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CLHP : Chromatographie Liquide Haute Performance 

OP : Degré de polymérisation 

FAB-MS : "Fast Atom Bombardment - Mass spectrometry" 

fuc Fucose 

Gal Galactose 

GalNAc : N-acétylgalactosamine 

Glc : Glucose 

GleNAc : N-acétylglucosamine 

HPLC : "High Performance Liquid Chromatography" 

LBF : Lactobacillus bifidus Factor 

Le : Lewis 

LS (tétrasacchar;de) : Lactiminic Saure 

NeuAc : Acide-5-N-acétylneuraminique 

NMR "Nuclear Magnetic Resonance" 

ppm : Partie par million 

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire 
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Des changements dans la glycosylation des glycoconjugués 

membranaires interviennent à différents stades de la différenciation 

cellulaire et du développement tissulaire. 

Cette glycosylation anormale se traduit par l'apparition à la 

surface des cellules .. d'antigènes associés aux tumeurs .. ou .. antigènes 

onco-foetaux11
• 

L'apparition de ces structures glycanniques particulières, à un 

stade donné de l'embryogénèse ou leur résurgence dans les cellules 

tumora 1 es, fait ac tue 11 ement l'objet de nombreuses recherches tant sur 

le plan fondamental que sur le plan des applications biomédicales. A ce 

titre, l'utilisation d • anticorps monoc 1 on aux .. a nt i -sucres 11 ou de 

lectines, protéines reconnaissant spécifiquement des motifs glycanniques 

particuliers, s'est avérée être une méthode de choix pour la détection 

et l'isolement des glycoconjugués de membrane des cellules transformées. 

L'élaboration d'un anticorps monoclonal spécifique d'un antigène 

nécessite l'isolement et la purification de cet antigène en quantité 

suffisante. 

Malheureusement, les quantités de glycannes isolés à partir de 

cellules en culture sont généralement très faibles (de l'ordre de 

quelques microgrammes), ce qui limite l'utilisation de ce matériel à des 

fins d'études biologiques. 

Or, il a pu être démontré que certains milieux biologiques comme 

le lait de Femme, le méconium ou encore les oeufs ou les liquides de 

sécrétion de certaines espèces animales (poissons, oiseaux, batraciens) 

renfermaient des quantités non négligeables de ces néoantigènes. Ceux-ci 
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peuvent y être présents soit sous forme libre (oligosaccharides), soit 

sous forme conjuguée (glycolipides ou glycoprotéines). 

Dans ce contexte, notre travail s'est inscrit en suite des 

travaux entrepris au Laboratoire, depuis plusieurs années, par le groupe 

de Gérard STRECKER, à savoir l'isolement et la purification de glycannes 

à partir de di vers milieux biologiques. Nous nous sommes p 1 us 

particulièrement intéressée à l'isolement et la caractérisation 

structurale d'oligosaccharides porteurs de déterminants onco-foetaux 

dans la fraction glucidique du lait de Femme. Comme nous le détaillerons 

dans le chapitre "Généralités", le lait de Femme se caractérise en effet 

par la présence d'un grand nombre d'oligosaccharides libres, constituant 

le "gynolactose", et synthétisés par des glycosyltransférases 

utilisant le lactose comme accepteur. Bon nombre de ces oligosaccharides 

ont déjà été décrits comme porteurs d'épitopes antigéniques. 

L'association de méthodes chromatographiques très efficaces, 

comme la chromatographie liquide haute performance, à des méthodes 

physiques d'ana lyse structura 1 e, te 11 es la résonance magnétique 

nucléaire et la spectrométrie de masse, nous a permis de réaliser 

l'isolement, la purification et l'analyse structurale d'oligosaccharides 

souvent présents en faible quantité dans le lait de Femme. 

Leur isolement en quantité pondéralement appréciable (plusieurs 

dizaines de milligrammes) permet d'envisager leur utilisation pour la 

fabrication de substances immunogènes (néoglycolipides et 

néoglycoprotéines). 

Enfin, dans le but de compléter cette recherche d'antigènes de 
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type onco-foetal, notre intérêt s'est également porté sur la fraction 

glycannique d'une substance gélatineuse provenant d'une tumeur du 

péritoine humain, le pseudomyxome. Nous avons pu ainsi déterminer la 

structure des principaux antigènes glucidiques présents dans cette 

substance mucoïde. 

Nous ferons précéder l'exposé de nos travaux par une brève revue 

concernant les glucides du lait de Femme, les études physico-chimiques 

et biologiques dont ils ont fait l'objet. 



GENERALITES 
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A. LESPAGNOL écrivait en 1930 : "Notre thèse, loin de clore un 

chapitre de la chimie du lait de Femme, ouvre au contraire le champ à de 

nombreux travaux. L'étude de la constitution des nouveaux glucides 

exigera probablement de longues recherches. Peut-être même d'autres 

sucres viendront-ils s'ajouter à ceux que nous avons déjà découverts!" 

62 ans plus tard, ces lignes prennent toute leur signification 

puisque 71 oligosaccharides ont, à ce jour, été isolés du lait de Femme. 

