 ml. L 'ol igosaccharide E est élu6 beaucoup plus 

ta rd ivement ,  à 59,8 ml. 

En f a i t ,  chaque  ol igosaccharide est chromatographié  plusieurs fois,  et seules 

l e s  f r ac t ions  l e s  plus r iches  e n  ol igosaccharide majeur sont  rassemblées,  

l 'object if  é t a n t  à présent  d e  parvenir  à un état d e  pu re t é  op t ima l  pour 

aborder  les  analyses s t ruc tu ra l e s  f i nes  dans  les  meil leures conditions. 

A l a  su i t e  d e  cette é t a p e  d e  purif icat ion,  l a  composit ion e n  monosaccharides 

d e  chaque  f r ac t ion  est dé t e rminée  par  C P G  d e s  dér ivés  acétates d 'aldi tols  

(tab. 24). 



Tableau 24 . 
Rapports amlaires des mon-harides majeurs des fractians C, D et 16 agrès 
purification par HPLC (HW 40), obtenus par CEG des dérivés acétates 
d ' alditols 

Ara, arabinose ; Fuc, fucose ; Xyl, xylose ; Glc, glucose ; Man, mannose 
;Gal, galactose ; GlcNj glucosamine ou N-acétyïglucosaniine. 

c 

Fractions 

Ara 

Fuc 

XY 1 

Rapports molaires Glc 

Mm 

Ga1 

GlcN 

C D E 

- - - 

0,33 - - 

0,33 a,  18 - 

- 0,224 - 

1Jm 1 J r n  - 
- 0,07 1,m 

0,543 l9I..0 - 



L'oiigosaccharide C con t i en t  q u a t r e  résidus : l e  fucose,  l e  xylose, l e  mannose 

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

s toechiométr ie  s imple  de  t y p e  1:1:3. 

L'oiigosaccharide D est composé  d e  cinq radicaux (Man, Glc, GlcNAc, Xyl et 

Gal), répar t i s  selon d e s  proport ions incompat ib les  a v e c  des  rappor ts  ca lculés  

correspondant  à u n e  e spèce  pa r f a i t emen t  pure. Une  project ion ca lculée  

about i ra i t  à une m a s s e  appa ren te  t rop  é levée .   hypothèse d e  t r ava i l  r e t enue  

a consisté  à supposer  l a  présence  e n  mélange  d e  deux ol igosaccharides d e  

t a i l l e  voisine, l e  p remie r  ne  compor t an t  q u e  l e  mannose et l a  glucosamine et 

l e  s e c o n d  c o n s t i t u é  d e  x y l o s e ,  g l u c o s e  e t  u n  peu  d e  g a l a c t o s e .  

L'oiigosaccharide majeur  d e  l a  f rac t ion  E n e  con t i en t  plus, ap rè s  purif icat ion,  

que  du galactose.  Il s ' ag i t  donc à priori d'un résidu d e  ga lac tane ,  don t  

l ' identif icat ion s t r u c t u r a l e  dev ra i t  ê t r e  r e l a t ivemen t  simple. 

C. - Caractérisation fine des oligosaccharides purifiés 

C e t t e  é t a p e  f a i t  appe l  à l 'ensemble d e s  techniques  modernes les  plus ut i l isées 

pour réal iser  l 'analyse moléculaire  f i ne  d e s  glucides, à savoir la méthylat ion,  

l a  spec t romé t r i e  F AB-MS C'fast a tom bombardment-mass spec t rometry)  et l a  

spectroscopie e n  r é sonance  magnétique nucléa i re  (RMN). 

1 - ~ é r i v é s  pariïellement méthylés et acétylés 

L e  protocole d e  prépara t ion  d e  ces dér ivés  est dé ta i l lé  e n  annexe  (f iches 

techniques  nOIO et I l ) .  Un al iquot  d e  chacun  des  ol igosaccharides subit  une 

réduct ion  sui vie d 'une  méthylation. Une pa r t i e  est des t inée  à l a  prépara t ion  

des  dérivés pa r t i e l l emen t  méthylés  et acé ty lés ,  l e  r e s t e  d e  l 'échanti l lon 

méthylé  é t a n t  r é se rvé  à l a  spectroscopie F AB-MS. 

L a  présence  d e  l a  g lucosamine  et du mannose  dans  l e s  ol igosaccharides C et 

D a susc i té  l a  p r e m i è r e  t e n t a t i v e  d ' ident i f ica t ion  d e s  subs t i tuants  dans  l a  

mesure  où e l le  suggéra i t  l 'existence d e  s t r u c t u r e s  appa ren tées  à d e s  

g l y c o c o n j u g u é s .  L e s  l i a i s o n s  g l y c o s i d i q u e s ,  qui  s o n t  d é t e r m i n é e s  ici, 

conf i rment  pa r t i cu l i è r emen t  c e s  présomptions (tab. 25). 



Tableau 25 

Dérivés acétates d'alditols partiellement néthylés i s sus  des oligosac- 
charides majaritaùes des f=tioris C, D et E. 

Dérivés de type oligomamosiàe 

Dérives 

Rapports 
molaires 

Dérivés tMan GlcNac4-01 Man3,6 1 

Uuc *1 Man Man2,3,6 GlcNAc3,4-01 GlcNAc4 

0, 60 0,74 1,63 1,m 0,32 @,06 

Dérivés de type xylaglucane 

Rapports 
molaires 

I 

3,94 0,18 2,m 

Der ives 

Rapports 

Dérives 

Rapports 
molaires 

Légende : Guc, 
~ X Y  1, 
tMan , 
tGal , 
tGlc , 
Man3,6, 
Mari2,3,6 
GlcNAc3,4-01, 
GlcNAc4-01, 
GlcNAc4, 
Glc6, 
Glc4,6, 
Ga16, 
Xy12, 

tGlc tXy 1 Xy12 tGal Glc6 Glc4,6 

? 0,s 0,3 0,s @,3 0,4 



L e s  dér ivés  issus d e  l 'oi igosaccharide C s o n t  t ous  ca rac t é r i s t i ques  d e  l a  

s t r u c t u r e  xylomannosidique fucosylée, que  l'on peu t  t rouver  c o m m e  motif 

c h e z  les  protéines N-glycosylées végéta les  (cf. Général i tés) .  

L e s  dér ivés  issus d e  l 'oiigosaccharide D peuvent  ê t r e  r épa r t i s  e n  deux 

ca t égor i e s  : 

- l es  dér ivés  (mannosyl et glucosamine) ca rac t é r i s t i ques  d e s  oiigomannosides ; 

- l e s  dér ivés  (glucosyl, galactosyl ,  xylosyl) ca rac t é r i s t i ques  des  xyloglucanes 

(cf. Généralités).  On r e t rouve  e n  part icul ier  du glucose l ié  e n  4 et du 

glucose l i é  en  4 et 6, qui cons t i tuent  l e  s q u e l e t t e  i n t e r n e  cellulosique, 

ainsi q u e  du xylose t e rmina l  et du xylose subs t i tué  e n  2 qui subs t i tuent  e n  6 

l e s  résidus glucosyls. 

Les  dér ivés  respec t i f s  du mannose et du glucose e n  position t e rmina le  non 

r éduc t r i ce  sont  habi tue l lement  s épa rés  par  l e  s y s t è m e  chromatographique  

employé ; cependant ,  l e  glucose te rminal  (hypothétique), qui peu t  cons t i tuer  

un dér ivé  xyloglucanique, n 'a  pas  été re t rouvé  à cause  d e  l a  présence  

i m p o r t a n t e  du dér ivé  mannosyl.  hypothèse conce rnan t  l a  double origine des  

radicaux présents  dans  l a  f r ac t ion  D se t rouve  ainsi renforcée.  Cependant ,  

des  invest igat ions par  RMN et FAB-MS sont  e n c o r e  nécessa i res  pour 

conf i rmer  déf in i t ivement  cette hypothèse. 

L e s  dér ivés  préparés  à par t i r  d e  l 'ol igosaccharide E indiquent  d 'une pa r t  l a  

présence  d'un résidu ga lac tosyl  e n  position t e rmina le  non r éduc t r i ce  et, 

d ' au t r e  pa r t ,  ce l le  d'un résidu ga lac tosyl  lié e n  1 et e n  6. C e s  dér ivés  sont  e n  

quan t i t é  équimolaire,  et aucun dér ivé  ne  correspond à l ' e x t r é m i t é  t e rmina le  

réduct r ice .  C e  r é su l t a t  i na t t endu  signifie que  I 'ol igosaccharide E est cons t i tué  

par  un d imère  d e  ga l ac toses  liés e n  1,6 et dont  l ' e x t r é m i t é  r éduc t r i ce  est 

bloquée par  un groupement  non saccharidique. 



2 - Spectroscopie RMN* 

L a  spectroscopie RMN 400 MHz du 'H est l a  technique  qui est apparue  l a  

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

oligosaccharides C et D. L'ol igosaccharide D a été repurif ié  d e  façon à 
él iminer  l a  contaminat ion  e n  xyloglucanes. 

Les  spec t r e s  RMN s o n t  p ré sen té s  sur la f igu re  32. L e s  assignements ainsi que  

l e s  s t r u c t u r e s  s ' y  r a p p o r t a n t  s o n t  r e p r é s e n t é s  d a n s  l e  t a b l e a u  26. 

L ' i n t e r p r é t a t i o n  d e s  a s s i g n e m e n t s  a été f a c i l i t é e  p a r  l e s  r é s u l t a t s  

p récédemment  acquis  à par t i r  d e s  composés 1 et 2. 

En ce qui concerne  l 'oligosaccharide C, l e  résidu N,Nt-diacetylchitobiose est 

ca rac t é r i s é  par  les  signaux d e s  GlcNAc-1, H- la  , H - l e  et NAc ( a ,  B ), qui 

s o n t  r e s p e c t i v e m e n t  d e  5 ,162,  4 ,685  et 2 ,03012,025 p p m .  U n  e f f e t  

d 'anomérisat ion est observé  pour l e  signal GlcNAc-2 H-1, présent  à 6 = 4,561 

( a  ) et à 6 = 4,545 ( B  ) ppm. L e  noyau mannotr iose e s t  c a r a c t é r i s é  par  les  

signaux Man H-1 et Man H-2. L e  résidu xylose l ié  e n  B -1-2 a u  Man-3 est 

ident i f ié  par les  s ignaux ca rac t é r i s t i ques  H-1, H-2, H-3 et H-5, qui sont  

semblables à ceux du composé  1 (FOURNET et al. 1987). 

L e  résidu fucose l ié  e n  a -1-3 à l a  GlcNAc-1 est ca rac t é r i s é  par  les  signaux 

H-1, H-5 et CH3 p résen t s  à 6 = 5,080 ppm, 6 = 1,273 ppm et 1,273 ppm. Ils 

sont  t r è s  d i f férents  d e  ceux d'un fucose  l ié  e n  a-1-6  à l a  GlcNAc réduc t r i ce  

(VAN KUIK et al. 1985). En conséquence,  l a  s t r u c t u r e  d e  I 'oligosaccharide C, 

é t ab l i e  à par t i r  d e s  s p e c t r e s  d e  r é fé rence  peu t  se schémat iser  ainsi : Man 

a 1-6[Man a 1-3][Xylg 1-2]Man B 1-4GlcNAc 6 1-4 [Fuca  1-31GlcNAc. L a  s t r u c t u r e  

d e  I 'oligosaccharide D est d i r ec t emen t  ident i f iab le  g r â c e  aux ass ignements  du 

composé  2, i l  s ' ag i t  d e  l 'ol igosaccharide : Man a 1-6[Mana 1-3]Man a 1-6[Man 

a 1-3lMan 6 1-4ClcNAc (MICHALSKI et al. 1990). 

* C e t t e  technique  e s t  e n  e f f e t  l a  plus communémen t  ut i l isée pour l a  
ca rac t é r i s a t ion  d e s  f r ac t ions  glycanniques i ssues  d e s  N-glycoprotéines. 
L e s  nombreux t r avaux  a y a n t  t r a i t  à ce type  d'analyse, e f f e c t u é s  dans  l e  
Labora to i re  d e  M. le  Professeur  MONTREUIL, on t  f ac i l i t é  I ' interpré-  
t a t i on  des  s p e c t r e s  réa l i sée  par Jean-Michel  WIERUZESKI et Géra rd  
STRECKER. 
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Figure 32 . - Spectres RMN 41o8 HHz du proton et identification des 
déplacements chimiques des oligosaccharides purifiés des fractions C et I). 

(F iche  technique no 12). 



Tableau ;ri . 

Déphazmts  chimiques des régions protoniques des mn-barides 
constitutifs des oligosacchariàes C e t  D isolés du milieu extracellulaire et 
ccxpaxakxm avec les produits de référence 1 (FûüiüWT et al. , 1987) e t  2 
(HICaIBLSKI et al., 1989) 

Residue Reporter- 1% 
g r w p  

ClcNAc-1 H-1 a5.162.04.685 
NAc a2.030.0 2.025 

GlcNAc-2 H - l  04.561.0 4.545 a 5.246, 6 4.7 10 4.568 a 5.247,8 4.709 
NAc a2.048.6 2.051 2.043 2.053 2.043 

5.131 
N.D. 
1.290 



L'ol igosaccharide E n 'a  pas  été analysé  par  RMN, f a u t e  d e  quan t i t é s  

s u f f i s a n t e s ,  m a i s  l ' a n a l y s e  e n  s p e c t r o s c o p i e  FAB-MS p e r m e t t r a  s o n  

identif icat ion.  

3 - Spectrométrie FAB-MS 

C e t t e  é t u d e  est réa l i sée  sur  l e s  ol igosaccharides perméthylés  C, D et E. L e s  

prépara t ions  sont  addi t ionnées  d 'une solut ion d ' a c é t a t e  d e  Na à l 'échantillon, 

d e  façon à ce que  l ' ion major i ta i re  complexé  aux ions  moléculaires  so i t  l e  

sodium. C e t t e  précaut ion  simplif ie  l ' i n t e rp ré t a t ion  d e s  masses. 

a) Oligosaccharide C 

Sur l a  f igure  33, l'ion moléculaire  d e  masse  m / z  1523 correspondant  à 
(M + ~ a ) '  est majori taire .  A e l l e  seule, cette masse  suf f i ra i t  à l ' identif icat ion 

d'un xylomannoside fucosylé,  e n  complémen t  d e  l 'analyse d e s  dér ivés  

par t ie l lement  méthylés  et acétylés.  On dist ingue é g a l e m e n t  les  pics m / z  175 

et 219, qui cor respondent  r e spec t ivemen t  aux xylose et mannose terminaux.  

Les  masses  des  ol igosaccharides sont  e n  f a i t  dé t e rminées  au d ix ième près. 

Pour justifier cette précision, l a  distr ibut ion na ture l le  des  i so topes  des  a t o m e s  

e n t r a n t  dans  l a  cons t i tu t ion  d e s  ol igosaccharides (C, H, O, N) est i n t é g r é e  par  

l e  calcul.  Les  valeurs  théor iques  sont  ensu i t e  comparées  a v e c  l a  distr ibut ion 

des  masses  obtenues  expéri  m e n t a l e m e n t  (fig. 34) et leur  si mili t u d e  est 

remarquable.  Une telle qual i té  d e  discriminat ion isotopique o f f e r t e  par  

l 'apparei l lage utilisé est une ga ran t i e  et une sa t i s fac t ion  in te l lec tue l le  dans  l e  

cad re  d e  cette déterminat ion .  Elle p e r m e t  d 'envisager  l a  mesure  du 

pourcentage  d ' incorporat ion d'un i so tope  donné lors  d'une expér ience  d e  

marquage isotopique. 

b) Oligosaccharide D 

Sur l a  f igure  33, l'ion moléculaire  ma jo r i t a i r e  d e  masse m / z  1352, 

cor respondant  à (M + ~ a ) +  ainsi que  l'ion molécula i re  (M + H)+ minor i ta i re  d e  

masse m / z  1330, sont  l e s  plus a i sément  repérables.  On no te  l a  présence  d e  2 

ions  moléculaires  supplémenta i res  d e  m / z  1338 et 1330. Ils sont  a t t r i buab le s  

aux ions  (M + ~ a ) +  et (M + H)+ d'un ol igosaccharide contaminant  d e  masse  

isotopique 1329. Il s ' ag i t  donc du con taminan t  d e  xyloglucane. L a  r eche rche  



Figure 33 . - FAB-MS, mode positif, des oligmannosides C et D, de (W Na)+ 
respectifs 1 523 et 1 352. 

Fiche technique no 11). 



Figure 34 . - Képartîtim des niasses isotopiques (H + Na)+ du xylomannoside 
pennéthylé C. 

A, valeurs expérimentales ; B, valeurs théoriques. 



d'une s t r u c t u r e  b r u t e  conduisant  à cette masse  abou t i t  à l a  conclusion que  cet 

ol igosaccharide peu t  ê t r e  cons t i tué  d e  4 résidus xylose et d e  3 résidus 

glucose. L a  présence  d e  l 'arabinose est exc lue  puisqu'il n e  f a i t  pas  pa r t i e  d e s  

acétates d'alditols ident i f iés ,  ni non plus d e s  dér ivés  pa r t i e l l emen t  méthylés  

et acétylés.  Si on a d m e t  l a  présence  d e  ga l ac tose  dans  l a  composit ion d e  ce 

xyloglucane, celà veu t  d i r e  q u e  les  xyloses subs t i tués  sont  au nombre  d e  3 et 

que  l'on a un seul  xylose terminal .  Cependant ,  l e  rappor t  d e s  dér ivés  

par t ie l lement  méthylés  et acé ty l é s  tXyl /XylZ qui est d e  0,5/0,3 (cf. tab. 25), 

plaide p lu tô t  e n  f aveur  d e  l a  s t r u c t u r e  b r u t e  Xy14Glc3. En e f f e t ,  l a  présence  

d e  galactose,  nécessa i rement  subs t i tué  à un xylose te rminal ,  about i ra i t  à un 

rappor t  théorique d e  113 (au lieu d e  212 lorsque celui-ci est absent).  

L a  présence  d e  g lucose  lié e n  1 et 4, bien qu'il  puisse ê t r e  un dér ivé  d e  

xyloglucane, ne  convient  à aucune  des  deux s t ruc tures .  On doit  donc  a d m e t t r e  

que  m ê m e  si l e  f r a g m e n t  cor respondant  à l 'une d e s  deux s t r u c t u r e s  est 

majori taire ,  i l  y a vra isemblablement  d ' au t r e s  contaminat ions  d e  résidus 

x y l o g l u c a n e s  d a n s  l a  p r é p a r a t i o n  d e  l ' o l i g o m a n n o s i d e  Man5GlcNAc .  

L'analyse du con taminan t  xyloglucane est poursui vie  par des  f r agmen ta t ions  

MS-MS. L'ion 1316 (plus e x a c t e m e n t  1315,7) est f r a g m e n t é  sé l ec t ivemen t  (fig. 

35). L a  présence  d'un p i c  m / z  219 signifie que  l a  molécule d e  d é p a r t  cont ien t  

un hexose (glucose ou ga lac tose)  e n  position te rminale .  Ceci  l imi t e  les  

possibilités d e  cons t ruc t ion  à 2 (fig. 36). L e s  a u t r e s  pics m/z  cor respondent  à 
une f ragmenta t ion  périphérique d e  l a  molécule, ce qui laisse un d o u t e  quant  

au  choix définitif e n t r e  les  2 s t ruc tures .  Seule  une f ragmenta t ion  moléculaire  

i n t e r n e  a u r a i t  p u  p e r m e t t r e  d e  l e v e r  l ' a m b i g u i t é ,  ce qu i  n ' e s t  

malheureusement  pas  l e  cas. II f a u t  souligner que  d e  nombreux f r agmen t s  

n 'ont  pu ê t r e  identif iés .  

c) Oiigosaccharide E 

Les  ions  moléculaires  (M + ~ a ) +  et (M + H)' sont  r e spec t ivemen t  d e  565 

(majeur)  et 543 (mineur). L 'ol igosaccharide E a donc  une masse moléculaire  d e  

542. Si on déduit  d e  cette masse  l e  résidu d iga lac tose  Gal-Gal-O- (439), l e  

subs t i tuant  a pour masse  103 (fig. 37), ce qui correspond pa r fa i t emen t  a v e c  

ce l le  du glycérol  perméthylé.  Cec i  signifie que  l 'ol igosaccharide E a u r a i t  pour 

s t ruc tu re  Gall-6Gal-Glycerol.  II pourra i t  s 'agir  d'un f r agmen t  qui peut  

provenir des  galactoi ipides présents  dans  l e s  membranes  intracel lulaires .  
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Figure 35 . - FAB HS-IIÇ de l'ion moléculaire (H + H)+ 1315,7 ; d e  positif; 
énergie de collision 6 eV. 
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Figure 36 . - Structures possibles du cmtaminant xyloglucane (H + H)+ 
1315,7 présent dans la fraction D, -te tenu du pic m/z 219 (US-HS), 
caractéristique d'un hexose t e r m i n a l  non *teur. 

*, l e  galactose peut ê t r e  s i t u é  sur l ' au t r e  résidu terminal de xylose 
( X Y ~ >  - 

En encart ,  s t ruc tures  i n i t i a l e s  correspondantes. 



Figure 37 . - FAB-HS en d e  posit i f  de l'oligosaccharide E perméttqrlé, e t  
structure proposée. 

Les  pics  m/z 543 e t  m/z 565 correspondent respectivement aux ions ( M  + 
H)+ e t  (M + Na)+. 

Gal, galactose ; ~lkl, glycérol .  



L a  méthylat ion,  s ' e f f e c t u a n t  e n  milieu f o r t e m e n t  alcalin, l a  quest ion se pose 

d e  savoir  si l e  glycérol  d e  l 'oligosaccharide E a v a n t  l a  méthyla t ion  é t a i t  

p ré sen t  sous f o r m e  l ibre ou s ' i l  était pa r t i e l l emen t  es té r i f ié .  Compte- tenu  d e  

l a  migra t ion  normale  e n  CCM (le so lvant  é t a n t  apolaire)  et du t e m p s  d'élution 

tardif  e n  HPLC, on peu t  supposer q u e  l e  glycérol  deva i t  se t rouver  

i n i t i a l emen t  sous f o r m e  déses tér i f iée .  

D. - Conclusion 

A 14 jours d e  cul ture ,  les  ol igosaccharides ex t race l lu la i res  p ré sen t s  dans  l e  

milieu d e  cu l tu re  d e  l a  suspension ce l lu la i re  d e  Silène sont  d e  na tu re  

glycoprotéique. Il s ' ag i t  d e s  s t r u c t u r e s  Man3XylGlcNAcF ucGlcNAc (oli go. C)  

et Man5GlcNAc (oügo. D). Leur  concent ra t ion  peu t  ê t r e  e s t i m é e  e n t r e  5 et 

10 mg.lel sur  l a  base  d e s  ana lyses  ap rès  chromatographie  sur  Biogel PZ (cf. 

tab. 23) et compte-tenu q u e  nous sommes  part i  d e  3 1 d e  milieu d e  cul ture.  

Une analyse  sur  couche  mince  (fig. 38) mon t re  l a  prépondérance  d e  ces 

oligosaccharides dans  l a  f r ac t ion  n e u t r e  totale .  P a r  ailleurs, un résidu d e  
01 galactol ipides,  d e  s t r u c t u r e  Gal-1,6-GalGly- et un f r a g m e n t  d e  xyloglucane 

d e  s t r u c t u r e  probable Xy14Glc3 sont  é g a l e m e n t  présents  dans  l e  milieu d e  

cul ture.  

IV. - ETUDE CINETIQUE DE LA PRODUCTION DES OLIGO- ET XYLO- 

MANNOSIDES 

 étude réal isée a pour object if  d 'é tab l i r  des  cor ré la t ions  e n t r e  l 'appari t ion 

des  oligomannosides dans l e  milieu d e  cul ture  et l 'évolution d e  ce r t a ins  

marqueurs  physiologiques et biochimiques. Les  variat ions d e  l a  f r ac t ion  

ol igosaccharidique son t  mesurées  au cour s  d'un cyc le  d e  cu l tu re  prolongée 

jusqu'à 30 jours. L 'augmenta t ion  des  exopolysaccharides et la dispari t ion du 

subs t r a t  carboné  d a n s  l e  milieu d e  cu l tu re  sont suivies en  m ê m e  t emps  qu 'es t  

mesu rée  l 'évolution d e  l a  masse  sèche,  d e  l 'amidon, des  suc res  solubles, d e s  

pro té ines  to t a l e s  et solubles d e s  cellules. L e s  ac t iv i t é s  enzymat iques  

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

r eche rchées  et pa r t i e l l emen t  ca rac t é r i  sées. Enfin, on e f f e c t u e  quelques 

con t rô l e s  cytochimiques e n  microscopie électronique.  



Figure 38 . - Anaïyse par chmoatographie sur couche mince de la fraction 
oligosaccharidique neutre (F5) et des oligosarxharides majeurs purifiés des 
fracticnis C et D obtenues par passage sur Bicgel PZ, après purification par . 
H.P.L.C. (HU40 Super Fine). 

Solvant : butanol - acide acétique - eau (2:1:1), double migration. 



A. - Oligosaccharides extracellulaires totaux 

Les  f r ac t ions  oligosaccharidiques proviennent  d e s  surnageants  éthanoiiques 

ap rès  préc ip i ta t ion  d e s  exopolysaccharides. El les  sont  s épa rées  par  t amisage  

moléculaire  sur  Séphadex (310. L e  saccharose  et les  monosacchar ides  sont  

c o l l e c t é s  e n s e m b l e ,  p o u r  é v a l u e r  l a  d i s p a r i t i o n  du  s u b s t r a t  c a r b o n é .  

1 - Aspect quantitatif 

- Pendan t  l a  du rée  habituel le  du c y c l e  d e  cu l tu re  (14 jours), l a  masse 

ce l lu la i re  s èche  s ' acc ro î t  exponent ie l lement  pendant  une d iza ine  d e  jours 

puis e l l e  se s tabi l i se  (fig. 39). s imu l t anémen t ,  des  ol igosaccharides sont  

e x c r é t é s  a c t i v e m e n t  dans  l e  milieu pendant  l a  phase exponentiel le  d e  

cro issance  jusqu'à a t t e i n d r e  l a  concen t r a t ion  d e  15 mg.lml qui se stabi l ise 

alors  jusqu'à 14 jours. 

- Ent re  14 et 17 jours, alors  que  l a  masse  ce l lu la i re  diminue sens ib lement  

(- 30 %), l a  quan t i t é  d 'oi igosaccharides ex t race l lu la i res  double brusquement  

(32 mg.l'l). 

- A pa r t i r  d e  17 jours, l a  quan t i t é  d 'ol igosaccharides e x c r é t é s  se stabi l ise 

aux a l en tou r s  d e  35  rng.lm1, alors  q u e  l a  masse  sèche  cont inue  l e n t e m e n t  à 
diminuer. 

II appara î t  donc  n e t t e m e n t  2 périodes d is t inc tes  marquées  par  une production 

in t ense  d 'ol igosaccharides : l 'une correspondant  aux 8 premiers  jours d e  

cul ture ,  c 'est-à-dire pendant  l a  phase exponentiel le  d e  cro issance  ce l lu la i re  ; 

l 'autre ,  s i t uée  e n t r e  14 et 17 jours, et qui est marquée  par  une phase d e  

régression pondérale cellulaire. 

2 - Aspect qualitatif 

Parmi  l e s  monosaccharides cons t i tu t i f s  des  oligosaccharides, c e r t a i n s  sont  

considérés c o m m e  d e s  marqueurs d e s  oligomannosides : l a  N-acétylglucosamine 

et le  mannose d 'une  par t ,  l e  fucose  et éventue l lement  l e  xylose, pour les  

fo rmes  xylomannosidiques fucosylées, d ' au t r e  part .  C e s  d i f f é ren t s  cons t i t uan t s  



Figure 39 . - Evolution de la fraction olïgosacchridique extracellulaire au 
cows de la culture de la suspension cel lulaire de Silène. 

- -  matière sèche cellulaire en g (MS) ; (-*O--), exopolysaccharides 
en g (EPS) ; ( -  oligosaccharides en mg (01) ; (*), début de lyse 
cellulaire. 



o n t  été e s t i m é s  aux d i f férents  t e m p s  d e  cul ture,  l e s  r é su l t a t s  sont  présentés  

dans  l e  tab leau  27. 

Pendan t  les  14 premiers  jours d e  cul ture ,  il se produit  une augmen ta t ion  plus 

ou moins régulière d e  l 'ensemble d e s  monosaccharides, l e s  f luc tua t ions  

par t icu l iè res  n ' é t an t  pas  ana lysées  davantage.  C ' e s t  e n t r e  14 et 17 jours 

qu ' in terv iennent  des  augmenta t ions  spec tacula i res  d e s  concen t r a t ions  en  

fucose  (x 5,5), rhamnose (x 3,7) et N-acétylglucosamine (x 3,2). C e s  variat ions 

sont  l a rgemen t  supér ieures  a u  f a c t e u r  d 'augmenta t ion  d e  l a  f r ac t ion  

ol igosaccharidique t o t a l e  qui n 'es t  que  d e  2. En f in d 'expérience,  c 'est-à-dire 

ap rès  30 jours d e  cul ture,  l a  N-acétylglucosamine, l e  fucose  et l e  mannose 

r ep résen ten t  ensemble  50 % d e s  monosaccharides ex t race l lu la i res  totaux.  On 

peu t  donc  s ' a t t end re  à t rouver  e n  fin d e  cu l tu re  des  quan t i t é s  i m p o r t a n t e s  

d ' o l igo -  et x y l o m a n n o s i d e s .  L ' a n a l y s e  d e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  p a r  

chromatographie  sur  couche  mince  (en présence  d e s  t émoins  p récédemment  

p u r i f i é s )  p e r m e t  d e  c o n s t a t e r  q u e  l e s  2 b a n d e s  c o r r e s p o n d a n t  a u x  

ol igosaccharides d e  r é fé rence  (Man5ClcNAc et ManjXylGlcNAcF ucGlcN Ac) 

appara issent  et s ' accen tuen t  progress ivement  au  cours  du temps.  Elles  sont  

n e t t e m e n t  major i ta i res  à 30 jours d e  cu l tu re  (fig. 40). 

L a  f in d e  l a  c ro issance  ce l lu la i re  coïncide donc  a v e c  l 'appari t ion des  

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

P a r  l a  sui te ,  une a t t en t ion  par t icu l iè re  s e r a  po r t ée  sur  les  événemen t s  

i n t e r v e n a n t  e n t r e  14 et 17 jours d e  cul ture ,  période cruc ia le  dans  l 'excrét ion 

des  ol igosaccharides à glucosamine. 

B. - Substrat carboné 

Au moment  du repiquage, l e  milieu d e  cu l tu re  con t i en t  20 g.l-l d e  saccharose,  

qui cons t i t ue  l a  seule source  carbonée  du milieu d e  cul ture .  Une ac t iv i t é  

inver tas ique  le  dégrade  rapidement  e n  f ruc tose  et e n  glucose. L 'es t imat ion  du 

subs t r a t  carboné  est e f f e c t u é e  sur  l a  f r ac t ion  l égè re  (sacc. + monosacc.) 

s épa rée  des  ol igosaccharides par  chromatographie  sur  G10. 



Tableau 27 . 
Evolutim des concentcatiais: des mnosaccharides constitutifs de la fractim 
oligosaccharidique extracellulaire au cours de la culture. 

, Dérivés methylglycosides triméthylsilylés ; W, valeurs corrigées par 
rapport au témoin Man5 GlcNAc. 
Ara, arabinose ; Xyl, xylose ; Man, mannose ; Fuc, fucose ; GlcNAc, 
N-acetylglucosaniine ; GlcAU, acide glucuronique ; 44-meGlcAU, acide 
44-méthyl-glucuronique ; GalAU, acide galacturonique. 

Monosaccharide& 
mg. 1-1 

Ara 

Rha 

Ga1 

Glc 

X Y ~  

Man 

Fuc 

GlcNAc** 

GlcAU 

4-0-meGlcAU 

Ga1AU 
1 

Jours de culture 

3 8 14 17 30 

0,32 @Pa 0,63 1,48 2,05 

0,03 0,@4 0,15 0,56 0,73 

0,68 2,66 2 ,m 4,34 3,81 

1,43 5,88 3,35 5,97 4,75 

0,96 2,48 3 , a  6,85 7,08 

1,16 2,B 3,32 9 0 1  l0,83 

0,06 0,08 0,08 0,44 0,86 

0,27 0,92 0,79 2,52 3,78 

0,07 0,13 0,32 0,88 1,14 

0,03 0,07 0 , l l  0,49 0,53 

0 0 0 0 0 



Figure 443 . - Chmatographie sur couche mince des fractions oligo- 
saccharidiques extracellulaires à différents temps de culture. 

A, solvant  bu tmol  - acide  acét ique - eau ( 2 : l : l )  
B, so lvant  n-butanol - pyr id ine  - éthanol  - ac ide  acét ique - eau 

(.lB:lB:lrn:1:30) 
1 ,  témoin Man~XylG1cNAcFucl;lcNAc ( " o l igo  C" ) 
2,  témoin MansGlcNAc ( "o l igo  D" )  



On cons t a t e  que  l e s  monosaccharides provenant  d e  l a  dégradat ion  du 

saccharose  sont  absorbés t r è s  rap idement  et disparaissent  c o m p l è t e m e n t  du 

milieu après  14 jours d e  cu l tu re  (tab. 28). 

L e  liquide in t race l lu la i re ,  obtenu par  é c l a t e m e n t  d e s  cel lules  et él iminat ion 

d e s  débris  cel lulaires  ap rès  centr ifugat ion,  a été analysé  par  chromatographie  

sur  couche  mince  (fig. 41). S'il  r e s t e  d e s  monosaccharides dans  les  ce l lu les  

â g é e s  d e  14 jours, ce n 'est  plus l e  cas dans  ce l les  â g é e s  d e  17 jours où i l  n'y 

a plus d e  t r a c e s  d e  suc res  "migrants". L 'ana lyse  par HPLC du liquide 

in t race l lu la i re  conf i rme  que  l e  glucose est le  cons t i t uan t  soluble major i ta i re  

d e  l a  cellule. Il r ep résen te  e n  e f f e t  20 % d e  l a  m a t i è r e  sèche,  e n  débu t  d e  

cul ture.  L e  f ruc tose  r ep résen te  toujours une fa ib le  p a r t  de  l a  m a t i è r e  sèche.  

Après  14 jours d e  cul ture ,  l e s  teneurs  d e s  2 monosaccharides son t  équiva lentes  

et n e  r ep résen ten t  plus, ensemble,  q u e  5 % d e  l a  masse s è c h e  cellulaire. 

L e s  réserves  amylacées  s ' accumulent  progress ivement  e n  début  d e  cu l tu re  et 

cons t i t uen t  5,3 % d e  l a  m a t i è r e  s è c h e  à 8 jours d e  cul ture.  Puis  e l les  

d i m i n u e n t  r a p i d e m e n t  e t  d i s p a r a i s s e n t  a p r è s  1 7  j o u r s  d e  c u l t u r e .  

L a  période d e  cu l tu re  e n t r e  14 et 17 jours, qui est marquée  par  une 

augmenta t ion  des  oligo- et xylomannosides, semble  cor respondre  à l a  f in d e  l a  

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

C .  - Protéines 

Deux ca t égor i e s  d e  pro té ines  o n t  été éva luées  : 

- l e s  p r o t é i n e s  t o t a l e s ,  m e s u r é e s  s u r  un b r o y a t  c e l l u l a i r e  b r u t  ; 

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

r écupé ré  c o m m e  déc r i t  p récédemment ,  ap rè s  é c l a t e m e n t  d e s  cel lules  et 

él iminat ion d e s  débris  cellulaires. 



Tableau 28 . 

Evolutim du substrat carboaié dans le milieu et des réserves glucidiques 
cellulaires au cours de la culture. 