Les travaux sur le lait de Femme ont débuté, à la fin du siècle 

dernier, sur la base de deux observations. La première, d'ordre 

chi mi que, consistait en l'existence dans 1 e 1 ait de Femme d'un i ndosé 

(ESBACH, 1888). La seconde, d'ordre physiologique, montrait la présence 

d'une bactérie anaérobie particulière (Bifidobacterium bifidum) dans les 

selles de nourrissons alimentés au lait de Femme (liSSIER, 1900). Ainsi, 

l'activité bifidigène est la signification biologique qui sera très tôt 

attribuée au lait de Femme. 

Le 1 ait de Femme devient ainsi 1 e support à 1 a fois d'études 

physico-chimiques et biologiques. 

Les recherches portant plus particulièrement sur la fraction 

glucidique du lait de Femme ont, quant à elles, été entreprises d'un 

point de vue chimique par l'école de M;chel POLONOVSKI et, d'un point de 

vue physiologique, par l'école de R;chard KUHN. L'introduction de 

diverses méthodologies permettant l'isolement et la purification des 

oligosaccharides (chromatographie liquide haute performance, 

chromatographie d'affinité ..• ) de même que leur analyse structurale 

(résonance magnétique nucléaire, spectrométrie de masse •.. ) vont 

contribuer à la caractérisation de nombreux oligosaccharides libres du 

lait de Femme. Actuellement, il est établi que le métabolisme de ces 

glucides est en relation avec celui des substances à activité de groupe 
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sanguin. Toutefois, en plus d'être porteurs de déterminants de groupe 

sanguin, ces ol igosaccharides peuvent présenter des structures 

identiques à celles des glycannes des glycoprotéines ou des glycolipides 

présents à la surface des cellules tumorales. 

1 - ETUDE PHYSICD-CHIMIQUE DES GLUCIDES DU LAIT DE FEMME 

A - ORIGINE DES TRAVAUX 

Les travaux sur les glucides du lait de Femme ont évolué de façon 

discontinue et trois phases peuvent ainsi être chronologiquement 

distinguées 

- ESBACH et DENIGES : en fin de siècle dernier, 

- POLONOVSKI et LESPAGNOL : de 1928 à 1933, 

- MONTREUIL et al. et KUHN et al. : à partir de 1950. 

1) Les travaux d'ESBACH et DENIGES 

Ces auteurs se sont heurtés, les premiers, à ce qui devait 

représenter pendant plus de cinquante années, "la double énigme du lait 

de Femme", à savoir 

-l'existence d'un indosé atteignant des taux de 3 à 13 grammes 

par litre de lait, 

-l'anomalie optique du lait de Femme : le lactosérum observé au 

polarimètre fournit en effet une déviation dextrogyre (pouvoir 

rotatoire, [a] 0, variant de + 37° à + 47°) inférieure à celle que laisse 

prévoir la quantité de lactose dosé par les méthodes de réduction ([a] 0 
= 52°53). 

ESBACH (1888) conclut, dans un premier temps, qu'il y a dans 
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chaque lait un mélange de lactoses, autres que le lactose type isolé par 

cristallisations fractionnées du lait de Vache, et aux propriétés très 

différentes. En particulier, le lait de Femme, quand il est comparé au 

lait de Vache, est le plus irrégulièrement composé de ce point de vue. 

Mais DENIGES (1892) démontre que les lactoses du lait de Femme et 

du lait de Vache sont identiques et conclut que l'indosé du lait de 

Femme est responsable de l'anomalie optique. 

2) Les travaux de POLONOVSKI et LESPAGNOL 

En 1928, POLONOVSKI et LESPAGNOL reprennent les travaux de 

DENIGES sur l'indosé et la "substance lévogyre" accompagnant le lactose 

dans le lait de Femme. 

Les auteurs peuvent rapidement préciser la nature glucidique de 

cette "substance lévogyre" (voir revue générale de MONTREUIL, 1960 et 

GRIMMONPREZ, 1971). 

Par une méthode de cristallisation fractionnée dans le méthanol 

fondée sur la grande insolubilité du lactose dans cet alcool, POLONOVSKI 

et LESPAGNOL parviennent à isoler : 

une substance lévogyre et réductrice qu'ils nomment 

"gynolactose", 

- un a ut re oside presque aussi réducteur que 1 e 1 actose mais 

moins dextrogyre : "l'allolactose". 

a- L'allolactose 

POLONOVSKI et LES PAGNOL (1933) l'iso 1 ent des eaux-mères de la 

cristallisation du "gynolactose" et décrivent ce sucre dextrogyre ([a] 0 
= + 25°) et soluble dans l'alcool méthylique comme un isomère du 
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lactose: le 6-0-(~-0-galactosido)-O-glucose. 

En 1949, Michel POLONOVSKI demanda à Jean MONTREUIL de reprendre 

ses travaux afin de vérifier l'existence de l'allolactose en utilisant 

les techniques modernes de chromatographie. Au terme de 10 années de 

travail, LESPAGNOL, MONTREUIL et SEGARD (1960) ne purent caractériser 

cet oside et démontrèrent que l'a 11 o 1 ac tose ne préexistait pas dans 1 e 

lait de Femme, mais correspondait à un mélange de lactose et de deux 

fu cos i do-l act oses 1 évogyres, ces derniers étant responsab 1 es du 

phénomène de solvatation du lactose dans l'alcool méthylique. 