1, Estimation basée s u r  le  dosage des  sucres to taux d e  la f r a c t i o n  
(saccharose + monosaccharides) séparée sur Sephadex Gi.0 par tamisage 
moléculaire. 
2, Dosage H.P.L.C. 
3, Glucose l i b é r é  sous l ' a c t i o n  d 'une amyloglucosidase. 
(Fiche technique no 7) 

Subst ra t  carboné 1 dans l e  
milieu g.1-1 eq.saccharose 

G l c  
Réserves 
glucidiques 2 Fru 
i n t r a c e l l u l a i r e s  
% m a t i e r e  sèche Amidon 3 

- 
3 j 8 j 14 j 17 j 3 j Glc Fru Çacc 

Jours  de c u l t u r e  

3 8 14 17 33 

M,09 5,23 0,01 0 0 1  < @,O1 

19,3 16,s 3,7 @,5 a,@ 

8,3 8 , 2  3,0 1,0 0, @ 

2,5 5,3 0,6 @,z < 0 , l  

Figure 41 . - Chmmatographie sur couche m i n c e  d'un extrait cellulaire, a 
différents temps de ailture. 

Sacc, saccharose ; G l c ,  glucose ; Fru, f ruc tose .  
Quant i té  déposée : 1IIï i - t l  d 'un e x t r a i t  à 15 mg/ml de  matière sèche. 



1 - Protéines totales 

L e s  pro té ines  to t a l e s  cons t i t uen t  20 à 40 % d e  l a  masse  ce l lu la i re  (tab. 29), 

ce p o u r c e n t a g e  a u g m e n t a n t  p r o g r e s s i v e m e n t  j u s q u ' à  l a  f i n  d e  

l 'expérimentat ion.  

En début  d e  cul ture,  leur  évolut ion quan t i t a t i ve  est para l lè le  à ce l l e  d e  l a  

masse  ce l lu la i re  t o t a l e  (fig. 42). Cependant ,  e n t r e  14  et 17 jours, alors  q u e  l a  

baisse d e  ma t i è re  s è c h e  est d e  3 3  %, l a  quan t i t é  d e  pro té ines  t o t a l e s  n e  

diminue plus que  d e  14,5 %. Ceci  pa ra î t  s ignif ier  que  l a  p e r t e  pondérale 

ce l lu la i re  durant  cette période n e  conce rne  pas, e n  part icul ier ,  cette f r ac t ion  

protéique. 

2 - Proteines solubles intracellulaires 

L e s  pro té ines  in t race l lu la i res ,  qui cons t i t uen t  e n  débu t  d e  cu l tu re  un 

pourcentage  é levé  d e s  pro té ines  t o t a l e s  (37 %), n e  r ep résen ten t  plus au  bout  

d e  30 jours d e  cu l tu re  que  1 3  % d e  ce total .  

Leur  évolut ion est absolument  ident ique  à ce l l e  d e  l a  masse  cel lulaire  (fig. 

42). E n t r e  14 et 17 jours, l a  quan t i t é  diminue d e  31  %, ce pourcentage  est l e  

m ê m e  q u e  celui d e  la p e r t e  ce l lu la i re  totale .  Cec i  signifie que  m ê m e  si 

quan t i t a t i vemen t  l a  diminution d e  cette f r ac t ion  pro té ique  n e  peut  expliquer  

c o m p l è t e m e n t  l a  p e r t e  d e  m a s s e  c e l l u l a i r e ,  cette o b s e r v a t i o n  est 

qual i ta t ivement  impor t an te ,  compte- tenu  d e  l a  n a t u r e  (en pa r t i e  N-glycosylée 

?) et d e  l a  local isat ion in t race l lu la i re  d e  ces protéines. 

D. - Recherche d'activités enzymatiques 

1 - Méthodologie d'extraction 

L e s  enzymes  du ca t abo l i sme  d e s  glycoprotéines peuvent  avoir  une origine 

lysosomiale ou au con t r a i r e  cytosolique. 

C e s  compar t imen t s  d i f f é ren t s  se c a r a c t é r i s e n t  chacun par leur  pH optimum 

d 'ac t iv i té ,  ac ide  pour l e s  enzymes  lysosomiales, n e u t r e  pour les  enzymes  



Tableau 29 - 
Evolutim des protéines totales e t  des protéines ce l lu la l les  au cours de la 
culture. 

Figure 42 . - Evolution des protéines totales et solubles par rapport à la 
croissance cellulaire. 

(.-9-j, masse c e l l u l a i r e  sèche en g (MS) ; (-a-), proté ines  t o t a l e s  en 
g (PT) ; (-0-3, proté ines  so lub les  en g, éche l l e  de  d r o i t e  (PS). 

Matière sèche 
c e l l u l a i r e  g .1-l 

Proté ines  t o t a l e s  
% de  la matière 
sèche 

Proté ines  so lubles  
c e l l u l a i r e  % d e  la 
matière sèche 

Jours  d e  c u l t u r e  

3 8 14 17 30 

2,65 7,65 8,05 5,35 4,35 

22,3 21,3 26,7 34,4 39,8 

6,4 B J 3  6,4 6,4 5,0 



cytosoliques. L a  méthodologie d ' ex t r ac t ion  doi t  prendre  e n  c o m p t e  ces 

d i f f é ren te s  données. Aussi, l e s  expér iences  su ivantes  o n t  été réa l i sées  à par t i r  

d ' ex t r a i t s  comple t s  ( éc l a t emen t  des  ce l lu les  et d e s  o rgan i t e s  à l a  p re s se  d e  

French),  d'une p a r t  dans  un tampon ac ide  ( acé t a t e ,  pH 4) et, d ' au t r e  par t ,  

dans  un tampon n e u t r e  (phosphate, pH 7). 

2 - Mise en évidence d'une activité endo- B -acetylglucosarnini- 

dasique ("ENGasiquel') 

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

ohgomannosidique Man GlcNAc2Asn, pendant  une du rée  d e  12  h aux d i f f é ren t s  5 
pH (fig. 43). Les  incubat ions  sont  réa l i sées  à t e m p é r a t u r e  ambiante ,  s ans  

a jouter  d'inhibiteurs d '  a-mannosidases. On c o n s t a t e  une hydrolyse c o m p l è t e  

d e  ce subs t r a t  et appari t ion s imul tanée  du produit  d e  r éac t ion  Man5GlcNAc 

(oligosaccharide D), et ce, seulement  à pH 7. l ' ac t iv i té  est observée  quel  que  

s o i t  l ' â g e  d e s  c e l l u l e s .  L ' e n l è v e m e n t  d e  l ' a s p a r a g i n e  et  d e  l a  

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

successives d'une a spa r t amidase  et d 'une endochitobiase.  C e s  2 e n z y m e s  n 'ont  

cependant  été d é c r i t e s  que  dans  les  lysosomes (cf. Général i tés) .  L ' ac t iv i t é  

observée  plaide donc  plutôt  pour l ' ac t ion  d 'une ENGase cytosolique. II n'y a 

pas de  l ibérat ion d e  mannose, ce qui signifie qu'il  n 'existe  pas  d ' ac t iv i t é  a - 3  

et a -6 mannosidases. 

3 - Evaluation de l'activité ENGaSque 

L'ac t iv i té  ENGasique d e s  d i f f é ren t s  e x t r a i t s  ce l lu la i res  est éva luée  par  l a  

réal isat ion d'une c iné t ique  enzymat ique ,  par  p ré l èvemen t s  et dépôts  success i fs  

s u r  c o u c h e  m i n c e .  C e t t e  e x p é r i e n c e  d o i t  p e r m e t t r e  d e  c o m p a r e r  

sommai remen t  cette a c t i v i t é  selon l ' âge  des  cellules, par  rappor t  à une  m ê m e  

quan t i t é  d e  m a t i è r e  s è c h e  (fig. 44). 

Sur l a  base  d 'une simple observat ion visuelle, on cons t a t e  une l égè re  

augmenta t ion  d ' ac t iv i t é  à par t i r  d e  l ' ex t r a i t  ce l lu la i re  d e  14 jours. En e f f e t ,  

ap rè s  12 h d'incubation, on c o n s t a t e  des  bandes  résiduelles qui cor respondent  

a u  subs t ra t  pour les  e x t r a i t s  d e  3 et 8 jours a lors  que  pour les  e x t r a i t s  d e  14, 

17 et 30 jours, i l  a complè t emen t  disparu. Rappelons que  les  incubat ions  



Figure 43 . - Inaibation enzymatique des broyats cellulaires en présence du 
substrat oligmannosidique ~ 1 c N B c z B s i .  

Mélange réactionnel : 5!d w l  de broyat ce l l u l a i r e  à une concentration en 
matière sèche de 15 x g . m l - 1  de tampon + 50 ~1 de MansGlcNAczAsn, img.rn1-1. 

Conditions d'incubation : 12 heures, température ambiante. 
Nature des  dépôts : broyats à 3, 8, 14, 17, 3 jours  de cul ture  ; (Tl,  

broyats seu ls  e t  2 conditions de pH, (4), tampon acéta te  de scdium 1CIiPI mM, 
pH 4 e t  (7), tampon phosphate de sodium i.00 mM, pH 7. 

Témoins de migration : (Tl), MansGlcNAcdsn ; (TZ), MansGlcNAc (oligo 
Dl - 

Quantité déposée : U3 ul. 
Solvant : n-butanol - pyridine - éthanol - acide acétique - eau 

(rn:l0:rn:1:30). 



Temps d e  G 3 Q o : O - a  h l a 3 g 3 e 3 0  -J)-9 [jEj- 

c u l t u r e j .  3 8 14 17 30 3 8 14 17 30 3 8 14 17 20 T l  T2 
I I L I I I 

Incubation 0 h  4 h  12 h 

Figure 44 . - Cinétique d'activité ENGgsique des extraits cellulaires à 
différents temps de culture. 

Mélange réact ionnel  : 50 v l  de  broyat  c e l l u l a i r e  à une concentrat ion en 
matière sèche de  6 % . m l - 1  de  tampon phosphate de  sodium pH7 + !33 p l  de  
s u b s t r a t  Mansi;lcNAc2AsnJ -.ml-1. 

Durée ci ' incubation : (0 h) ,  0 heure, ( 4  h) ,  4 heures, (12 h ) ,  12heures. 
Température d ' incubation : 20°C. 
Quantité déposée lli5 v1. 
Témoin de  migration : (Tl ) ,  MansGlcNAc (o l igo  D ) ,  (TZ), ManzGlcNAczAsn. * Glucose i n t r a c e l l u l a i r e .  
Remarquer à 12 heures d ' incubation la présence r é s i d u e l l e  du substrat;  

MansGlcNAczAsn pour l e s  broyats  d e  3 e t  8 jours  e t  sa d i s p a r i t i o n  complète 
pour ceux de  14, 17 e t  30 jours  de  c u l t u r e .  



correspondent  à d e s  quan t i t é s  éga les  d e  m a t i è r e  sèche,  et non d e  protéines,  

dont  l a  concent ra t ion  diminue dans  les  ce l lu les  à par t i r  d e  17 jours d e  cul ture.  

4 - S p é a f i a t é  vis-à-vis d'autres substrats 

Des glycannes complexes,  d e  na tu re  sialidosidique et asialidosidique, son t  

ut i l isés  c o m m e  subs t r a t s  potent ie l s  pour juger d e  l a  s p é c i f i u  té d e  I 'ENGase 

vis-à-vis d 'autres  substrats .  Ils n e  sont  absolument  pas  hydrolysés c o m m e  l e  

m o n t r e  l a  f igure 45.  réc ci sons toutefo is  qu'il  s ' ag i t  d e  molécules d e  n a t u r e  

animale,  non p r é s e n t e s  chez  l e s  Végétaux. 

E. - Observations en microscopie électronique 

L'observat ion e n  microscopie é lec t ronique  d e s  ce l lu les  à d i f f é ren t s  t e m p s  d e  

cu l tu re  cons t i tue  l ' é t a p e  f ina le  d e  no t r e  t ravai l .  

Les  coupes  de  ce l lu les  jeunes (3 jours d e  cul ture)  m o n t r e n t  un cy top la sme  t r è s  

dense,  r iche e n  r ibosomes,  a v e c  d e  t r è s  nombreuses  mitochondries  et des  

p l a s t e s  amyl i fères  t émoignan t  d e  leur f o r t e  a c t i v i t é  métabolique (fig. 46a). 

Les  ce l lu les  âgées  (cu l ture  d e  14 jours) s o n t  f o r t e m e n t  vacuolisées, l e s  p las tes  

r e n f e r m e n t  peu ou pas  d'amidon, les  mitochondries  sont  moins nombreuses et 

l e  cy toplasme est moins r i che  e n  ribosomes. C e s  ce l lu les  mon t ren t  

f r équemment  d e s  vacuoles d e  séques t ra t ion  a v e c  d e  nombreuses vésicules, 

organi tes  divers et cy tomembranes  des t inés  à ê t r e  dé t ru i t s  (fig. 46b). Ils sont  

géné ra l emen t  local isés près  d e  l a  paroi. L 'applicat ion d e  l a  technique  d e  

GOMORI (1952) aux ce l lu les  d e  14 jours p e r m e t  d e  mon t re r  que  l e s  a m a s  d e  

vésicules et cy tomembranes  d e  l a  f igure  46b sont  t r è s  r iches  e n  hydrolases 

(phosphatase acide)  et sont  donc  des  lysosomes (fig. 46c). Les  résidus d e  l a  

lyse in t ravacuola i re  sont  organisés e n  en rou lemen t s  membranai res  t r è s  

ca rac t é r i s t i ques  d e  l ' au tophagie  cel lulaire  (fig. 46d). 

F. - Conclusion 

L'expér ience  d e  c iné t ique  mon t re  q u e  l ' excré t ion  d e s  ol igosaccharides 

con tenan t  de  l a  N-acétylglucosamine a lieu e n  fin d e  cul ture ,  lorsque l e s  

suc re s  disparaissent  du milieu (14 jours). C ' e s t  éga l emen t  à ce moment  que  l a  



Figure 45 . - Spécificité d'action de l'activité i3iGasique. 
Melange réactionnel : 5!d u l  de  broyat ce l l u l a i r e  à une concentration en 

matière sèche de l0 m g . m l - 1  de tampon phosphate de  sodium pH7 + 50 ~1 de 
1 'un des  subs t ra t s  SI, S2, S3, -.ml-1. 

Dépôts (20 1 )  : - S1 e t  Pl, témoins s ia losidiques  ; ES1, e x t r a i t  
c e l l u l a i r e  + S1 ; 
- S2 et  PZ, témoins asialosidiques ; ES2, extrait 
c e l l u l a i r e  + S2 ; 
- S3 e t  P3, témoins oligomannosidiques ; ES3, 
e x t r a i t  c e l l u l a i r e  + S3. 

Incubation : 12 heures a Z ° C .  
Solvants : butanol - acide acétique - eau 2 : :  1 heure pu is  

n-butanol - pyridine - &han01 - acide acetique - eau (iB:l@:l00:1:30). 
Activi té sialosidigue : 

NeuSAc(aS+6)Gal( P l 4  )GlcNAc(l)l+Z)Han(al+6), 

NeuSAc(a2~6)Gal(l)1+4 ) ~ l c ~ ~ c ( r ) l + ~ ) H a n ( a l ~ 3 ) '  Han( 01-4 )GlcNAc( 0 1 4  )GlcNAc(Pl )+H-Asn 

Pl SI 
Acti vi te asialosidique : 

Gal(P1+4)GlcN~c(~l+~)Han(al+6), 

Acti vi té oligomannosidique : 

Han( al-3) an(P1+4 )GlcNAc(Pl+4)GlcNAc(Pl )-N-Asn 

S3 



Figure 46 . - Ultrastructure des cellules de Silène. 
a ,  Cklture d e  3 j ou r s  ; b, c, d ,  c u l t u r e  d e  14 jours .  
a ,  b e t  d ,  con t ras t an t  acétate d 'uranyle  e t  c i t r a t e  d e  plomb ; c, mise 

en évidence de  la phosphatase acide par la technique de  GOMORI (1952) coupes 
observées sans a u t r e  cont ras tant .  

A ,  amidon ; il, dictyosomes ; E,  enroulements membranaires ; m, 
mitochondries ; N ,  noyau ; P,  pa ro i  ; ph, vés icules  r i c h e s  en phosphatase 
ac ide  ; p l ,  p l a s t e s  ; RE, réticulum endoplasmique ; v, vacuoles. 

Echelle  : 1 pm. 



mat iè re  sèche cellulaire diminue, conséquence d e  l a  carence  e n  subst ra t  

carboné. C e t t e  baisse s'explique e n  part ie par une diminution des protéines et 

d e  l a  disparition des  réserves glucidiques. L'observation en microscopie 

électronique de  cellules âgées montre  d e  nombreuses zones d'autophagie et, 

par conséquent, l a  p e r t e  de  matér ie l  cellulaire. 

Une act iv i té  endoglucosaminidasique est  rése ente dans les  cellules. Elle a un 

pH optimal de  7, ce qui plaide pour une origine cytosolique. C e t t e  ac t iv i té  

paraît  augmenter au cours de  l a  culture, puisqu'une cinétique enzymatique en 

présence du substrat  MangGlcNAc2Asn montre  que l'hydrolyse e s t  plus rapide 

pour les  ext ra i t s  cellulaires d e  14, 17 et 30 jours, comparat ivement  aux 

ex t ra i t s  des cellules d e  3 et 8 jours. Une incubation e n  présence de  glycannes 

complexes d'origine animale montre que ceux-ci ne sont pas dégradés. 



D I S C U S S I O N  G E N E R A L E  



STRUCTURE ET FONCTION DES ACIDES OLIGOGALACTURONIQUES 

L e  but  du t r ava i l  en t r ep r i s  était d 'étudier  l a  re la t ion  s t ruc ture- fonct ion  des  

ac ides  oiigogalacturoniques, dans l a  perspec t ive  d 'une meil leure compréhension 

d e  leurs  propr ié tés  biologiques. C e s  de rn iè re s  dépendent  e n  grande  pa r t i e  d e  

l a  ta i l le  d e s  f r a g m e n t s  pec t iques  utilisés. L a  technique  d e  prépara t ion  

employée  a permis  l 'obtent ion d e  quan t i t é s  i m p o r t a n t e s  d'oligosaccharides, 

indispensables pour mener  à bien d e s  essais biologiques, a u  l abo ra to i r e  et au  

sein des  équipes  col laboratr ices.  L a  spéc i f ic i té  d e s  résu l ta t s ,  ob tenus  a u  cours  

d e s  expér imenta t ions  e f f e c t u é e s  a v e c  ces molécules, est ga ran t i e  par  les  

ca rac t é r i s a t ions  s t ruc tu ra l e s  préc ises  et l a  vér i f ica t ion  d e  l ' é t a t  d e  p u r e t é  d e  

chaque  échantillon. 