Parallèlement à ces travaux, ceux de KUHN (1958) infirmèrent 

également l'existence de 11 l'allolactose" dans le lait de Femme. 

b - le gynolactose 

Quand POLONOVSKI et LESPAGNOL (1930) isolent cette substance 

lévogyre ([a] 0 =- 12°) du lait de Femme , ils ne peuvent ni déterminer 

la composition chimique et la structure, ni préciser les constantes 

physiques et chimiques de ce glucide. En particulier, les auteurs ne 

parviennent pas à é 1 i miner du gy no 1 ac tose ce qu' i 1 s considèrent comme 

une impureté azotée et dont l'existence s'explique maintenant par la 

présence d'osamines dans les différents oligosaccharides. 

En 1933, POLONOVSKI et LESPAGNOL mettent en doute l'homogénéité 

de ce glucide et parviennent à la conclusion que le gynolactose est un 

mélange complexe d'oligosaccharides qu'il leur était impossible à 

1 'époque de fractionner. 

Cette hypothèse sera confirmée ultérieurement par l'isolement de 

nombreux polyosides du lait de Femme réalisé à l'aide de méthodes 
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chromatographiques 

-sur colonne de cellulose ou de charbon par KUHN, 

- sur papier par MONTREUIL. 

3) Les travaux de MONTREUIL et KUHN 

En utilisant les techniques précédemment décrites, MONTREUIL 

(1955) et KUHN (1958) arrivent à la même conclusion : le gynolactose est 

un mélange complexe d•oligosaccharides. La composition de ces glucides 

du lait de Femme, réalisée par dépôt sur papier des hydrolysats acides 

purifiés sur colonne échangeuse d•ions, révèle que ceux-ci sont 

constitués essentiellement et en proportion variable de résidus de 

0-galactose, 0-glucose, N-acétyl-0-glucosamine, L-fucose et/ou acide 

N-acétylneuraminique. 

En effet, HOOVER et al. (1953), ZILLIKEN et al. (1955a, 1956) 

mettent en évidence la présence d•un acide sialique dans le lait de 

Femme et 1•appèlent 11 acide gynaminique 11
• En même temps, KUHN et BROSSMER 

(1956a) isolent 11 l 1 acide lactaminique11 du lait de Femme et du lait de 

Vache. En fait, il s • agit dans les deux cas du même acide si al ique : 

1•acide N-acétylneuraminique (KUHN et BROSSMER, 1956b). 

KUHN classe alors les oligosaccharides du lait de Femme en trois 

groupes, selon leur composition en sucres 

- Les glucides neutres azotés 

- Les glucides neutres non-azotés 

-Les glucides contenant de 1•acide N-acétylneuraminique. 
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B - DETERMINATION DE LA STRUCTURE DES OLIGOSACCHARIDES DU LAIT DE 

FEHHE ET CLASSIFICATION 

La dénomination de 11 gynolactose .. est actuellement conservée pour 

définir le mélange complexe d'oligosaccharides, à 1 'exception du lactose 

(60 g/1), présents dans le lait de Femme. En effet, le lait maternel est 

caractérisé par le taux important de cette fraction : 8 à 10 g/1 de lait 

stabilisé et jusqu'à 30g/l de colostrum (MONTREUIL et MULLET, 1959, 

1960). Comparativement, celle-ci n'est présente , dans le lait de Vache, 

qu'à un taux plus faible : 1 à 2 g/1 (MONTREUIL et KOBUS, 1960). 

1) Etude structurale 

Actuellement, plus de 70 oligosaccharides ont été décrits dans le 

lait de Femme. Leur isolement et la détermination de leur structure ont 

considérablement évolué, au cours de ces quarante dernières années, 

grâce à l'apparition de technologies de plus en plus performantes. 

a - Caractérisation des premiers oligosaccharides du lait de 

fenwne 

C'est par cristallisations successives que POLONOVSKI et 

LESPAGNOL (1933) tentent d'isoler les glucides du lait de Femme. A 

chaque étape du fractionnement, les auteurs suivent leur expérimentation 

par : 

- la détermination du pouvoir rotatoire spécifique [a] 0, 

- le pouvoir réducteur avant et après hydrolyse acide. 

Cependant, les trop faibles quantités de matériel obtenues en fin 
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de fractionnement et l'imperfection des méthodes analytiques ne 

permirent pas à POLONOVSKI et LESPAGNOL de continuer avec efficacité les 

études de constitution des glucides. 

La chromatographie sur papier (MONTREUIL, 1955) ou sur colonne de 

charbon (KUHN, 1958) devait donc donner un essor nouveau à la chimie des 

glucides et permettre de continuer des travaux que les difficultés 

analytiques n'avaient pas permis de poursuivre. 

Ainsi, MONTREUIL et KUHN ont pu élucider les premières structures 

primaires des glucides libres du lait de Femme, grâce à l'association de 

cette nouve 11 e méthode de fractionnement à des techniques chimiques 

comme 

- les hydrolyses acides partielle et totale, 

- la dégradation alcaline, 

-l'étude chromatographique des produits d'hydrolyse, 

- les dosages colorimétriques spécifiques, 

le dosage des sucres réducteurs, avant et après hydrolyse, 

-l'oxydation bromique. 

Que 1 ques o 1 i gosacchari des ont al ors une constitution bi en 

établie. Néanmoins, la structure de ces glucides ne devient 

incontestable qu'après perméthylation, réaction permettant enfin de 

déterminer la nature des liaisons entre les différents résidus de sucre. 