L a  conformat ion  des  ac ides  ol igogalacturoniques dépend e n  grande  p a r t i e  d e  

leur  fo rme  d 'associat ion a v e c  l e  ca lc ium,  c'est ce qui se dégage  d e s  é tudes  

réa l i sées  sur  l e s  polyélectrolytes e n  solution. L e s  données d e  l a  l i t t é r a t u r e  

concernant  l e  t y p e  d'association d e s  f r a g m e n t s  pec t iques  a v e c  le  ca lc ium sont  

donc  essent ie l les  pour appréhender leurs  propr ié tés  biologiques. Cec i  est vrai 

non seulement  e n  ce qui conce rne  l a  conformat ion  des  oligomères, ma i s  aussi 

vis-à-vis d e  l a  mobilisation du ca lc ium dans  l a  cellule, compte- tenu  d e  

l ' a f f in i té  par t icu l iè re  d e s  polyuronates pour les  ca t ions  divalents. Cependant ,  

aucune  é t u d e  n ' a  t e n t é  d e  rapprocher  l e s  t ravaux des  physico-chimistes et 

ceux des  physiologistes. 

J u s q u ' à  p r é s e n t ,  l e s  é t u d e s  d e s  p r o p r i é t é s  p h y s i c o - c h i m i q u e s  d e s  

o i igogalac turonates  n ' é t a i en t  basées  que  sur  l 'ut i l isat ion des  techniques  

physiques, ch imiques  et spectroscopiques. Très  r écemment ,  LINNERS et al., 

e n  1989, sont  parvenus à préparer  des  an t icorps  monoclonaux dir igés c o n t r e  

l ' ac ide  pectique. Selon les  au teurs ,  l a  reconnaissance est fonct ion  d e  

l 'adoption d 'une  configurat ion e n  d imères  "d'egg-box", c 'est-à-dire d e  

l ' agencemen t  in termolécula i re  des  molécules d 'ac ide  pec t ique  a v e c  l e  calcium. 

C e t t e  hypothèse s 'appuie sur le  f a i t  que  l'ion ca lc ium est nécessa i re  à l a  

reconnaissance ant igénique,  que  celle-ci est op t ima le  pour un rappor t  

divalents/monovalents  d e  11150 et que  ce rappor t  est é g a l e m e n t  l e  plus 

e f f i c a c e  pour l a  fo rma t ion  d e  d imères  d'egg-box. 



L'essent ie l  des  r é su l t a t s  obtenus  cons is te  e n  l a  démonst ra t ion  d'un début  d e  

reconnaissance  par l 'ant icorps à par t i r  d 'une ta i l le  d e  7 résidus d 'ac ide  

ga lac turonique  (DP7) 

Il est géné ra l emen t  admis  (KOHN et LARSEN 1972, KOHN 1987) que  l a  

conformat ion  en  egg-box d e s  ac ides  pec t iques  n 'appara î t  qu ' à  par t i r  d e s  

fo rmes  dodécamér iques  alors  q u e  c h e z  l e s  fo rmes  d e  moindre degré  d e  

polymérisat ion prédominent  les  liaisons é lec t ros ta t iques .  D ' au t r e s  é tudes  sont  

plus nuancées.  RAVANAT, e n  1979, r emarque  qu'une sé l ec t iv i t é  par t icu l iè re  

d e s  o l igogalac turonates  vis-à-vis du ca lc ium s 'é tab l i t  à par t i r  du t é t r amère .  Il 

y aura i t  a lors  format ion  d e  pa i res  d'ions, rel iés  a u t r e m e n t  que  par  d e  s imples 

liaisons é lec t ros ta t iques .  L a  s t r u c t u r e  supramoléculaire  du p e c t a t e  d e  calcium 

peut  ê t r e  appréc iée  par  viscosimétr ie .  REES, en  1982, é tud ie  l ' inf luence d e  

l 'addit ion d e  rhamnogalac turonanes  con tenan t  des  séquences  variables d 'ac ide  

homogalacturonique sur  l a  variat ion d e  l a  viscosi té  d'un p e c t a t e  d e  calcium. Il 

observe q u e  les  polymères con tenan t  d e s  séquences moyennes d e  7 résidus 

d 'ac ide  ga lac turonique  (calcul s ta t i s t ique)  provoquent une baisse i m p o r t a n t e  d e  

l a  viscosimétrie. L 'au teur  en  dédui t  q u e  cette séquence  l imi t e  est suf f i sante  

pour assurer  une conformat ion  e n  "egg-box". Pour  f a i r e  concorder  cette 

observa t ion  avec  l e s  t ravaux d e  KOHN sur  les  ol igogalacturonates,  REES 

propose q u e  ceux-ci adoptent  une  conformat ion  e n  "egg-box" par  l e  biais d'un 

r ep l i emen t  in t ramolécula i re ,  ce qui explique une ta i l le  minimale d'environ 12 

résidus. 

Les  r é su l t a t s  obtenus  au cours  d e  cette é t u d e  mon t re ra i en t  plutôt  qu'un 

"egg-box" est possible à par t i r  d e  I 'heptamère,  par  l a  fo rma t ion  d 'agrégats  

solubles d 'au moins 2 molécules. 

Que conclure de ces apparentes contradictions ? 

L e  modèle  "egg-box" n ' e s t  au  d é p a r t  qu 'une hypothèse p e r m e t t a n t  d'expliquer 

l e  compor t emen t  part icul ier  des  polyuronates d e  calcium, à t r a v e r s  l a  mesure  

d e  c e r t a i n s  pa ramè t re s  physico-chi miques. L a  na tu re  d e  ces complexes  

ché la t é s  est assez bien comprise  à l 'heure  actuel le .  L a  cornplexat ion des  

o l igogalac turonates  a v e c  le  ca lc ium est probablement i n t e rméd ia i r e  e n t r e  l a  

fo rma t ion  d e  seules liaisons é l ec t ros t a t iques  et l 'adoption d'un réseau  

s u p r a m o l é c u l a i r e .  D e  p lus ,  l a  n a t u r e  d e s  c o m p l e x e s  i o n i q u e s  d é p e n d  



vraisemblablement d e s  condit ions expéri  men ta l e s  l iées  au  type  d'analyse, qui 

garant i ssent  une s t ab i l i t é  plus ou moins grande  d e s  associations. En r e spec tan t  

l 'hypothèse selon laquelle  l a  présence  d e  ca lc ium est indispensable pour que  

l e s  an t icorps  an t i -pec ta te  reconnaissent  un agencemen t  moléculaire ,  i l  r e s t e  

possible q u e  cet a g e n c e m e n t  puisse ê t r e  reconnu sans q u e  l a  format ion  d e  

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

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

conformat ion  des  polyélectrolytes.  

Oligogaiacturonates et déstabilisation pariétale 

Lorsqu'un mélange d 'ac ides  ol igogalacturoniques est in t rodui t  dans l e  milieu 

d e  cu l tu re  d e  la  suspension ce l lu la i re  d e  ~ i l è n e ,  on c o n s t a t e  une augmenta t ion  

d e  l a  f r a c t i o n  p o l y s a c c h a r i d i q u e  a c i d e  e x t r a c e l l u l a i r e .  C e t  e f f e t  est 

proport ionnel  à l a  ta i l le  d e s  f r agmen t s  utilisés. Il se produit t r è s  rapidement,  

dans  les  premières  heures  ap rès  l e  t r ans fe r t  d e s  ce l lu les  dans  l e  milieu 

con tenan t  les  ol igogalacturonates.  L a  m ê m e  expér ience ,  réa l i sée  a v e c  des  

parois  isolées,  provoque éga lemen t  une l ibérat ion a c c r u e  d e  l a  f rac t ion  

pol ysaccharidique pect ique.  

D e s  r é s u l t a t s  c o m p a r a b l e s  o n t  été o b t e n u s  p a r  TAIZ,  e n  1984 ,  

consécut ivement  à l ' a jout  d e  pec t ines  dans une prépara t ion  d e  parois isolées. 

L 'au teur  invoque l ' a f f in i té  d e s  pec t ines  a joutées  pour le  calcium par ié ta l ,  et 

donc  une des t ruc tura t ion  d e  l a  ma t r i ce  pect ique,  f o r m é e  e n  pa r t i e  par  des  

p e c t a t e s  d e  calcium. De même,  cette a f f in i t é  pourra i t  expliquer l a  non 

mobil i té  d e s  gros f r a g m e n t s  pec t iques  au  sein d'un mésophylle d e  feui l le  

observée  par  BAYDOUN et F R Y  (1985). 

L ' e f f e t  déstabi l isateur  des  ac ides  ol igogalacturoniques po r t e  vraisemblablement 

s u r  l a  c o m p é t i t i o n  qui  s ' é t a b l i t  vis-à-vis  du c a l c i u m  p a r i é t a l .  L a  

proport ional i té  de  l ' e f f e t  a v e c  l a  ta i l le  des  f r agmen t s  pec t iques  et sa 

p récoc i t é  cor roborent  cette hypothèse. Quan t i t a t i vemen t ,  l a  l ibérat ion des  

pec t ines  est faible puisqu'elle ne  dépasse  pas quelques mg par g r a m m e  d e  

m a t i è r e  fraîche.  P a r  cont re ,  l e s  conséquences d e  ce s t r e s s  r e s t en t  méconnues. 

L'inhibition observée sur  l a  c ro issance  e s t  peut -ê t re  a t t r ibuable  à ces 

perturbat ions.  



MORVAN, e n  1982, a v a i t  r emarqué  que  l e s  polymères  pec t iques  ac ides  (PPA), 

i so lés  du milieu e n  f in d e  cu l tu re  et a joutés  dans  un milieu neuf, ava i en t  une 

in f luence  favorable sur  l a  croissance. L ' e f f e t  d e s  o l igogalac turonates  est 

man i fe s t emen t  inverse.  Cependant ,  i l  a été mon t ré  r é c é m m e n t  q u e  ces P P A  

con tena ien t  des  gibbérel l ines (hormones d e  croissance)  l iées  covalent ie l lement ,  

probablement  responsables d e s  e f f e t s  s t imu la t eu r s  (MORVAN et al. 1989). 

L e s  e f f e t s  sur  l a  déstabi l isat ion par ié ta le  nécess i t en t  d e s  concent ra t ions  10 à 
100 fo is  plus é l evées  q u e  les  doses employées  dans  l a  plupart  d e s  essa is  

biologiques. Ceci  n e  l imi t e  e n  r ien l ' in té rê t  d e  ces résul ta t s .  En e f f e t ,  on peu t  

a d m e t t r e  que  l ' e f f e t  d e  s t r e s s  occasionné par  un débu t  d e  décapage  d e  l a  

m a t r i c e  pec t ique  ou a u  débu t  d e  démobil isat ion ca lc ique  est un f a c t e u r  d e  

déc lenchement  d ' e f f e t s  biologiques, bien a v a n t  q u e  l'on puisse d é t e c t e r  une 

modificat ion d e  l ' excré t ion  pect ique.  

L e s  propriétés  physico-chimiques des  ac ides  ol igogalacturoniques et leur  

inf luence  sur  l a  des t ruc tu ra t ion  d e  l a  m a t r i c e  pec t ique  cons t i tuent  donc  une  

hypothèse quant  à l eur  mode d 'act ion a u  sein d e s  sys t èmes  biologiques. 

L e  rôle s t imula teur  d e s  o l igogalac turonates  dans  l e s  réac t ions  d e  dé fense  a 

été reche rché  e n  col laborat ion a v e c  d ' au t r e s  labora to i res  sur  plusieurs 

modèles. 

Les  essa is  d e  pro tec t ion  ant ivirale ,  réa l i sés  sur  l e  modèle tabac /v i rus  d e  l a  

mosaïque, se sont  révé lés  infructueux.  

Loin d e  pro téger  l a  p l an te  c o n t r e  le virus, les  o l igogalac turonates  s emblen t  

favoriser  l ' infection. Il s ' ag i t  peu t - ê t r e  d 'une  conséquence  ind i r ec t e  d e  l ' e f f e t  

qu ' i ls  occasionnent  sur  l a  m a t r i c e  pariétale .  

Cependant ,  les  o l igogalac turonates  sont  parvenus à s t imuler  l a  biosynthèse 

d ' enzymes  du métabol i sme des  phénylpropanoïdes qui sont  des  marqueurs  d e  l a  

s t imula t ion  des  défenses  d e  l a  plante. P o u r t a n t  aucune  pro tec t ion  n 'a  été 
observée.  On mesure  ic i  l ' i n t é rê t  relat i f  des  r é su l t a t s  d e  l a  l i t t é r a t u r e  n e  

prenant  e n  c o m p t e  que  ce type  d e  marqueurs  métaboliques. 



D'aut res  essais o n t  été e f f e c t u é s  sur  l e  modèle hypocotyle d e  haricot .  L A  
encore ,  les  e f f e t s  observés  sont  assez décevants .  Tout  au  plus constate- t-on 

une légère  s t imula t ion  d'un inhibi teur  d'endopolygalacturonase. L a  biosynthèse 

d e s  glycoprotéines r iches  e n  hydroxyproline (HRGP) n ' e s t  absolument  pas  

s t imulée.  

Une r emarque  est tou te fo i s  i n t é re s san te  : lorsqu'il  y a un léger  e f f e t  d e s  

f r agmen t s  pect iques,  celui-ci se man i fe s t e  p lu tô t  pour les  grands  f ragments .  

On r e t rouve  donc  l ' impor tance  d e  l a  t a i l l e  dans  l a  t ransmission d'un e f f e t  

biologique. 

Sans  r e m e t t r e  e n  c a u s e  les  résu l ta t s  conce rnan t  l e s  propr ié tés  biologiques des  

ac ides  oligogalacturoniques, i l  est probable q u e  leur mode d e  présenta t ion  

dans  un t issu végé ta l  et l e  choix m ê m e  d e  ce t issu so ient  dé terminants .  D e  

plus, ce r t a ines  réponses nécess i ten t  peu t - s t r e  une ac t ion  synergique d e  

plusieurs él ici teurs ,  qui sont  na tu re l l emen t  présents  lors d 'une  in fec t ion  

parasi taire .  

IDENTIFICATION E T  O R I G I N E  D E S  O L I G O S A C C H A R I D E S  NATIFS  

Identif icat ion d e  f r a g m e n t s  pec t iques  

In si tu,  l e s  polysaccharides pec t iques  son t  cons t i tués  par une sé r i e  d e  blocs 

disposés e n  a l t e r n a n c e  (JARVIS 1984), r iches  e n  ac ide  ga lac turonique  

(homogalacturonanes)  ou f o r t e m e n t  branchés  (rhamnogalacturonanes) .  C e s  

dern iers  con t i ennen t  principalement d e s  monosaccharides neu t r e s  t e l s  q u e  l e  

rhamnose,  l e  ga lac tose ,  l 'arabinose et l e  glucose. Les  f r agmen t s  pect iques,  

mis en  évidence  dans  l e  milieu d e  c u l t u r e  d e  l a  suspension ce l lu la i re  d e  

s i lene ,  proviennent  d e  l'un ou d e  l ' au t r e  d e  ces blocs : 

- l es  f r ac t ions  ol igosaccharidiques les  plus lourdes, qui ne  migrent  pas  e n  

chromatographie  sur  papier (fract ion 2-sup) ou qui sont  exc lues  sur  Biogel 

P 2  ( f rac t ion  A), sont  r iches  e n  rhamnose,  arabinose et galactose.  On en  

d é d u i t  q u ' i l  s ' a g i t  d e  f r a g m e n t s  d e  t y p e  r h a m n o g a l a c t u r o n a n e  ; 



- les  oli gosacchar ides  acides, r iches  e n  ac ide  galacturonique,  proviennent  

vra isemblablement  d e s  homogalacturonanes.  Un cons t i tuant  majeur ,  l 'acide 

digalacturonique,  est ident i f ié  par  ana lyse  d e  l a  composit ion molaire 

(GalAU majori taire) ,  par  comparaison d e s  migrat ions e n  chromatographie  

sur  couche  mince a v e c  un témoin  d iga lac turonate ,  p répa ré  au  laboratoire,  

et par  analyse e n  spec t romé t r i e  d e  masse. 

L a  p r é s e n c e  d ' o l i g o s a c c h a r i  d e s  p e c t i q u e s  r é s u l t e ,  a p r io r i ,  d ' a c t i v i t é s  

pect inasiques extracel lulaires .  Une  a c t i v i t é  pect inasique a d 'ai l leurs  été mise 

e n  év idence  dans l e s  parois d e s  cel lules  d e  Silène, par  incubation d'un e x t r a i t  

par ié ta l  salin (NaCl 2 M) e n  présence  d 'ac ide  pect ique,  à pH 4,5. C e t t e  

ac t iv i t é  endopar ié ta le ,  non d é t e c t a b l e  pendant  les  premiers  jours d e  cul ture ,  

a t t e i n t  150 équiva lents  ~ a 1 ~ u . h - l  et par  g r a m m e  d e  m a t i è r e  f r a î che  au 

14ème jour d e  cul ture.  Quelques t ravaux f o n t  état d e  polygalacturonases,  dont  

les  ac t iv i t é s  sont  i n t i m e m e n t  l iées  à l a  c ro issance  (KONNO et ai. 1981, 1989 ; 

GAFFE et ai. 1989). 

L a  prépondérance  d e  l 'acide digalacturonique peu t  s 'expliquer par  l ' incapaci té  

des  exopolygalacturonases à l 'u t i l iser  c o m m e  subs t ra t ,  c o m m e  l e  témoigne  

l 'exopolygalacturonase d 'Avena sa t iva ,  don t  l e  Km est 50 fois  plus é l evé  et 

une v i tesse  maximale  d'hydrolyse 5 fo is  plus faible pour l e  d imère  que  pour 

I 'acide polygalacturonique (PRESSEY et AVANTS 1977). 

L 'acide d iga lac turonique  n 'est  pas  le  seul  ol igosaccharide ac ide  p ré sen t  dans 

l e  milieu extracel lulaire .  D 'aut res  ol igosaccharides acides, plus lourds, 

ex is ten t  bien qu'ils n'ont pu ê t r e  complè t emen t  identif iés .  On peut  les  

appa ren te r  à I 'acide pseudoaldobigalacturonique (Rha- a -1,2GalAU) ou à 
d 'aut res  f r agmen t s  con tenan t  un ou plusieurs monosaccharides neut res ,  et qui 

empêchen t  ainsi l ' ac t ion  hydrolytique d e s  pect i  nases. 