De cette façon, 1 es premières structures ol igosaccharidiques du 

lait de Femme ont été établies. Il s'agit des 3-fucosyllactose 

(MONTREUIL, 1956), 2'-fucosyllactose, lacto-N-tétraose, lacto-N

fucopentaose I (KUHN et al., 1956a,b,c), lacto-difucotétraose, lacto-N

fucopentaose II, lacto-N-fucohexaose I (KUHN et al., 1958a,b,c), 3'- et 

6'-sialyllactoses (KUHN, 1959; KUHN et al., 1959), lacto-N-fucohexaose 
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II (KUHN et al., 1960), lacto-N-néotétraose, LS tétrasaccharide c (KUHN 

et al., 1962a,b) et LS tétrasaccharides a et b (KUHN et al., 1965) [Voir 

tableau récapitulatif des oligosaccharides du lait de Femme, pages 31 à 

47). A chaque oligosaccharide isolé, les auteurs ont attribué un nom 
11 trivial .. afin de reconnaître simplement si ce glucide contient de 

l'azote, du fucose ou de l'acide N-acétylneuraminique, ou s'il s'agit 

d'un tri-, tétra-, penta- ou hexasaccharide. 

b - Evolution des méthodes d'isolement et de purification des 

oligosaccharides 

1° Chromatographie de gel-filtration 

A la fin des années 60, KOBATA et ses collaborateurs se lancent, 

à leur tour, dans l'étude des oligosaccharides du lait de Femme. Ils 

décri vent al ors une nouve 11 e méthode de séparation de ces sucres : 1 a 

chromatographie de gel-filtration sur Sephadex G-25 (KOBATA et al., 

1969a; KOBATA, 1972). Cette dernière technique permet aux auteurs 

-de séparer les oligosaccharides neutres des oligosaccharides acides 

(ces derniers étant exclus de la colonne), 

- de sous-fractionner les glucides neutres en trois groupes, ce qui 

facilite, par la suite, l'isolement et la purification des sucres par 

chromatographie descendante ou électrophorèse sur papier. 

De cette façon, ont été isolés et caractérisés de nombreux autres 

oligosaccharides, à savoir des dérivés monofucosylés du lacto-N

neotétraose (KOBATA et al., 1969b) et du lacto-N-tétraose (GINSBURG et 

al., 1976), des hexasaccharides dépourvus de fucose et d'acide sialique, 

les lacto-N-hexaose et lacto-N-néohexaose (KOBATA & GINSBURG,1972a,b) et 
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des sucres de masse moléculaire plus élevée (nonasaccharides) fucosylés 

et/ou sialylés (GRIMMONPREZ et al., 1975; YAMASHITA et al., 1976a,b). 

En 1977, KOBATA et ses collaborateurs affinent un nouvelle fois 

le pré-fractionnement des oligosaccharides neutres de la manière 

suivante : chaque sous-fraction obtenue après Sephadex G-25 est soumise 

à une nouvelle chromatographie de gel-filtration sur Biogel P4 (KOBATA 

et al., 1978). Cette technique, fondée sur le fait que la GleNAc réagit 

comme 2 moles d•hexose et le Fuc comme 0,7 mole, se révèle alors très 

utile pour séparer les dérivés fucosylés de 8, 10 et 12 sucres 

(YAMASHITA et al., 1977a,b; TACHIBANA et al., 1978 et revue générale de 

YAMASHITA et al., 1982). 

Ce n•est qu•une dizaine d•années plus tard que la chromatographie 

liquide haute performance et la chromatographie d•affinité redonneront 

un nouvel essor à la recherche sur les oligosaccharides libres du lait 

de Femme. Ces nouve 11 es méthodo 1 ogi es permettent, en effet, après une 

première chromatographie préparative sur papier, d•isoler à 11 état pur 

des glucides parfois présents en très faible quantité (<1 mg/litre). 

2° Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP) 

Cette technique chromatographique permet sur un support 

hydrophile, hydrophobe ou chargé, de séparer des ol igosaccharides de 

même masse moléculaire (CHEETHAM et al., 1983). En effet, WIERUSZESKI et 

al. (1985) parviennent de cette façon à séparer les sialyl-fucopentaoses 

I et II qui ne diffèrent que par la position du fucose et de l'acide 

sialique. Puis la CLHP, appliquée aux premières fractions glucidiques du 

lait de Femme obtenues par chromatographie sur papier, permet d1 isoler 

et de purifier plus rapidement les premiers oligosaccharides décrits, 
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fréquemment utilisés comme témoins (KONAMI et al., 1987). Par la suite, 

de nombreux autres oligosaccharides de haute masse moléculaire, 

fucosylés (STRECKER et al., 1988, 1989; BRUNTZ et al., 1988) ou 

fucosylés et sialylés (GRONBERG et al., 1989, 1990), ont pu être isolés 

par CLHP afin d•en établir la structure. 

3° Chromatographie d'affinité 

La chromatographie d•affinité est une méthode très efficace pour 

séparer des oligosaccharides. Cette technique est fondée sur des 

interactions spécifiques avec des molécules immobilisées qui 

reconnaissent les structures stéréochimiques des sucres. Dans 

1•isolement des glucides du lait de Femme, deux types de support 

chromatographique ont été utilisés : 

La chromatographie d1 affinité sur lectine immobilisée qui 

permet à SMITH et al. (1987) d•isoler sur RCA 1 (Ricinus communis 

agglutinin) un dérivé fucosylé du LS tétrasaccharide c, grâce à 

l 1 affinité préférentielle de cette lectine pour les oligosaccharides 

présentant la séquence NeuAc(a2-6)Gal(~1-4)GlcNAc- , par rapport à la 

même séquence sialylée en a-2,3 (BAENZIGER et al., 1979). De la même 

manière, TARRAGO et al. (1988) purifient un dérivé sialylé en a-2,6 du 

lacto-N-néohexaose par chromatographie d1 affinité liquide haute 

performance sur colonne de WGA (Wheat Germ Agglutinin) immobilisée, en 

se fondant sur 1•observation de KRONIS et CARVER (1982) que la WGA 

présente une plus forte affinité pour le 3•-sialyllactose que pour le 

6•-sialyllactose. 

En raison de leur grande diversité, les oligosaccharides du lait 

de Femme sont par ailleurs souvent utilisés comme modèles dans 11 étude 
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de la spécificité de certaines lectines (YAMASHITA et al., 1985). 

La chromatographie d'affinité sur anticorps monoclonal 

immobilisé. En 1988, KITAGAWA et al. (1988a) décrivent un anticorps 

monoclonal, le MSW113, reconnaissant les glycannes porteurs du 

déterminant sialyl Lea (NeuAc(a2-3)Gal (~1-3) [Fuc(a1-4)]GlcNAc-). Au 

cours de l'étude structurale de l'épitope reconnu par cet anticorps 

monoclonal, les auteurs remarquent que la fraction oligosaccharidique 

acide du lait de Femme inhibe de façon significative la réaction 

antigène-anticorps. Par chromatographie d'immunoaffinité sur cet 

anticorps monoclonal MSW113 immobilisé, KITAGAWA et al. (1988b) isolent, 

dans un premier temps, ce qu • ils pensent être 1 e seu 1 o 1 i gosacchari de 

inhibiteur de cette réaction : le sialyl-fucopentaose I, déjà décrit en 

1985 (WIERUSZESKI et al.). Mais, cette méthodologie va leur permettre 

par la suite d•isoler un grand nombre d'oligosaccharides mineurs plus ou 

moins retenus sur la colonne d'affinité, porteurs ou non du déterminant 

sialyl Lea (KITAGAWA et al., 1989, 1990, 1991a,b). 

c - Evolution des méthodes d'analyse structurale 

Les méthodes chimiques mises au point par MONTREUIL et KUHN 

représenteront longtemps "la voie classique" d•analyse structurale des 

oligosaccharides du lait de Femme. En 1969, KOBATA et ses 

collaborateurs complètent cette étude par une analyse chromatographique 

des oligosaccharides en phase gazeuse (KOBATA et al., 1969a) et par une 

étude de leurs produits d•hydrolyse acide par diffraction aux rayons X, 

afin de comparer les spectres obtenus à ceux des témoins lacto-N

tétraose et lacto-N-néotétraose (KOBATA & GINSBURG, 1969b). 

Dans le groupe de MONTREUIL, GRIMMONPREZ réalise l'étude physico-
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chimique complète de nombreux oligosaccharides (GRIMMONPREZ & MONTREUIL, 

1968; GRIMMONPREZ, 1972). 

Cependant, l'introduction des techniques enzymatiques et l'essor 

de méthodologies nouvelles comme la spectrométrie de masse (SM) et la 

résonance magnétique nucléaire (RMN) constituent les deux étapes 

principales dans l'évolution de l'étude structurale des glucides libres 

du lait de Femme. 

1° Méthodes enzymatiques 

En 1972, parallèlement aux méthodes chimiques, l'étude 

enzymatique des oligosaccharides réduits au tritium permet de déterminer 

plus facilement leur structure (KOBATA & GINSBURG, 1972a). Les premiers 

enzymes utilisés sont une ~-galactosidase et une N-acétyl-~

glucosaminidase (KOBATA & GINSBURG, 1972a,b) puis une a-fucosidase 

(GRIMMONPREZ et al., 1975). L'intérêt de cette méthode repose sur les 

propriétés particulières de certains enzymes. Par exemple, la ~

galactosidase isolée de "Jack bean meal" (LI & LI, 1968) présente, dans 

certaines conditions différentes des conditions standards, une affinité 

pour la séquence Gal(~1-3)GlcNAc- 30 fois inférieure à celle pour la 

séquence Gal (~1-4)GlcNAc-. Cette particularité de l'enzyme se révèle 

très utile pour distinguer ces deux types de liaison présents dans les 

sucres du lait. Par la suite, d'autres enzymes spécifiques d'un 

type de liaison particulier sont nécessaires pour établir sans ambiguïté 

les structures de ces glucides qui s'avèrent être de plus en plus 

complexes. 
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2° Méthodes physiques 