L 'acide ga lac turonique  (dont l e  diGalAU) n 'a  pas été re t rouvé  dans  les  

f r a c t i o n s  o l i g o s a c c h a r i d i q u e s  t o t a l e s  p r é p a r é e s  pour  l ' é t u d e  c i n é t i q u e  

d 'excré t ion  (chap. IV). Il f a u t  souligner que  ces ré su l t a t s  on t  été obtenus  à 
part i r  d 'une  suspension cel lulaire  nouvel lement  p répa rée  à par t i r  d e  ca ls  

e n t r e t e n u s  sur un milieu solide. L 'absence  d e  f r agmen t s  ac ides  peu t  ê t r e  due  

à la  déf ic ience  des  ac t iv i t é s  pect inasiques ou à une réabsorpt ion d e s  produits 



d'hydrolyse. On peut  éga lemen t  supposer que  ces ac t iv i t é s  n e  f inissent  par 

s ' expr imer  qu'au t e r m e  d'un séjour prolongé d e s  cel lules  e n  milieu liquide, 

lorsque  l a  suspension commence  à dégénérer .  

Dans l a  p remiè re  pa r t i e  de  l 'é tude,  l ' inf luence d e s  ac ides  ol igogalacturoniques 

sur  l a  s tab i l i té  d e  l a  m a t r i c e  pa r i é t a l e  a été évoquée  et discutée.  P a r  ailleurs, 

l e s  f r a g m e n t s  pec t iques  sont  doués d 'ac t iv i tés  biologiques, mi ses e n  évidence  

sur  d i f f é ren t s  modèles (cf. Général i tés) .  Leur  présence  dans  l e  milieu 

ext race l lu la i re  correspond probablement  à un état physiologique et à un 

mé tabo l i sme  in t r apa r i é t a l  donnés. On peu t  imaginer  que  dans  une  p lante  ces 

molécules puissent cons t i tuer  d e s  messagers  biologiques, dans  l e  cont rô le  d e  l a  

c ro issance  et d e  l a  d i f férent ia t ion  cel lulaire ,  en  part icul ier .  Il a été mon t ré  

q u e  les  grands  f r agmen t s  pec t iques  in j ec t é s  dans un tissu végé ta l  ne  pouvaient  

se dép lace r  (BAYDOUN et F R Y  1985). P a r  cont re ,  l a  migrat ion d e  f r agmen t s  

pec t iques  d e  p e t i t e  tai l le  d e m e u r e  une hypothèse q u e  des  é t u d e s  u l té r ieures  

dev ron t  confirmer.  

M i s e  e n  é v i d e n c e  d e  g l y c a n n e s  d e  t y p e s  o l i g o r n a n n o s i d i q u e  et 

xylornannosidique 

D e u x  s t r u c t u r e s  g l y c a n n i q u e s ,  h a b i t u e l l e m e n t  l i é e s  a u x  p r o t é i n e s  

N-glycosylées, o n t  été purif iées à l ' é t a t  natif dans  l e  milieu d e  cu l tu re  d e  l a  

suspension cel lulaire  d e  Silène. Leurs  s t ruc tu re s  o n t  été iden t i f i ée s  par 

s p e c t r o s c o p i e  RMN du p r o t o n  et s p e c t r o m é t r i e  d e  m a s s e  F AB-MS. 

L e  xylomannoside (oligosaccharide "C"), d e  s t r u c t u r e  Man a 1-6[Mana 1-31[Xyl 

B 1-2lMan 6 1-4GlcNAc B 1-4 [Fuc  a 1-3]GlcNAc, a dé jà  été déc r i t  dans  d e  

nombreuses  glycoprotéines végé ta l e s  (cf. ~ é n é r a l i t é s ) .  C e t  ol igosaccharide 

provient  habituel lement  d 'une digest ion pronasique ou d 'une  hydrazinolyse, 

puisqu'il n ' a  pas encore  été d é c r i t  à l ' é t a t  libre. Son ex i s t ence  à l ' é t a t  natif 

dans  l e  milieu d e  cul ture  a permis  d e  l ' isoler e n  quan t i t é  suf f i sante  pour 

e f f e c t u e r  l 'analyse RMN d e  l a  f o r m e  a / f3 , dont  l e  s p e c t r e  cons t i tue  une 

r é f é r e n c e  nouvelle. 



L'oligomannoside (ol igosaccharide "Du), d e  s t r u c t u r e  Man a 1-6[Man a 1-3]Man 

a 1-6[Mana 1-3lMan pl-4GlcNAc, est éga lemen t  un cons t i t uan t  glucidique d e s  

glycoprotéines végétales .  C e  type  d e  s t r u c t u r e  a été t r è s  é tudié ,  en  

part icul ier  pa rce  qu'on l e  r e t rouve  dans  l a  cons t i tu t ion  des  g lycoproté ines  

an imales  et humaines. 

L a  m i s e  e n  é v i d e n c e  d e  g l y c a n n e s  d e  t y p e s  o l i g o m a n n o s i d i q u e  et 

xylomannosidique, l ibérés dans  un milieu d e  c u l t u r e  d e  cel lules  végé ta l e s  est 

a s su rémen t  un r é su l t a t  nouveau et original. Leur  présence  a u r a i t  pu ê t r e  

suspec tée  su i te  aux t ravaux d e  ROBERTS et al. (1982), c a r  les  au teurs ,  ap rè s  

avoir  in t rodui t  d e  l a  glucosamine marquée  dans  l e  milieu d e  c u l t u r e  d e  l a  

suspension ce l lu la i re  d 'é rable  et é l iminé  l e  surplus, ava i en t  c o n s t a t é  une 

a u g m e n t a t i o n  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  et, 

p a r t i c u l i è r e m e n t ,  d a n s  l a  f r a c t i o n  non p r é c i p i t é e  p a r  l ' é t h a n o l .  L a  

radioact ivi té ,  p o r t é e  par  d e  p e t i t e s  molécules ("materials of low molecular  

weight"), appara issa i t  t r è s  faible jusqu'à 6 jours d e  cu l tu re  et augmen ta i t  

par t icu l iè rement  à par t i r  du IOème jour. 

Une fois  admise l ' ex is tence  d e  ces composés dans  les  milieux ext race l lu la i res ,  

l a  quest ion qui s ' impose est ce l le  re la t ive  à l eur  origine.  près vérif icat ion d e  

l ' absence  d e  contaminat ion  par  des  microorganismes,  l a  seule hypothèse val ide 

cons is ta i t  à prospecter  dans  l e  métabol i sme ce l lu la i re  pour d é t e c t e r  des  

indices  conformes  aux données  d e  l a  l i t t é r a t u r e  et réunir des  a rgumen t s  

expéri  mentaux cohérents .  

Origine : protéolyse et autophagie 

Hypothèse de  départ : la  protéolyse 

A par t i r  des  données acquises sur  le  modèle animal ,  ce type  d 'ol igosaccharides 

l ibres  peut  provenir soi t  d 'une hydrolyse des  complexes  dolichol-PP-glycannes 

non t r ans fé ré s  lors  d e  l a  biosynthèse ("tri m ming"), so i t  du ca tabol i sme 

pro té ique  (cf. Général i tés) .  



D e  ce f a i t ,  l ' o l i g o m a n n o s i d e  D p o u r r a i t  a v o i r  p o u r  o r i g i n e  un 

disfonctionnement d e  l a  cha îne  d e  biosynthèse,  e n  a d m e t t a n t  l ' ac t ion  

complémenta i re  d'alpha-1,2-mannosidases pour l ibérer  l e  mannose lié e n  a -1,2 

sur  le  précurseur. P a r  cont re ,  l e  xylomannoside C n e  peu t  provenir que  d e  l a  

déglycosylation d 'une pro té ine  mature.   hypothèse d e  dépa r t  cons is te ra  à 
considérer  que  l e s  glycannes isolés et purif iés  sont  des  produits  d e  l a  

dégradation d e  pro té ines  N-glycosylées. C e t t e  a l t é r a t ion  est probablement  

t r è s  spécif ique car elle comprend d e s  ac t iv i t é s  protéasiques (absence de  

résidus d 'ac ides  aminés)  et appara î t  c o m m e  incomplè t e  d e  par l a  préserva t ion  

d e s  s t ruc tu re s  b iantennées  (absence d e  glycosidases). 

L e  processus  d 'autophagie 

Lorsque des  ce l lu les  végéta les  sont  pr ivées  d e  subs t r a t  nutr i t i f ,  i l  se produit  

un cer ta in  nombre  d 'évènements  biochimiques qui o n t  pour but  d e  les  

maintenir  e n  état d e  survie. Ils induisent  l 'autophagie d 'organi tes  et d e  

t e r r i t o i r e s  cytoplasmiques. JOURNET et al., e n  1986, on t  déc r i t  e n  dé t a i l  ces 

évènemen t s  c h e z  l e s  cel lules  d 'érable,  cu l t i vées  dans  un milieu privé d e  

saccharose  et o n t  c o n s t a t é  une évolut ion chronologique du métabol i sme 

cellulaire. 

- Dans un premier  temps ,  les  sacchar ides  solubles contenus  dans  les  vacuoles 

sont  consommés. 

Dans les  cel lules  d e  Si lène âgées  d e  3 jours, l e  glucose cons t i tue  20 % d e  l a  

ma t i è re  s èche  to t a l e ,  ce qui mon t re  à quel  point  les  cel lules  accumulen t  ce 

composé. C e t t e  t e n e u r  é l evée  c r é e  provisoirement un potent ie l  osmot ique  bas 

à l ' intér ieur  d e s  ce l lu les  et p e r m e t  l 'absorpt ion d e  l 'eau et des  a u t r e s  

é l émen t s  nut r i t i f s  nécessa i res  à l a  croissance. 

- Les  sucres  vacuola i res  consommes,  l e  phosphate organique augmen te  dans  

les  cel lules  a u  d é t r i m e n t  du phosphate inorganique,  conséquence  d e  

l 'act ion d e  phosphatases acides, ca rac t é r i s t i que  d 'une consommat ion  d e s  

réserves  amylacées  (REBEILLE et al. 1985). 



Les  gra ins  d'amidon, t r è s  nombreux à 3 jours d e  cu l tu re  (fig. 46), o n t  

pra t iquement  disparu dans  les  cel lules  â g é e s  d e  14  jours. A ce moment  d e  l a  

cul ture,  une  réac t ion  cytochimique  spéc i f ique  d e s  phosphatases ac ides  m o n t r e  

e f f e c t i v e m e n t  leur  abondance au  niveau des  zones  d 'autophagie,  dans  l e  

cytoplasme.  

- Lorsque les réserves  glucidiques o n t  c o m p l è t e m e n t  disparu, l e  nombre  d e  

mitochondries  par  cel lule diminue, ce qui se t r adu i t  par  une baisse globale 

d e  l a  respiration. L e s  lipides, pro té ines  et ac ides  nucléiques son t  a lors  

utilisés à d e s  f ins  énergét iques.  L a  baisse d e  l a  quan t i t é  d e  pro té ines  

s ' a c c o m p a g n e  d ' u n e  d i m i n u t i o n  p a r a l l è l e  d u  t a u x  d e s  g a l a c t o l i p i d e s .  

Ceux-ci, comprenan t  les  mono- et digalactosylglycérides,  son t  ca rac t é r i s -  

t iques d e s  membranes  plastidiales. 

01 L ' o l i g o s a c c h a r i d e  E, d e  s t r u c t u r e  Cal-1,6-Gal-Cly-  (ou p a r t i e l l e m e n t  

estér if ié) ,  est un résidu d e  digalactosylglycérides. S a  présence  dans  l e  milieu 

e n  fin d e  cu l tu re  conf i rme  l a  dé tér iora t ion  des  membranes  plastidiales. Une 

observat ion e n  microscopie é lec t ronique  d e  cel lules  âgées  mon t re  l ' abondance  

des  lysosomes et l ' enchevê t r emen t  d e  membranes  provenant  d e  l a  résorpt ion 

d e  ces  o rgan i t e s  (fig. 46). Un bon marqueur  d e  cette lyse membrana i r e  est 

l ' a u g m e n t a t i o n  d e  l a  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  (DORNE et al .  1987) .  

Lors d e  l ' é tude  c iné t ique  d e  l 'excrét ion d e s  ol igosaccharides par  les  ce l lu les  

d e  Silène, c'est à par t i r  d e  l a  dispari t ion t o t a l e  du subs t ra t  ca rboné  dans  les  

cellules (14 jours) q u e  l a  production e n  oligo- et xylomannosides est l a  plus 

for te .  

Protéolyse, mais quelles protéines ? 

 évolution d e s  pro té ines  to t a l e s  et d e s  pro té ines  cel lulaires  solubles a été 
suivie a u  cours  du cyc le  d e  cul ture.  L a  baisse d e  ma t i è re  s è c h e  est 

accompagnée  d'une baisse paral lèle  d e s  pro té ines  ce l lu la i res  solubles a lors  que  

l e s  pro té ines  to t a l e s  n e  diminuent  que  beaucoup plus faiblement.  Pour  t rouve r  

une explicat ion à ces observations, i l  est nécessa i re  d e  considérer  la  

local isat ion d e s  p ro t é ines  dans  une cel lule végétale.  Les  parois peuvent  

contenir  jusqu'à 40 % d e  pro té ines  qui sont  géné ra l emen t  immobil isées par  d e s  



l iaisons ioniques et covalentes  a v e c  l e s  polysaccharides pariétaux.  II s ' ag i t  

su r tou t  d e  pro té ines  O-glycosylées qui s o n t  souvent  assoc iées  à des  

arabinogalactanes.  Les  parois d e s  ce l lu les  d e  Si lène  d e  14 jours r ep résen ten t  

15  % d e  l a  masse  sèche  t o t a l e  (MORVAN 1986). El les  sont  cons t i tuées  

d 'environ 30 % d e  protéines (MORVAN, comm. pers.). C e s  pro té ines  par ié ta les  

r ep résen ten t  donc  une proportion i m p o r t a n t e  et r e l a t ivemen t  s t ab l e  des  

pro té ines  to ta les ,  expliquant  q u e  leur  diminution n e  soi t  pas  t r è s  sensible, en 

fin d e  cul ture.  

L e s  pro té ines  cel lulaires  on t  e n  pa r t i e  un rôle fonctionnel.  Elles o n t  a lors  une 

local isat ion cytosolique ou sont  assoc iées  à d e s  membranes.  L a  baisse d e  

l ' ac t iv i té  métabolique peut  expliquer  leur dégradat ion  et l e  phénomène 

d 'autophagie aboutir  à l a  digest ion d 'organi tes  intracel lulaires .  Hormis  l e s  

pro té ines  enzymatiques,  les  végétaux sont  à m ê m e  d e  s tocke r  d e s  protéines 

dans  leur  vacuole où e l l e s  cons t i t uen t  une r é se rve  azotée .  Ainsi WITTENBACH 

(1983) a iden t i f i é  une  glycoprotéine d e  réserve  dans  les  feu i l les  d e  soja. C ' e s t  

éga l emen t  l e  cas dans  les  grains d 'a leurone  qui cons t i t uen t  d e s  vacuoles 

déshydra tées  où l e s  N-glycoprotéines r ep résen ten t  50 % d e s  pro té ines  totales. 

Un a u t r e  f a i t  m é r i t e  d ' ê t r e  s ignalé : e n  1972, ROBERTS et al. o n t  t r a i t é  

d i f fé rents  t issus a v e c  d e  l a  glucosamine marquée,  d e  façon à local iser  par  

au toradiographie  les  régions ayan t  f i xé  l a  radioact ivi té .  

Les  cel lules  d 'é rable  e n  suspension ce l lu la i re  o n t  été é tud iées  par  cette 

mé thode  et l a  rad ioac t iv i té  a été essent ie l lement  local isée au  niveau des  

parois. L e s  au teu r s  n'ont pu formuler  d 'hypothèse part icul ière,  ce résul ta t  

é t a n t  e n  cont radic t ion  a v e c  l a  n a t u r e  essent ie l lement  O-glycosylée des  

pro té ines  pariétales .  P a r  cont re ,  l ' expér ience  a éga lemen t  été réa l i sée  sur des  

t issus rac ina i res  d e  maïs, et l a  rad ioac t iv i té  a été re t rouvée  uniquement dans 

l e  cytoplasme.  Ainsi, les  données f igurant  dans  l a  l i t t é r a tu re  p e r m e t t e n t  d e  

penser  que  ce sont  e f f ec t ivemen t  l e s  pro té ines  in t race l lu la i res  qui suppor tent  

les  p remiè res  dégradat ions  lorsque s e  déc lenche  un processus d'autophagie. 

Toutefois ,  f a u t e  d e  l'avoir é tud ié  c h e z  les  cel lules  d e  Silène, i l  f aud ra  se 

ga rde r  d e  t o u t e  conclusion hâtive. 



Les enzymes de déglycosylation 

L a  l i b é r a t i o n  d e s  s t r u c t u r e s  g l y c a n n i q u e s  s ' e f f e c t u e  s o u s  l ' a c t i o n  

d'endoglycosidases. On dist ingue 2 grandes  fami l les  selon qu'el les  hydrolysent 

l e  résidu di-N-acétylchitobiose i n t e r n e  (endo- (3 -N-a~étyl~lucosaminidases ou 
4 

EN Gases) ou la liaison asparagine-oligosaccharide (peptide-N -(N-acétyl-glucosami ny1)- 

asparagine  amidase,  ou PNGases). L 'ensemble  d e s  endoglycosidases et leurs  

s u b s t r a t s  p r i v i l é g i é s  o n t  été r é p e r t o r i é s  p a r  MALEY et al.  (1989). 

La  l ibérat ion des  ol igosaccharides C et D provient  probablement  d e  l 'act ion 

d'endoglycosidases et l a  f igure  47 r ep résen te  les  voies d'hydrolyse possibles 

pouvant conduire à cette libération. En e f f e t ,  une  ac t iv i t é  endoglycosidasique 

a été mise  e n  évidence  dans  un broyat  d e  ce l lu les  d e  Silène.  activité ex i s t e  

dé jà  e n  début  d e  cul ture ,  mais  e l l e  pa ra î t  augmen te r  à par t i r  d e  14 jours (fig. 