En 1974, la spectrométrie de masse contribue, pour la première 

fois, à l'établissement de la structure d'un oligosaccharide du lait de 

Femme le 6'-galactosyllactose (YAMASHITA & KOBATA, 1974). Ce n'est 

qu'en 1985 (WIERUSZESKI et al.) que cette technique sera réutilisée, 

couplée au bombardement d'atome accéléré (abréviation utilisée : FAB-MS, 

pour Fast Atom Bombardment-Mass Spectrometry), technique destructive 

permettant d'obtenir, pour un oligosaccharide donné, l'ion moléculaire 

correspondant et, par cassure de la molécule à des endroits 

préférentiels, des fragments caractéristiques. A partir de 1988, 

parallèlement à la FAB-MS, une autre méthode d'analyse structurale non 

destructive cette fois, la résonnance magnétique nucléaire (RMN) à haut 

champ, fondée sur le comportement d'une molécule dans un champ 

magnétique, est systématiquement utilisée pour déterminer la structure 

des glucides du lait (BRUNTZ et al., 1988; DONALD & FEENEY, 1988; 

KITAGAWA et al., 1988b, 1989, 1990, 1991a,b; STRECKER et al., 1988, 

1989; TARRAGO et al., 1988). 

Ces méthodes d'analyse structurale présentent l'énorme avantage 

de pouvoir être appliquées sur des quantités de sucre de l'ordre de 10 à 

100 microgrammes, selon la taille de la molécule étudiée, et permettent 

d'établir des banques de données. 

En raison de leur similitude avec des molécules ayant un rôle 

biologique important, l'analyse de la structure primaire des 

ol isaccharides du lait de Femme a déjà été complétée par une étude 

conformationnelle (BISWAS & RAO, 1980; BREG et al., 1988; CAGAS & BUSH, 

1990). 
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2) Classification 

L'étude structurale des nombreux oligosaccharides du lait de 

Femme a permis de mettre en évidence l'existence de "noyaux" composés de 

galactose, glucose et N-acétylglucosamine et selon lesquels est définie 

une nouvelle classification, différente de celle de KUHN (KOBATA, 1977). 

Tous ces "noyaux" possèdent du lactose en position terminale réductrice, 

exception faite des tétra- et pentasaccharides récemment isolés par 

KITAGAWA et al. (1990). En effet, la caractérisation de ces deux 

glucides : NeuAc(a2-3)Gal(~1-3)[Fuc(a1-4)]GlcNAc et NeuAc(a2-3)Gal(~1-3) 

[Fuc(a1-4)]GlcNAc(~1-3)Gal constitue la première mise en évidence d'un 

résidu de gal ac tose ou de N-acéty 1 g 1 ucosami ne en position termina 1 e 

réductrice des sucres du lait. 

Les schémas de structure des onze "noyaux" différents sont 

précisés dans le tableau I (p. 29). Ces "noyaux", composés de deux à dix 

sucres résultent de branchements en ~-1,3 ou ~-1,6 d'unités 

disaccharidiques, à savoir : 

* l'iso-N-acétyllactosamine ou chaîne de type 1 : Gal(~1-3)GlcNAc, 

* la N-acétyllactosamine ou chaîne de type 2 : Gal(~1-4)GlcNAc. 

Sur ces "noyaux", peuvent venir se greffer en nombre variable des 

résidus de fucose et/ou d'acide N-acétylneuraminique. Pour le fucose, 

quatre types de liaisons ont été mis en évidence : 

* en a-1,2 sur le galactose, 

* en a-1,3 sur le glucose, 

* en a-1,3 sur la N-acétylglucosamine, 

* en a-1,4 sur la N-acétylglucosamine. 
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Tableau 1 : Structure des onze différents •noyaux• rencontrés dans les 

oligosaccharides du lait de Femme 

DISACCHARIDE 

TETRASACCHARIDE 

H EXASACCHARIDE 

OCTASACCHARIDE 

DECASACCHARIDE 

LEGENDE 
3:{31-3 

4:{31-4 

':/31-6 

D-i-e 
lactose 

~ 
lacto-N-Utraose 

~ 
lacto-N-hexaose 

~2.Q-!-e 
para-lacto-N -hexaose 

o'•'~ 
3 
lacto-N -octaose 

o'•'~ 
isoJacto-N -octaose 

~ 
~ 3 

lac to-N -d~caose 

~· lac to-N -u~otitraose 

lacto-N -n~ohexaose 
4 ___ 3 4- 3 4 - -para-Iacto- N -n~ohexaose 

o'•'> 
lacto-N-n~ooctaose 

0 GALACTOSE 

• N-ACETYLGLUCOSAMINE 

• GLUCOSE 
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De la même façon, l•acide-N-acétylneuraminique peut être engagé dans 

trois types de liaisons : 

* en a-2,3 sur le galactose, 

* en a-2,6 sur le galactose, 

* en a-2,6 sur la N-acétylglucosamine. 

A 1•exception des 3•-sialyllactose et 3-fucosyl-3 1 -sialyllactose, 

1•acide N-acétylneuraminique est lié 

*en a-2,3 sur les chaînes de type 1 Gal(~1-3)GlcNAc, 

*en a-2,6 sur les chaînes de type 2 Gal(~1-4)GlcNAc. 

3) Tableau récapitulatif des oligosaccharides isolés du lait de Femme 

Dans le tableau II (p. 31 à 47), sont répertoriées les structures 

développées des différents oligosaccharides isolés du lait de Femme, 

leur nomenclature et la référence correspondante, ainsi que leur nom 

trivial lorsqu•il existe. 

Les oligosaccharides sont classés en dix groupes, correspondant à 

dix des onze .. noyaux .. précédemment décrits: lactose, lacto-N-tétraose, 

lacto-N-néotétraose, lacto-N-hexaose, lacto-N-néohexaose, para-lacto-N

hexaose, para-lacto-N-néohexaose, lacto-N-octaose, lacto-N-néooctaose et 

iso-1 acto-N-octaose. En effet, aucun o 1 i gosacchari de dérivé du 11 noyau 11 

décasaccharidique n•a été décrit jusqu•à présent. 

Seuls les deux oligosaccharides sus-cités et isolés par KITAGAWA 

et al. (1990) ne sont pas répertoriés dans ce tableau récapitulatif, 

pui squ • ils ne correspondent à aucune des sou s-c 1 asses. Nous rappe 1 ons 

ici leur structure développée : 

NeuAc(a2-3)Ga1(~1-3)G1cNAc 
Fuc(a1-4)J 

NeuAc(a2-3)Ga1(~1-3)G1cNAc(~l-3)Ga1 
Fuc(al-4)J 



STRUCTURE 

Fuc(al-2)Gal{Pl-4)Glc 

Gal{Pl-4)Glc 
J 

Fuc(al-3} 

Fuc(al-2)Gal{Pl-4)Glc 
J 

Fuc(al-3) 

GaZ(Pl-3)Gal(Pl-4)Glc 

Gal (Pl-6) Ga 1 {Pl-4)Glc 

NeuAc(a2-3)Gal(Pl-4)Glc 

NeuAc(a2-6)Gal(Pl-4)Glc 

NeuAc(a2-3)Gal(Pl-4)Glc 
J 

Fuc(al-3) 

Tableau Il : Structures des oligosaccharides caractérisés dans le lait de Femme 

SERIE LACTOSE 

NOH TRIVIAL NOMENCLATURE 

2'-fucosyllactose 1 I2aFucLac 

3-fucosyllactose I3aFucLac 

Lacto-difucotétraose I3aFucii 2aFucLac 

3'-galactosyllactose II 3PGalLac 

6'-galactosyllactose 1 1 6 ~Ga 1 Lac 

3'-sialyllactose I 13 aNeuAc Lac 

6'-sialyllactose II 6aNeuAcLac 

3-fucosyl-3'-sialyllactose I3aFucii 3aNeuAclac 

REFERENCE 

[ 1] 

[2] 

[3] 

[4] 

[5] 

[6] 

[7] 

[8] 

[1] Kuhn, Baer & Gauhe (1956a); [2] Montreuil (1956); [3] Kuhn & Gauhe (1958); (4] Donald & Feeney (1988); [5] Yamashita & 
Kobata (1974); [6] Kuhn & Brossmer (1959); [7] Kuhn (1959); [8] Grônberg et al. (1989). 

w ...... 



STRUCTURE 

Gal(P1-3)GlcNAc(P1-3)Gal(P1-4)Glc 

Fuc(cxl-2)Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3)Gal(P1-4)Glc 

Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)Glc 
J 

Fuc (cxl-4) 

Gal(P1-3)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)Glc 
J 

Fuc (cxl-3) 

Fuc(cxl-2)Gal(P1-3)GlcNAc(P1-3)Gal(Pl-4)Glc 
J 

Fuc (cxl-4) 

Gal(P1-3)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)Glc 
J J 

Fuc(cxl-4) Fuc(cxl-3) 

NeuAc(cx2-J)Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)Glc 

Gal(P1-3)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)Glc 
J 

NeuAc(cx2-6) 

SERIE LACTQ-N-TETRAOSE 

NOH TRIVIAL 

Lacto-N-tétraose 

Lacto-N-fucopentaose I 

Lacto-N-fucopentaose II 

Lacto-N-fucopentaose V 

Lacto-N-fucohexaose 1 

Lacto-N-fucohexaose II 

LS têtrasaccharide a 

LS tétrasaccharide b 

NOMENCLATURE REFERENCE 

Lc0se4 [9] 

IV2cxFucLcOse4 [10] 

III 4cxFuclc0se4 [11] 

I3cxFuclcOse4 [12] 

III 4cxFuciV2cxFuclcOse4 [ 13] 

I3cxFuciii 4cxFuclcOse4 [14] 

IV3cxNeuAcLc0se4 [15] 

III6cxNeuAclcOse4 [ 15] 

(9] Kuhn & Baer (1956); [10] Kuhn, Baer & Gauhe (1956b); [11) Kuhn, Baer & Gauhe (1958a); [12] Ginsburg et al. (1976); [13] Kuhn, 
Baer & Gauhe (1958b); [14) Kuhn & Gauhe (1960); [15] Kuhn & Gauhe (1965) 

w 
N 



(Série Lacto-N-tétraose suite) 

STRUCTURE NOH TRIVIAL NOMENCLATURE REFERENCE 

NeuAc(a2-3)Gal(~l-3}GlcNAc{~l-3)Gal{~l-4)Glc 

NeuAc(a2-6) 
J 

Disialyllacto-N-tétraose III6aNeuAciV3aNeuAcLcOse4 (16] 

NeuAc(a2-3)Gal(~l-3)GlcNAc(~l-3)Gal{Pl-4)Glc 

Fuc(al-4) 
J 

Sialyllacto-N-fucopentaose Il III 4aFuciV3aNeuAclcOse4 [17] 