44). C e t t e  enzyme  est ac t ive  sur  l e  subs t r a t  Man5GlcNAc2Asn ma i s  ne  peut  

dégrader  l e s  sialilo- et asialilooligosaccharides (fig. 45). C e t t e  e n z y m e  peut  

donc ê t r e  à l 'origine d e  l a  l ibérat ion d e  l 'ol igosaccharide D sans  que  l'on 

puisse préjuger de  son subs t r a t  d'origine. 

Chez  les  végétaux, d ' a u t r e s  endoglycosidases o n t  été iso lées  à par t i r  d e  l a  

f igue (OGATA-ARAKAWA et ai. 1977) et du har ico t  rouge (YET et WOLD 

1988). C e s  2 e n z y m e s  sont  incapables  d 'hydrolyser  les  glycannes complexes. 

L'ENGase du haricot  ag i t  sur des  pro té ines  mannosylées (RNase  6 ,  CM-RNase 

B , Invertase). Celle-ci est ac t ive  dans  une g a m m e  t r è s  la rge  d e  pH compris  

e n t r e  4,5 et 7,5 ; I 'ENGase d e  l a  f igue  e n t r e  5,5 et 6. 

L'ENGase, contenue  dans  les  cel lules  d e  s i lene ,  n 'ag i t  qu ' à  pH 7 et n e  possède 

aucune ac t iv i t é  à pH 4, ce qui plaide en  faveur  d 'une local isat ion cytosolique. 

Il semble  que  son s p e c t r e  d ' ac t iv i t é  so i t  donc  beaucoup plus r e s t r e in t  que  

celui d e s  ENGases d é c r i t e s  précédemment ,  enco re  que  nous n'ayons é tud ié  que  

2 conditions e x t r ê m e s  d e  pH. 

L e  xylomannoside C, fucosylé e n  3 a u  niveau d e  l a  N-acétylglucosamine du 

point d ' a t t ache ,  n e  peu t  ê t r e  l ibéré  sous l ' ac t ion  des  endoglycosidases. S a  

l ibérat ion nécess i te  so i t  l 'act ion prél iminaire d e  fucosidases (mais i l  y aura i t  

a lors  disparition du fucose) ,  so i t  l ' ac t ion  des  PNGases,  capables  d'agir en  



Figure 4 7  . - Différentes voies de degradation possibles des N-glycopro- 
téines pouvant etre a l'origine des olïgosaccharides C et D. 

Enzjmes : Pases, proteases  ; FNGase , peptide-N4-(14-acétyl-8- 
glycosaminyi pasparagine  amidase ; ENGase, endo-B-N-aeétylg'lucosaminidase ; 
ASPase, aspartyi-N-acetylglucosaminidase ; ECase, endochitobiase. 

Sucres : (01, GlcNAc ; (el, Man ; (O), Fuc ; Ca), Xyl. 
($1 ,  enzymes non d é c r i t e s  chez l e s  p lan tes .  



présence  du fucose. Les  PNGases  o n t  été purif iées à par t i r  d e  l ' amande  

(PNGase A) (TAGA et ai. 1984) et du har ico t  rouge (YET et WOLD 1988). 

Elles sont  par  ai l leurs  présentes  dans d e  nombreuses graines (PLUMMER et ai. 

1987). Leur  pH op t ima l  est compris  e n t r e  4 et 6. L a  PNGase  d ' amande  est 

capable  d e  déglycosyler  des  pro té ines  non déna tu rées  à une  vi tesse toutefo is  

plus fa ib le  qu 'après dénaturat ion.  

C e  t y p e  d 'enzyme n 'a  p a s  été reche rché  dans  l e s  cel lules  d e  Silène, mais  la  

présence  des  xylomannosides témoigne  d e  leur  existence.  

De nouvelles oligosaccharines ? 

L a  préservat ion d e s  s t ruc tu re s  glycanniques lors  d e  l a  protéolyse r é su l t e  d e  l a  

déf ic ience  ou d e  l a  non expression d e  glycosidases spécif iques (mannosidases, 

f u c o s i d a s e s ,  ... ). L e s  g l y c a n n e s  s ' a c c u m u l e n t  d o n c  d a n s  l e  m i l i e u  

ext race l lu la i re ,  à d e s  concent ra t ions  é l evées  (plusieurs mg pa r  litre). 

Une hypothèse séduisante  peu t  être fo rmulée  dans  l e  c a d r e  d e  l a  r eche rche  

d ' ac t iv i t é s  éventue l les  d e  ces molécules : l e s  glycannes e x c r é t é s  son t  les  

t é m o i n s  d ' un  é t a t  d ' a u t o p h a g i e .  D ' a b o r d  v é h i c u l é s  d a n s  l e  l i q u i d e  

in terce l lu la i re  puis dans  les  t issus conducteurs ,  i l s  pourraient  avoir un rôle d e  

mise e n  a l e r t e  d e s  tissus non encore  concernés  par  l a  c a r e n c e  nut r i t ive  ( é t an t  

donné l e  déca l age  tempore l  e n t r e  l ' absence  d e  nut r iments  ex t race l lu la i res  et 

l 'épuisement des  réserves  glucidiques intracel lulaires) .  C e t t e  informat ion  

au ra i t  pour b u t  d e  ra len t i r  l e  métabol i sme éne rgé t ique  d e s  cel lules  

environnantes. 

C e t t e  hypothèse est é t a y é e  par  une expé r i ence  réa l i sée  par  STRUIK et ai. 

(1987). C e s  au teu r s  o n t  mon t ré  que  l ' inject ion d 'ex t ra i t s  apoplast iques d e  

feui l les  d e  pomme d e  t e r r e  ava i t  un e f f e t  inhibi teur  sur l a  tubér isa t ion  et que  

cet e f f e t  augmen ta i t  si les  feui l les  ava ien t  subi, au préalable,  un séjour 

prolongé à l 'obscurité. Dans ces condit ions d e  mise  e n  obscuri té ,  i l  est évident  

qu'il se produit un appauvrissement des  appor ts  glucidiques et que  l e s  p lantes  

puisent dans  leurs  réserves  favor isant  ainsi l a  protéolyse. En poussant  l a  

spéculat ion jusqu'à son t e rme ,  l a  mise e n  évidence  par  WITTENBACH, en 

1983, d 'une pro té ine  d e  r é se rve  fol iaire  N-glycosylée devient  un r é su l t a t  



susceptible d e  servir  d e  point d e  dépa r t  pour t e n t e r  d ' identif ier  l ' inhibiteur 

apoplast ique e x t r a i t  d e s  feui l les  d e  pomme d e  te r re .  

Mise en  évidence de  fragments de  xyloglucanes 

En fin d e  cul ture,  les f r a g m e n t s  d e  xyloglucanes ne  son t  pas  major i ta i res  dans 

l e  milieu, con t r a i r emen t  aux oligomannosides. Ceci  n 'es t  pas surprenant  

compte- tenu  que  leur  présence  d a n s  les  milieux d e  c u l t u r e  dépend sur tout  d e  

l a  c ro issance  par ié ta le  (cf. Général i tés) .  L a  ca rac t é r i s a t ion  d'un f r agmen t  d e  

x y l o g l u c a n e s  a y a n t  é té  e f f e c t u é e  e t  l e  f a i t  q u ' i l s  a p p a r t i e n n e n t  

potent ie l lement  à l a  f ami l l e  d e s  ol igosaccharines a m è n e n t  cependant  quelques 

commenta i res .  

Un f r a g m e n t  xyloglucanique, d e  s t ruc tu re  probable XylyGlcj,  a été analysé 

pa r  spec t romé t r i e  FAB-MS. C e t  ol igosaccharide possède d e s  ramif ica t ions  à 2 

résidus xylosyls, a lors  qu 'habi tue l lement  l e s  subs t i tu t ions  n 'en possèdent  qu'un 

seul  sur  lequel peuvent  s ' a jouter  d e  l 'arabinose, du fucose  et du ga l ac tose  (cf. 

Général i tés) .  C e  t y p e  d e  subst i tut ion est d 'ai l leurs  si peu us i té  que l e s  

dern ières  revues géné ra l e s  t r a i t a n t  du su je t  (FRY 1989, HAYASHI 1989) n 'en 

ment ionnent  m ê m e  pas  l 'existence.  Pour tant ,  l e  m ê m e  t y p e  de  s t r u c t u r e  a été 

rappor t é  dans  les xyloglucanes d e  rose (JOSELEAU et CHAMBAT 1984) et d e  

ronce  (CARTIER 1986). F a c e  à l a  pénurie des  t r avaux  concernant  l e s  

propr ié tés  biologiques d e  ce type  d 'ol igosaccharides et compte- tenu  d e  leur  

ex i s t ence  dans le  milieu d e  c u l t u r e  d e  l a  suspension ce l lu la i re  d e  Silène, i l  

s ' a g i t  l à  d ' u n e  d e s  p e r s p e c t i v e s  d e  d é v e l o p p e m e n t  d e  ce t r a v a i l .  



C O N C L U S I O N  E T  P E R S P E C T I V E S  



L e s  ac ides  oligogalacturoniques, issus d e  la dégradat ion  d e s  parois  végétales ,  

p ré sen ten t  des  propr ié tés  biologiques qui les  appa ren ten t  à l a  f ami l l e  d e s  

oligosaccharines. Quelques hypothèses o n t  été fo rmulées  à propos d e  leur  

mode d 'act ion sans  qu'aucune donnée expé r imen ta l e  ne pe rme t t e ,  jusqu'à 

présent ,  d e  privilégier l 'une d 'en t re  elles. 

L e  c a r a c t è r e  ac ide  d e  ces oligosaccharides o r i e n t e  les  inves t iga t ions  en  

d i rec t ion  d e  leurs  propr ié tés  physico-chimiques. En e f f e t ,  l e s  p rop r i é t é s  

polyélectrolyt iques d e  l 'acide polygalacturonique o n t  été d é c r i t e s  préc isément  

et on t  servi d e  r é f é r e n c e  pour dé t e rmine r  l e  compor t emen t  d e s  f r a g m e n t s  d e  

moindre taille.  11 a été ainsi démon t ré  q u e  l ' a f f in i té  d e s  ol igosaccharides 

ac ides  vis-à-vis du calcium devenai t  ident ique  à c e l l e  des  polymères  d è s  lors 

q u e  l e s  p r e m i e r s  c o m p t a i e n t  12  r é s i d u s  g a l a c t u r o n o s y l s .  L ' é t u d e  

immunochimique,  réa l i sée  dans  l e  c a d r e  d 'une col laborat ion et déc r i t e  d a n s  ce 

mémoire,  suggère un changemen t  d ' é t a t  conformat ionnel  des  oligogalacturonates 

d e  calcium à par t i r  d'un deg ré  d e  polymérisat ion éga l  à 7. 

Il se dégage  d e s  r é su l t a t s  présentés  dans  l a  l i t t é r a t u r e  q u e  l a  t a i l l e  des  

f r agmen t s  pec t iques  inf luence  leur a c t i v i t é  biologique. C ' e s t  ainsi que 

l ' induction d e  l a  biosynthèse des  phytoalexines d a n s  les  co ty lédons  d e  soja 

n 'appara î t  qu 'à  pa r t i r  du nonasaccharide.  Il e n  est de  m ê m e  des  e f f e t s  

morphogénétiques observés sur  les  couches  ce l lu la i res  minces du tabac .  P a r  

cont re ,  l a  biosynthèse d'un f a c t e u r  inhib i teur  d e  p ro t éases  peu t  ê t r e  ob tenue  

e n  présence  du tr isaccharide.  L a  ta i l le  d e  l 'é l ici teur  discrimine donc  en  

plusieurs ca t égor i e s  les  e f f e t s  qu'il  induit .   hypothèse selon laquelle  cette 

ségrégat ion  est une conséquence d ' é t a t s  conformat ionnels  d i f f é ren t s  peu t  ê t r e  

formulée.  

L ' influence des  o l igogalac turonates  sur  les  cel lules  d e  Si lène n 'échappe  pas  à 

l a  règ le  et l a  s t imula t ion  d e  l 'excrét ion des  polymères  pec t iques  ac ides  

pendant  les  p remiè res  heures d e  cu l tu re  var ie  e n  fonction d e  l a  t a i l l e  des  

o l igomères  in t rodui t s  dans le  milieu. L 'explicat ion l a  plus vraisemblable est 

que  les  ol igogalacturonates,  dont  l ' a f f in i té  pour l e  calcium n 'es t  plus à 
démontrer ,  e n t r e n t  e n  compét i t ion  a v e c  les  pec t ines  d e  l a  paroi vis-à-vis de  

ce cat ion.  E t a n t  donné l e  rô le  i m p o r t a n t  du ca lc ium pour l a  cohésion d e  l a  



m a t r i c e  pariétale ,  l a  présence  d e s  o l igogalac turonates  provoque loca lement  

une per turba t ion  d e s  équil ibres physico-chimiques et déstabi l ise les  polymères 

pec t iques  qui sont  f i na l emen t  l ibérés  plus a i sémen t  dans  l e  milieu d e  cul ture.  

L ' impor tance  du ca lc ium a été soulignée, y compr is  dans  les  mécanismes  d e  

dé fense  d e s  végétaux.  En e f f e t ,  une privat ion e n  ca lc ium supprime l ' e f f e t  

i nduc teu r  d'un é l ic i teur  fongique sur  l a  biosynthèse d e s  phytoalexines par  les 

ce l lu les  d e  soja. 

Dans ces conditions, i l  se a é g a g e  une p is te  privi légiée pour expliquer  l e  mode 

d 'ac t ion  des  ol igogalacturonates.  Ceux-ci provoqueraient  une  dés t ruc tura t ion  

d e  l a  m a t r i c e  pec t ique  par  l ' in te rmédia i re  d e  leur  e f f e t  compé t i t eu r  vis-à-vis 

du ca lc ium in t rapar ié ta l .  

Les  r é su l t a t s  obtenus  dans  cette é t u d e  d e  l a  re la t ion  s t ruc ture- fonct ion  des  

o l igogalac turonates  o n t  permis  d 'aborder  sans ambigui té l a  discussion des  

données  acquises sur  l e  sujet.  Il f a u t  toutefo is  ten i r  c o m p t e  d e  leur  c a r a c t è r e  

prél iminaire et f ragmenta i re .  Tout  e n  a d m e t t a n t  q u e  des  a rgumen t s  nouveaux 

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

ol igogalacturonates,  l a  descript ion d e s  e f f e t s  biologiques dev ra  ê t r e  complé t ée  

par  l e  suivi du pool ca lc ique  in t r apa r i é t a l  et par  l a  mesure  d e  l ' é t a t  d e  

c o h é s i o n  i n t e r c e l l u l a i r e .  L ' i d é a l  s e r a i t  d e  d i s p o s e r  d ' u n  m o d è l e  où  

para l lè lement  on puisse observer  une réac t ion  d 'é l ic i ta t ion  déc r i t e  dans  l a  

l i t t é r a tu re .  L 'acquisi t ion d e  réponses positives conf i rmera i t  l a  vaiidi té d e s  

options prises. 

Les  e f f e t s  physico-chimiques e x e r c é s  par  les  o l igogalac turonates  dans l a  paroi 

n ' e x c l u e n t  p a s  d ' a u t r e s  t y p e s  d ' a c t i o n .  L e s  a c t i v i t é s  h y d r o l a s i q u e s  

in t r apa r i é t a l e s  sont ,  e n  e f f e t ,  susceptibles  d e  réagi r  à l a  présence  d e  

f r a g m e n t s  qui r ep résen ten t  d e s  produits  de  leur a c t i v i t é  et des  per turba teurs  

potent ie l s  d e  l 'environnement local  (pH, ac t iv i t é  ionique,  ...). Enfin, un point 

conce rne  l a  possibilité d 'ex is tence  d e  r écep teu r s  membranai res ,  a v e c  ou non 

in terna l i sa t ion  des  oligosaccharides. C e  point r e s t e  à prospecter ,  à l a  lumière  

d e s  cont reverses  ex i s t an t  dé j à  à propos d e  l a  mobil i té  d e s  o l igogalac turonates  

dans  les  d i f f é ren te s  par t ies  d 'une  plante.  



L a  prospect ion exhaus t ive  du contenu ol igosaccharidique du milieu d e  cu l tu re  

d e  l a  suspension ce l lu la i re  d e  Si lène  a abouti  à l a  découve r t e  d'oligo- et 

xylomannosides, issus d e  pro té ines  N-glycosylées. Il s ' ag i t  d'un r é su l t a t  dont  

l ' impor tance  est d i f f ic i le  à appréc ier  pa r f a i t emen t  aujourd'hui. En e f f e t ,  l es  

é tudes  po r t an t  sur les oligosaccharides endogènes des  végétaux se l imi ta ient ,  

jusqu'à présent ,  aux  f r agmen t s  pec t iques  et xyloglucaniques. Les  r é su l t a t s  

obtenus p e r m e t t e n t  e n  premier  lieu d 'assurer  q u e  ces oligosaccharides 

appara issent  en  f in d e  cul ture.  Selon t o u t e  vraisemblance,  i l s  r é su l t en t  du 

processus d 'autophagie ca rac t é r i s t i que  d e  cel lules  c a r e n c é e s  e n  subs t r a t s  

nutri tifs. 

Il f au t  reconnaître ,  à ce niveau, q u e  l a  mise e n  évidence  d e s  ol igosaccharides 

na t i f s  a été fac i l i t ée  par  l a  n a t u r e  du modèle biologique. Les  suspensions 

cel lulaires  sont  d e s  sys t èmes  auxquels  on r ep roche  f r équemment  leur  

c a r a c t è r e  a r t i f ic ie l  p a r c e  q u e  l e s  observat ions qu 'el les  p e r m e t t e n t  n e  sont  pas  

toujours t ransposables à l ' éche l le  du végé ta l  en t ie r .  El les  montrent ,  dans l e  

cas présent ,  une f a c e t t e  d e  leur  a t o u t  principal,  l a  dissociat ion r e l a t ive  d e s  

cel lules  qui autorise l 'émission dans  l e  milieu d e  c u l t u r e  d e  composés issus du 

métabol i sme cel lulaire ,  diff ici les  à r epé re r  dans  un organisme ent ie r .  P a r  

cont re ,  une  fois s ignalée  leur  ex is tence ,  i l  s e r a  possible d e  prospecter  dans l e  

but  de  répondre  à quelques  quest ions : 

- Quelle  est l ' impor tance  d e  l a  glycosylat ion dans  l e  s tockage  d e s  réserves  

pro té iques  ? 

- Les enzymes  d e  déglycosylat ion,  ca rac t é r i s t i ques  d'un état d 'autophagie,  

sont-elles les m ê m e s  q u e  ce l l e s  qui in terv iennent  dans  l a  protéolyse des  

graines e n  germinat ion  ? 

- L'excré t ion  des  glycannes,  t émoin  du ca t abo l i sme  des  N-glycoprotéines, 

est-el le  une ca rac t é r i s t i que  des  tissus végétaux e n  état d 'autophagie 

ce l lu la i re  ? 

- L a  préservat ion d e s  s t r u c t u r e s  glycanniques cons t i tue- t ' e l le  un nouveau 

schéma  d e  régulat ion,  con fé ran t  aux ol igosaccharides un rôle d e  témoiri 

moléculaire  du ca t abo l i sme  ce l lu la i re  ? 



- � émission des  oligo-N-glycannes dans  l e s  e s p a c e s  in terce l lu la i res  est-el le  

la p remiè re  condit ion à une  distr ibut ion u l t é r i eu re  d e  ces molécules dans  

d ' au t r e s  tissus ou organes, leur  con fé ran t  ainsi un rôle d e  vec t eu r  

d ' information endogène  ? 

Nous sommes  convaincu que  ces quest ions n e  r e s t e r o n t  pas  longtemps  sans  

réponses et nous e spé rons  qu 'el les  cont r ibueront  à l a  meil leure compréhension 

du métabol i sme c h e z  l e s  végétaux. 
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FICHE TECHNIQUE Nol 

PUR IF 1 CAT 1 ON D ' UNE ENDOPOLYGALACTURONAS E 

Référence : Protocole de ENGLISH et al. (1972), modifié par LAFITTE (1983). 

1. - Culture  du champignon : Colletotrichum Lindemuthanum 

- Milieu d e  culture : acide pectique, 10 g ; NH4N03, 1,2 g ; MgS04, 7H20,  

0,5 g ; KH2P04, 1 g ; FeC13, 6H20, 1,3 mg ; ZnS04, 7H20,  0,9 mg ; 

MnS04, H20 ,  0.1 mg ; thiamine, 0,I mg ; biotine, 0,05 mg. Ajuster à pH 6 

et compléter par d e  l'eau distillée q.s.p. 1 litre. 

- Culture en fioles d e  Roux (100 ml d e  milieu), à l 'obscurité et à 25OC, 

pendant 7 jours. 

- Récupérer le milieu par centrifugation. 

2. - ~ a r b o x y m é t h y l  Sépharose (Cm-Seph) 

Toutes les  é tapes  d e  purification s 'ef fectuent  à 4°C. 

- Colonne (2,6 x 18 cm) remplie d'un gel CM-Seph 50 (LKB - Pharmacia). 

- Tampon d'équilibration (Tpl)  : CH3COOH/CH3COONa 50 mM, pH 5,2. 
1 - Débit : 20 à 30 m1.h- . 

- ~ é t e c t i o n  UV 280 nm. 

- Déposer le milieu d e  culture (1 litre) sur le  gel. 

- Rincer avec Tpl  jusqu'à stabilisation de  I'absorbance UV. 

- Eluer par le Tp l ,  additionné d e  NaCl 0,5 M. 

Alors que la majori té des protéines présentes dans le  milieu de culture brut, y 

compris une exopGase, ne sont pas retenues sur le  gel CM-Sépharose, I'EPGase 

est éluée avec le T p l  + NaCl. 

L e s  p r o t é i n e s  s o n t  d o s é e s  se lon l a  m é t h o d e  d e  LOWRY (1951). 

 activité pectinasique e s t  mesurée par hydrolyse de  l 'acide pectique 0 , l  % 

dans le Tp l  en suivant la libération des sucres réducteurs (SOMOGYI 1952). 

1 U = 1 pM eq. ~ a l ~ ~ . m i n - l  à 30°C. 



3. - Gel  d'hydroxyapatite (HPA) 

- Colonne (2,6 x 18  cm)  r empl i e  d'un ge l  d'HPA (Ultrogel,  LKB-Pharmacia).  

- Tampon d'équilibration (TpZ), K H ~ P O ~ I K ~ H P O ~  5 mM, pH 6,8. 

- Dépôt d e  l a  f r ac t ion  (CM-Seph, NaCl), a p r è s  dialyse dans  l e  Tp2. 

- Rincer  a v e c  le  Tp2 jusqu'à s tabi l isat ion d e  I 'absorbance UV. 

- Eluer par  un g rad ien t  cont inu  d e  5 à 500 mM du t ampon  phosphate mono-/ 

dipotassique (500 ml). 

L 'EPGase  est é luée  approximat ivement  e n  milieu d e  gradient .  L 'absence  d e  

contaminat ion  par 1'exoPGase est vér i f iée  par chromatographie  sur couche  

mince  d e s  produits d'hydrolyse pect ique.  

Conserva t ion  : congélat ion dans  le  T p l  + sérumalbumine  bovine 1 mg.rnl-l. 
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FICHE TECHNIQUE NO2 

PURIFICATION D'ACIDES OLIGCGALACTURONIQUES 

Réfé rence  : NAGEL et WILSON (1969), modif ié  a u  laboratoire.  

1. - Préparation de l'hydrolysat 

- Dissoudre 10 g d 'ac ide  pec t ique  (Serval dans  un l i t r e  d e  tampon CH3COOH/ 

CH3COONa 50 mM, pH 5,2. 

- Introduire progressivement l 'acide pec t ique  dans  300 ml d 'eau distillée, 

a jouter  s imu l t anémen t  quelques ml d e  NaOH (0,5 M) pour f ac i l i t e r  sa 

dissolution. 

- A j o u t e r  5 0  m i l l i m o l e s  d ' a c i d e  a c é t i q u e  p u i s  NaOH q.s.p. pH 5,2. 

- Ajouter 6,2 unités  EPGase.  

- Incuber à 30°C pendant  10 h, sous agi tat ion.  

- Inact iver  l 'enzyme pa r  chauf fage  à 100°C. 

Remarque  : au préalable,  réal iser  une c iné t ique  d'hydrolyse sur  une  faible 

quan t i t é  d 'ac ide  pec t ique  et  sé lec t ionner  l a  durée  d'hydrolyse 

selon l a  t a i l l e  d e s  f r agmen t s  souhaités. Les  produits d'hydrolyse 

sont  ana lysés  par HPLC (HW40, CH3COOH 0,5 %) ou par  CCM 

(ButOH/CH3COOH/H20 2 :  pour l e s  p e t i t s  DP ; EtOH/ 

CH3COOH 2 5  mM 27:29 jusqu'à DP 8). 

2. - séparation des a a d e s  oligogalacturoniques 

- C o l o n n e  (2 x 3 0  c m )  r e m p l i e  d e  Dowex  1 x 2, 200-400 mesh .  
+ - Tampon d'équilibration HCOOH/NH4 0,05 M. 

1 - Débit : 30  m1.h- . 
- Déposer l 'hydrolysat pec t ique  puis r incer  par  500 ml d e  tampon formia te .  

- Eluer les  oligoGalAU par 4 l i t r e s  d'un gradient  continu d e  tampon HCOOH/ 
+ 

NH4 , 0,05 M à 1 M. 

- Vérifier l ' é t a t  d e  p u r e t é  d e s  oligoGalAU par CCM. 

- Congeler  les  f r ac t ions  pures. 

- L y o p h y l i s e r  p l u s i e u r s  f o i s  j u squ ' à  é l i m i n a t i o n  c o m p l è t e  du t a m p o n .  

- Met t r e  les  oligoGalAU sous f o r m e  H+ par  passage sur  Dowex 50 x 4 1 ~ ' .  

- Lyophyliser. 



F I C H E  TECHNIQUE NO3 

U T I L I S A T I O N  DES ANTICORPS MONOCLONAUX ANTI-PECTIQUES 

1. - T e s t  ELISA de f ixa t ion  de l 'ant igène (Ag) 

L e  principe d e  cette méthode  consiste  à f ixer  l 'Ag pec t ique  ap rès  ac t iva t ion  

d e s  puits  par  l a  polylysine. L 'an t icorps  (Ac) est ensui te  i n t rodu i t  à l a  

concent ra t ion  adéqua te  et révélé  par  l a  technique  d ' immunoenzymologie (horse 

radish peroxidase), à l ' a ide  d'un Ac  secondaire.  

Les  d i f f é ren te s  é t a p e s  peuvent  se résumer  c o m m e  sui t  : 

- remplir  les  pui t s  par  100 pl d e  polylysine à 200 pg.rnl-l et laisser  reposer  

1 h à t e m p é r a t u r e  ambian te  ; 

- vidanger ; 

- in t rodui re  l'Ag : 200 pg.ml-l, pH 7,4 a j u s t é  par  NaOH ; 

- a jouter  50 pl d 'une  solution d e  CaCIZ  0,5 mM/NaCl  150 mM ; la isser  1 

nuit  à 4 ° C ;  

- sa tu re r  les  sites d 'absorpt ion non spécif iques d e s  pro té ines  par 250 pl d e  

gé l a t ine  20 pl.ml-l dans  l e  tampon t r i s /NaOH 20 mM, CaC12 0,5 mM, NaCl 

130 mM ; la isser  2 h à 37°C ; 

- a jouter  l e  premier  Ac (dilué dans  l e  t ampon  t r i s  précédent) ,  50 pl par  

puit et laisser 1 h à 37°C ; 

- l aver  les  puits 30  fois  par  l e  tampon t r i s  dé j à  cité, con tenan t  e n  plus du 

Tween à 0,l %. On uti l ise  un t 'autolaveur" pour év i t e r  les  contaminat ions  

d e  pui t à puit  ; 

- a jouter  l 'Ac  secondai re  (anti-souris) couplé à l a  péroxidase, 50 pl pa r  puit 

(l 'Ac est dilué 500 fois  dans  le  t ampon  Tris) et laisser 1 h à 37°C ; 

- laver  à nouveau 30 fois  a v e c  l e  t ampon  d e  lavage  dé j à  ut i l isé  ; 

- vidanger l a  plaque ; 

- a jouter  I'ABTS ainsi que  H 2 0 2  pour l e  développement  d 'une colorat ion 

ca rac t é r i s t i que  d e  l ' a c t iv i t é  péroxidasique : 100 pl d 'une solution con tenan t  

4 mg dlABTS dans  6 ml d e  tampon c i t r a t e  (Na2HP04,  2H20 ,  20,5 g.l-l ; 



ac. c i t r i que  8,8 g.l-l ; pH 5,6 a v e c  HCI) et 5 y1 d 'eau  oxygénée,  a jou tée  

a u  dern ier  moment.  Laisser  10 min à 37OC ; 

- l e c t u r e  d e  l a  plaque. 

2. - Test d'inhibition 

L e s  é t a p e s  sont  les  m ê m e s  que  ce l les  du test p récédemment  décr i t ,  à 

l 'exception des  points  suivants  : 

- au  dépar t ,  tous  les  puits  sont  ac t ivés  par  d e  l ' ac ide  polygalacturonique ; 

- ensuite ,  l 'Ac est in t rodui t  e n  mélange  a v e c  l 'Ag à é tudier .  



FICHE TECHNIQUE NO4 

CULTURE DE LA SUSPENSION CELLULAIRE DE SILENE 

EVALUATION DE LA CROISSANCE 

1. - Condtions de culture 

- Matér ie l  biologique : suspension ce l lu la i re  d e  Silene alba (Miller E.H.L. 

Krause)  é t ab l i e  par DUBOIS et BOURIQUET (1973). 

- Milieu d e  cul ture  : solut ion minéra le  d e  LAMPORT modif iée  (LESCURE 

1966) comprenan t  c o m m e  source  carbonée  du saccharose  (20 et 

c o m m e  f a c t e u r s  d e  cro issance  l 'acide 2,4-dichlorophénoxyacétique et l e  

ch lorhydra te  d e  th iamine  ( 1 0 - ~  g.l-l). 

- Durée  du cycle  d e  cu l tu re  : 14 jours. 

- Tempéra tu re  : 25°C. 
-2 - ~ u m i è r e  : 5 à 7 W.m e n  continu. 

- Inoculum : 2 g d e  cel lules  dans  100 m l  d e  milieu. 

2. -Mesure de la  masse fraiche (MF) 

- Verser le  contenu d e  chaque  f lacon d e  cu l tu re  dans  un entonnoir  d e  

Büchner garni d'un papier  f i l t r e  et laisser  l a  f i l t ra t ion  se dérouler  sous 

vide, jusqu'à écou lemen t  t o t a l  du milieu. 

- Recueil l i r  les  cel lules  à l a  spa tu l e  et les  peser  i m m é d i a t e m e n t  (précision 

 IO-^ g). 

3. - Mesure de la masse sèche (MS) 

- P e s e r  environ 5 g d e  MF. 

- Sécher  sous vide à 40°C, en  présence  d e  silicagel. 

- Peser .  



FICHE TEa-iNIQUE NO5 

PAROIS ET EXTRAITS CELLULAIRES 

1. - Eclatement des cellules 

- Mettre les cellules dans  un tampon d e  broyage. Le choix du tampon dépend 

d e  l'expérience envisagée. Par  exemple, pour le  repérage des activités 

endoglucosaminidasiques, on utilise 2 tampons différents : un tampon 

acétate CH3COOH/CH3COONa, 100 mM pH 4 ou un tampon phosphate 

KH2P04/K2HP04, LOO mM pH 7. Un inhibiteur de  protéases e s t  systémati- 

quement ajouté (phénolméthylsulfonylfluoride) à l a  concentration d e  1 %. 

- ~ o m o g é n é i s e r  (homogénéiseur type "Ultraturax"), pour dissocier les amats  

cellulaires. 

- Eclater les cellules à l a  presse d e  French (1000 psis). 

2. - Parois et extraits cellulaires 

- Centrifuger (10 min, 1700 g). 

- L e  culot et le surnageant consti tuent respectivement la préparation de  

parois et l 'extrait  cellulaire. 
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FICHE TECHNIQUE NO6 

1 SOLEMENT ET FRACT IONNEMENT DES EXOPOLY SACCHAR 1 DES 

1. - Isolement des exopolysaccharides 

- Séparer  l e  milieu d e  cu l tu re  d e s  ce l lu les  pa r  f i l t ra t ion  sur  papier.  

- Concen t r e r  sous vide (environ 10 fois). 

- Dialyser c o n t r e  une  solution d'ac. acé t ique  à 5 %, pH 2, 1 nuit  à 4OC 

(él iminat ion d e s  ac ides  oligogalacturoniques). 

- Dialyser c o n t r e  d e  l 'eau distillée. 

2. - Séparation EPS neutres/EPS a a d e s  

- C o l o n n e  DEAE ~ 5 0 1 ~ 1 -  (LKB - P h a r m a c i a )  é q u i l i b r é e  d a n s  H 2 0 .  

- Déposer l a  f r ac t ion  exopolysaccharidique (1 /5ème d e  la c a p a c i t é  du gel). 

- Rincer a v e c  H 2 0  jusqu'à disparition t o t a l e  d e s  sucres  dans l ' é lua t  = EPS 

neutres. 

- Poursuivre I 'élution a v e c  une solution d e  NaCl 0,5 M = EPS aades .  



FICHE TECHNIQUE NO7 

DOSAGE DES RESERVES GLUCIDIQUES CELLULAIRES 

1. - Amidon 

Celui-ci est e s t i m é  pa r  hydrolyse enzymat ique  et dosage du glucose l ibéré  par  

HPLC. 

- Broyer les  ce l lu les  préa lablement  séchées. 

- Dans un tube à hydrolyse, peser  20 à 30 mg d e  poudre. 

- Laver  2 fois  a v e c  d e  l 'é thanol  à 80 %. 

- Ajouter  5 ml d 'eau  distillée. 

- Autoclaver  à 120°C, 30  min. 

- Ajouter  5 ml dlarnyloglucosidase (Serva), à l a  concen t r a t ion  d e  0,5 mg.ml-l, 

dans  du tampon CH3COOH/CH3COONa, 100 mM, pH 4. 

- Incuber 1 nuit à 60°C. 

- F i l t r e r  sur 0,22 FM. 

- Doser l e  glucose l ibéré  par  HPLC (colonne P A - 0 3  (YMC), 80°C, 0,5 ml. 

min-'). 

- Prévoi r  un t émoin  "enzyme". 

2. - Dosage des sucres solubles intracellulaires 

 près é c l a t e m e n t  d e s  cel lules  (voir F i c h e  technique  n05), l e  surnageant  est 

f i l t r é  su r  0,22 PM puis les  sucres  solubles (glucose, f ruc tose  et saccharose)  sont  

e s t i m é s  par HPLC, c o m m e  ci-dessus. 



FICHE TECHNIQUE NO8 

CYTWIMIE 

1. - Fixation des échantillons 

- Place r  environ 100 mg d e  ce l lu les  dans  un mélange  (111) d e  g lu tara ldéhyde  

3 % et d e  t ampon  cacody la t e  0,2 M ,  pH 7,2 pendant  2 h à 20°C. 

- Rincer 2 fois 15 min, laisser séjourner  pendant  1 nuit  puis r incer  3 fois  

5 min dans  l e  t ampon  cacodyla te .  

- P o s t - f i x e r  l e s  é c h a n t i l l o n s  d a n s  O s 0 4  1 % p e n d a n t  1 h à 0°C.  

- Rincer 2 fois 10 min dans  l e  tampon cacody la t e  puis 3 fois  10 min dans  

l 'eau bidistillée. 

2. - Déshydratation des échantillons 

Toutes l e s  opéra t ions  sont  e f f e c t u é e s  sur un l i t  d e  glace.  

- Transférer  les échant i l lons  dans  d e s  solut ions d ' acé tone  à 10, 30, 50, 70 

et 90 % e n  l e s  laissant  séjourner  10 min dans  chacun d e s  bains. 

- Trai te r  les  échanti l lons 3 fo is  par  de  l ' a cé tone  pure. 

3. - Inclusion et polymérisation 

La  rés ine  d e  SPURR (1969) est composée  du mélange  suivant  : ERL (10 g) + 
DER (6 g) + NSA (26 g) + S1 (0,8 g). 

- Place r  les  échanti l lons dans  l e  premier  bain composé  d e  50 % d e  résine et 

50 % d 'acé tone ,  pendan t  4 h à O°C, dans  un deux ième  bain d e  résine pure  

pendant  4 h à 0°C puis dans  un t ro is ième bain d e  résine pure  pendant  

1 nuit à 0°C. 

- Inclure l e s  échant i l lons  e n  gélules et laisser  polymériser  pendant  24 h à 
60°C. 



4. - Coloration des coupes sur grilles 

(Acé ta t e  d'uranyle et a t r a t e  d e  plomb, REYNOLDS 1963) 

- Prépa re r  l a  solut ion d ' a c é t a t e  d 'uranyle à sa tu ra t ion  dans  l 'é thanol  à 50". 

Agi te r  vigoureusement, la isser  reposer  puis cent r i fuger .  

- F a i r e  f lo t t e r  l e s  gri l les  sur  l a  solution d ' a c é t a t e  d'uranyle, à l 'obscur i té  

pendant  15  min. 

- Rincer  abondamment  à l 'eau bidistillée et recueil l i r  les  gri l les  sur  un 

papier  f i l t re .  

- L a  solution d e  a t r a t e  d e  plomb se conservant  mal, i l  convient  d e  l a  

préparer  i m m é d i a t e m e n t  avan t  l 'emploi.  Mélanger 15  ml d e  solut ion de  

c i t r a t e  d e  Na 0,4 M et 15  ml d 'une  solut ion d e  n i t r a t e  d e  plomb 0,25 M, 

ag i t e r  vivement,  laisser reposer  30 min puis a jou te r  8 ml d e  NaOH 1 N et 

complé t e r  à 50 m l  a v e c  d e  l 'eau distillée. 

- D i l u e r  l a  s o l u t i o n  a u  115 a v e c  N a O H  0,01  N p u i s  c e n t r i f u g e r .  

- F a i r e  f lo t t e r  l e s  gri l les  sur  quelques g o u t t e s  d e  l a  solution d e  c i t r a t e  d e  

plomb, pendant  5 min. 

- Rincer  les gri l les  a v e c  NaOH 0,02 M puis à l ' eau  distillée. 

5. - M i s e  en évidence de la phosphatase acide 

- Fixe r  les ce l lu les  par  l e  glutaraldéhyde à 3 % dans  l e  tampon cacody la t e  

0,2 M pH 7,2 pendant  30  min à 0°C. 

- Laver  les ce l lu les  18 h dans  l e  tampon cacody la t e  à 0°C. 

- Laver  dans une  solution d e  saccharose  à 5 %, 1 5  min. 

- Laver  dans  du t ampon  c i t r a t e  d e  sodium 0,2 M pH 4,8, 50 min. 

- Laver  dans l a  solution d e  saccharose  à 5 %, 1 5  min. 

- Incuber les  ce l lu les  d a n s  l e  milieu d e  GOMORI (1952) 1 h à f ro id  puis 

30  min à 37°C. 

Milieu de  GOMORI : t a m p o n  acétate d e  Na  0,05 M pH 5 ............. 100 ml 

6-glycérophosphate à 3 % ........................... 10 ml 

P b  (N03)Z ................................................... 0,10 mg 

- Prépara t ion  d e s  témoins  : incuber  l e s  ce l lu les  dans  l e  milieu sans  glycé- 

rophosphate, incuber  un 2 è m e  lo t  dans  l e  milieu d e  GOMORI addi t ionné  d e  

f luorure  de  Na  0,01 M. 

- Laver  6 fo is  5 min dans  l a  solution d e  saccharose  à 6 %. 

- Post f ixer  l e s  échanti l lons dans O s 0 4  1 % pendant  1 h. 

- Déshydrater ,  inc lure  dans  l a  résine et polymériser  c o m m e  p récédemment  

(pararaphes 2 et 3). 

- Observer  les  coupes  sans  a u t r e  coloration. 



FICHE TECHNIQUE NO9 

DETERMINATION DES RAPPORTS MûLAIRES EN MONOSACCHARIDES 

1. - Acétates d'alditols (JONES et ALBERSHEIM 1972) 

* Hydrolyse 

- Hydrolyse ac ide  e n  présence  d e  mésoinositol (étalon in t e rne )  : ATFA, ZN, 

2 h à 100°C pour l 'analyse d e s  polysaccharides ; ou 4N, 4 h à 100°C pour 

l 'analyse d e s  oligosaccharides. 

- Elimination d e  I'ATFA par évapora t ion  e n  présence  d 'é thanol  (3 fois). 

- Réduct ion  : NaBH4 (env. 10 mg12 m l  e a u  dist.) + 10 pl d e  NH40H,  1 nuit,  

t e m p é r a t u r e  ambiante .  

- Arrê t  d e  l a  réduct ion  : polysaccharides, Dowex 50 x X/H+ ; oligosaccharides, 

10 pl CH3COOH glacial.  

- Elimination d e s  bora tes  par  plusieurs coévaporat ions,  e n  présence  d e  

méthanol .  

- Lyophylisation. 

* Acétylation 

- Acétyla t i  on  : pyridine/anhydride a c é t i q u e  (v/v), 1 nuit à t e m p é r a t u r e  

ambiante .  

- Evaporat ion sous courant  d 'air  comprimé.  

- ~ i c h l o r o m é t h a n e ,  1 m1/10 pg d e  mésoinositol.  

- C P Ç  sur colonne C P  Si1 5 CB (CHROMPACK ; 0,32 mm x 50 m) ; g a z  

vec teur ,  a z o t e  ; programmat ion  du four,  1 5  min à 130°C, puis zOc.rnin-l 

jusqu'à 230°C, 15  min. 



2. - Préparation des dérivés mét hyl-glycosides tri f luoroacétylés (TF A) et 

tri méthylsylilés (TMS) 

- Lyophyliser l 'échanti l lon (env. 100 pg) ap rès  avoir a jou té  l ' é ta lon  i n t e r n e  

(éry t r i to l  pour les  TFA ; mésoinosi tol  pour les  TMS). 

- Ajouter  200 à 300 pl d e  MeOH/HCI anhydre  1 M (ki t  d e  prépara t ion  Altech). 

- Laisser  24 h à 80°C. 

- Evaporer  sous azote.  

* Trifluoroacétylation (ZANETTA et al. 1972) 

- Ajouter  100 pl du mélange  (v/v) d'anhydride t r i f luoroacé t ique  et d e  

pyridine. 

- Laisser  1 nui t  à t e m p é r a t u r e  ambiante.  

- In jec ter  e n  C P G  sur colonne capi l la i re  DB 210 (JW). L'emploi d'un in j ec t eu r  

Shimadzu a v e c  précolonne sé r i e  SPL7 p e r m e t  l 'é l iminat ion des  solvants  

a v a n t  l ' injection. L a  programmat ion  est d e  120°C à 160°C ; l , ~ ~ . m i n - '  

puis 160°C à 220°C ; 2"c.min-l. 

* Tri méthylsylilation 

- Ajouter  200 à 300 d e  MeOH + 1 p incée  d e  Ag2C03  + 2 à 3 gou t t e s  

d 'anhydride acé t ique  (N-réacétylat ion) .  L a  colorat ion doi t  r e s t e r  verte .  

- Laisser  1 nuit ,  obscuri té ,  t e m p é r a t u r e  ambiante.  

- Centr i fuger .  

- Récupére r  l a  phase supérieure.  

- Délipider par  I 'hexane (phase supérieure). 

- Evaporer  à sec sous azote .  

- Ajouter  100 pl d e  r éac t i f  d e  sylilation (BSTFA, Pierce)  et 100 pl d e  

p y r i d i n e .  L a i s s e r  1 n u i t  à l ' o b s c u r i t é  et à t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e .  

- Analyser les  TMS par  CPG,  sur  colonne C P  Si1 5 CB (CHROMPACK ; 

0,32 mm x 50 m) ; g a z  vec teur ,  a z o t e  ; programmat ion  du four,  130°C à 
230°C, 2"c.min-l. 
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F Ia-iE TEa-lNIQUE NO 10 

METHnATIûN DES OLIGOSACCHARIDES 

R é f é r e n c e  : PAZ PARENTE et al. (1985) 

* Réduction 

- ~ é d u i r e  100 à 500 pg d 'échant i l lon  (NaBD4). 

- Arrê t e r  l a  réduction pa r  a jout  d e  Dowex 50 x 8 1 ~ ' .  

- E l i m i n e r  l e s  b o r a t e s  p a r  c o é v a p o r a t i o n  e n  p r é s e n c e  d e  m é t h a n o l .  

- Complé t e r  l e  dessalage pa r  passage  sur  HW40 (HPLC). 

- L yophyliser. 

- Maintenir les  échanti l lons dans  un dess icca teur  + silicagel.  

* Méthylation 

- Pour  les  ol igosaccharides neu t r e s  : dissoudre l 'échanti l lon sec et réduit  

dans  100 pl d e  DMSO, s o u m e t t r e  aux ul trasons jusqu'à dissolution complète.  

- Ajouter  100 pl d e  l i th ium méthylsulfinyl carbanion (base d e  méthylat ion) 

et soumet t r e  aux ul trasons,  pendant  1 h. 

- Ajouter  200-300 pl d e  CH31 et s o u m e t t r e  aux u l t rasons  pendant  1 h, e n  

é v i t a n t  t o u t e  élévat ion d e  t e m p é r a t u r e  (4°C dans  l 'éthanol).  

- Pour  les  ol igosaccharides ac ides  : l a  base d e  méthyla t ion  ut i l isée est NaOH 

(100 mg). Toutes  les  opéra t ions  sont  e f f e c t u é e s  e n  une seule é t a p e ,  l e s  

r é a c t i f s  é t a n t  in t rodui t s  success ivement  et l e  mélange  é t a n t  soumis aux 

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

* Extraction des produits méthylés 

- Verser l e  produit mé thy lé  dans  un tube  à essai, a jou te r  2,5 ml d1H20.  

- Ajouter  quelques gra ins  d e  th iosul fa te  d e  Na (neutral isat ion d e  K I  formé). 



- Ext ra i r e  l e  produit  méthylé  par  3 fois  1 m l  d e  CHC13. 

- Laver  l a  phase chloroformique par H O. 2 
- Sécher  l a  phase  chloroformique par Na2S04. 

- F i l t r e r  sur  la ine  d e  verre. 

- Enlever l e  DMSO par t amisage  molécula i re  (HPLC) sur colonne (0,5 x 

30 c m )  rempl ie  d e  LH 20 (phase inverse) ,  é luée  par  CHc13/MeOH (v/v). 

- Sécher  sous azote. 

- Lyophyliser. 



FICHE TECHNIQUE N O 1 1  

SPECTRCMETRIE DE MASSE 

1. - Acétates d'aldtols partiellement méthylés 

- 50 à 100 pg d 'échanti l lon perméthylé  son t  hydrolysés (ATFA 4 N, 4 h). 

- Réduction par  NaBD4 et acé ty la t ion  (voir a c é t a t e s  d'alditols). 

- I n j e c t i o n  e n  CPG s u r  c o l o n n e  D B l  ( J W )  (0 ,32  m m  x 3 0  m). 

- Programmat ion  thermique   min-', d e  130 à 230°C. 

- Couplage a v e c  un spec t romè t re  RIBBER 10-10, énerg ie  é lec t ronique  d e  

70 eV, couran t  d'ionisation d e  0,2 mA. 

2. - FAB-MS, mode négatif 

* Acides oligogalacturoniques 

- Dissoudre environ 1 mg d 'échanti l lon dans  une m a t r i c e  d e  polyéthylène 

glycol/eau. 

- A n a l y s e  à l ' a i d e  d ' un  s p e c t r o p h o t o m è t r e  K R A T O S  m o d è l e  MS 50. 

3. - FAB-MS, mode positif 

- Dissoudre l 'échanti l lon (100-200 pg) dans  10 pl d e  méthanol ,  2 pl d ' a c é t a t e  

d e  Na (dans 1 % d e  méthanol)  et 2 pl d e  ma t r i ce  (trioglycérol).  

- Déposer 1 pl. 

- Bombardement par  un fa isceau  d e  Xenon (1 mA, 8 kV),  s p e c t r o m è t r e  

KRATOS Concep t  II HH. 

Les  spec t r e s  sont  enregis t rés  a v e c  un pouvoir d e  résolut ion a l lan t  jusqu'à 2500. 

Les  condit ions sont  l e s  m ê m e s  pour l 'analyse MS-MS. 



FICHE TECHNIQUE No 12 

RMU 400 &Hz W PROTON 

Les  solutions d'oligosaccharides (400-500 pg) sont  échangées plusieurs fois dans 

l'eau lourde (D20, 99,95 %, CEA). Les spectres  RMN sont réalisés à l 'aide d'un 

s p e c t r o m è t r e  BRUKER AM-400 WB à t r a n s f o r m e r  d e  F o u r r i e r .  L e s  

déplacements chimiques sont calculés par rapport  au 2,2-diméthyl-2-silapentane 

5-sulphonate Gndirectement par l 'acétone dans D 2 0  : 6 = 2,225 ppm). L a  

résolution est améliorée par l'équation de  LORENTZ et GAUSS (ERNST 1966). 
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FICHE TECHNIQUE NO13 

U i R O M A T W H I E S  SUR CtWCHE MINCE 

* Préparation des chromatograrnmes 

Les supports d e  chromatographie sur couche mince (CCM) sont des plaques de  

silicagel sur aluminium 20 x 20 c m  (Merck). 

- Déposer 1 à 10 pg d'échantillon en solution aqueuse. 

* Solvants 

- Solvant 1 : éthanollacide acétique 25 mM (27129). 

- Solvant 2 : butanollacide acétiqueleau (21 11 1). 

- Solvant 3 : butanol /é thanol /acide  a c é t i q u e / p y r i d i n e / e a u  (1 01 1001 11 10130). 

- A a d e s  oligogalacturoniques : 1 (rapide) et 2 (lent) 

- Oligosaccharides neutres : 2 (lent) et 3 (rapide) 

Remarque : l e  solvant 1 e s t  à utiliser à 40°C. 

* Révélation 

- Pulvér i se r  u n e  so lu t ion  à 0,I  % d 'o rc ino l  d a n s  H 2 S 0 4  20 %. 

- Placer 5 à 10 min dans une é tuve à 100°C. Dans c e s  conditions, les oses 

neutres et acides prennent des colorations bleues à indigo. 



166 

FICHE TECHNIQUE NO14 

aiRCJMT(XRAE'HIE ET ELECTROPHORESE SUR PAPIER 

1. - Chromatograptie sur papier 

- Déposer le mélange d'oligosaccharides (50 mg.m1-l) sur  papier  Whatman n03, 

à une d is tance  d'environ 10 c m  du haut  d e  l a  feuille.  

- F a i r e  migrer  dans  l e  solvant  acétate dt6thyle/pyridine/acide acé t ique/eau  

(5:5:1:3), pendant  24 h. 

2. - Electrophorèse sur papier 

- Déposer l e  mélange  dlol igosaccharides (53 mg.ml") sur  papier  Whatman n03, 

au  milieu d e  l a  feuille. 

- F a i r e  migrer  4 h sous une  tension d e  300 volts dans un solvant  pyridine 

(20  m l ) / a c i d e  a c é t i q u e  (9 m l ) / e a u  (q.s.p. 2 l i t r e s ) ,  pH 4,5, 25°C. 

3. - Révélation 

- Pulvériser  abondamment .  pa r  une solut ion d 'oxala te  d'aniline. 

- Place r  pendant  5 à 10 min dans  une é t u v e  à 100°C. 

Dans le  cas d 'une chromatographie  préparat ive,  seuls  les  bords e x t r ê m e s  du 

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



Les acides 018gogaiacturoniques~ issus de la dégradation des pards  d 
pr~sen$ent des propriétfs biologiques c$ les [apparentent à ia farnil 

o l i g o s a c c b i n s .  ' ~ ~ r è s  ks a v d r  &parés selon' leur. taille, nar:j avons 

, quelques unes de leurs prqriét6s. , t l ,  

Ils pravaquent une destabilisation de la matrice pectique des cellules de Silene 

&h alba (Miller) E.H.L. Krause) cultivées en suspension. 11 en résulte une 

augmentation des polymères pectiques extracellulaires dans les premières 

heures de culture. Cet effet est proportionnel à la taille des fragments, son 

i n s t a n t a d  té plaide p u r  un mécanisme de nature physico-chimique, avec pour 

origine la comptétition s1exerc;ant vis-à-vis du calaum intrapariétal. Une 

approche im munochimique a perrni s d'(apporter de nouvelles informations sur 

la conformation des oligogalacturonates de calcium. Ces résultats constituent 

de  nouveaux éléments concernant .la spécifiaté e t v l e  mode d'action des acides 

aligoga~actitroniques dans I1induc:tion de réponses biolo@:ques. 
l 

Nous avons montré I'existence d'oligosaccharides excrétés dans le milieu de 

culture de la suspension cellulaire de Silène. Ceux-a ont  été purifies et 

caractérisês chimiquement. Leur structure a été déterminée par spectrométrie 
FAB-MS et spectroscopie R M N .  Cer ta ins  sont  d 'origine pect ique et . 
xyloglucanique, ils résultent 'd 'une dégradation de la matrice pariétale. 

D'autres ont une structure qui les apparentent aux glycannes N-liés. Il s'agit 

d'un oligomannoside, de structure Man5ClcNAc, et d'un xylomannoside, de 

trucnire Man3XylGlcNAcFucGlcNAc, dont l'excrétion est liée à l'autophagie 

cellulaire qtn si~rvieiit en fin de culture.-Une acxivité endoglucosamiiiidasique 

a 6th caractérisée dans un extrait  cellulaire, elle, est plus élevée en fin (Je 

'culture. Celle-ci pourrait ê t re  à l'origine de la, kbkration de  l'oligorrrannoside 

Man5ClcNAc. Outre 11int6r?t que représente ce résultat pour une meilleure 

campréhension du métabolisme des  glycoprotéines végétales, c e s  

~ligosaccharides, distribués dans différents tissus CILI organes, pourraient 

constituer des signaux de régulation ou des vecteurs d'information liés à la 

sénescence  ; i l  pourrai t  donc  s 'agir d'une nouvelle ca tégor ie  

d'oli gosaccharines. 