Fuc(al-2)Gal{Pl-3)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)Glc Sialyllacto-N-fucopentaose 1 III6aNeuAciV2aFuclc0se4 [17] 
J 

NeuAc(a2-6) w 
w 

1 

NeuAc (a2-6) 

NeuAc(a2-J)Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)Glc III 6aNeuAciii 4aFuciV3aNeuAclc0se4 [18] 
J 

Fuc(al-4) 

NeuAc(a2-6) 

NeuAc(a2-3)Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)Glc r3aFuciii 6aNeuAciV3aNeuAclcOse4 (18] 
J 

Fuc(Bl-3) 

[16] Grimmonprez et al. (1967, 1968); [17] Wieruszeski et al. (1985); [18] Gronberg et al. (1990) 



SERIE LACTQ-N-NEOTETRAOSE 

STRUCTURE NOH TRIVIAL NOMENCLATURE REFERENCE 

Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)Glc Lacto-N-néotétraose nlc0se4 [19] 

Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)Glc Lacto-N-fucopentaose III III3aFucnlc0se4 [20] 
J 

Fuc(al-3) 

NeuAc(a2-6)Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)Glc LS-tétrasaccharide c IV6aNeuAcnlcOse4 [21] 

NeuAc(a2-6)Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)Glc Sialyllacto-N-fucopentaose III I3aFuciv6aNeuAcnlc0se4 [22] w 
J .$:>o 

Fuc (al-3) 

Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)Glc I3aFuciii 3aFucnlcOse4 (4] 
J J 

Fuc(al-3) Fuc(al-3) 

[19] Kuhn & Gauhe (1962a); [20] Kobata & Ginsburg (1969b); [21] Kuhn & Gauhe (1962b); [22] Smith et al. (1987) 



SERIE LACTQ-N-HEXAOSE 

STRUCTURE NOH TRIVIAL NOMENCLATURE REFERENCE 

Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6) 
Gal(Pl-4)Glc Lacto-N-hexaose lc0se6 [23] 
J 

Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3) 

Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6) 
Gal(Pl-4)Glc Fucosyllacto-N-hexaose I IV2aFuclcOse6 [24] 
J 

fuc(al-2}Gal(P1-3)GlcNAc(Pl-3) 
w 
U"1 

1 

Fuc(al-3) 

Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6) 
Gal(Pl-4)Glc Fucosyllacto-N-hexaose IV 111 • 3aFuc Lc0se

6 [25] 
J 

Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3) 

Fuc(al-3) 

Gal(Pl-4)GlcNAc(P1-6) 
Gal(Pl-4)Glc Oifucosyllacto-N-hexaose 1 IV2aFuciii' 3aFuclc0se6 [24] 
J 

Fuc(al-2}Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3) 

[23] Kobata & Ginsburg (1972a); [24] Yamashita et al. (1977a): [25] Yamashita et al. {1976a) 



STRUCTURE 

Fuc(cxl-3) 

Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6) 
~al(Pl-4)Glc 
J 

Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3) 
J 

Fuc(cxl-4) 

Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6) 
~al(Pl-4)Glc 
J 

Gal(Pl-J)GlcNAc(Pl-3) 
Fuc(cxl-4) 

J 

Fuc (cxl-3) 

Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6) 
~al(Pl-4)Glc 
J 

Fuc(cxl-2)Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3) 
J 

Fuc(cxl-4) 

NeuAc(a2-6)Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6) 
Gal(Pl-4)Glc 
J 

Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3) 

(Série Lacto-N-hexaose suite) 

NOM TRIVIAL NOMENCLATURE REFERENCE 

Difucosyllacto-N-hexaose III 4o:Fuciii' 3aFuclcOse6 [26] 

III 4o:Fuclc0se6 [27] 

Trifucosyllacto-N-hexaose III 4o:FuciV2o:Fuciii' 3o:Fuclc0se6 [28] 

Monosialyllacto-N-hexaose IV' 6aNeuAclcOse6 [29] 

[26] Bruntz et al. (1988); [27] Grimmonprez et al. (1975); [28] Strecker et al. (1989); [29] Kobata & Ginsburg (1972b) 

w 
0\ 



STRUCTURE 

NeuAc(a2-6)Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6) 
~al(Pl-4)Glc 
J 

NeuAc(a2-3)Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3) 

Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6) 

NeuAc(a2-J)Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3) 
J 

NeuAc(a2-6) 

1 
Gal(Pl-4)Glc 
J 

Fuc(al-3)Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6) 
~al (Pl-4)Glc 
J 

NeuAc{a2-3)Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3) 
NeuAc(a2-6) 

J 

Fuc(al-3) 
Gal(Pl-4)~1cNAc(Pl-6) 

~al(Pl-4)Glc 
J 

NeuAc(a2-3)Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3) 
J 

NeuAc (a2-6) 

(Sêr;e Lacto-N-hexaose su;te) 

NOH TRIVIAL 

Disialylmonofucosyllacto

N-hexaose 

[30] Kitagawa et al. (1991a); [31] Yamashita et al. (1976b) 

NOMENCLATURE 

Iv3aNeuAciV' 6aNeuAclc0se6 

III6aNeuAciV3aNeuAclcOse6 

III6aNeuAciV3aNeuAc 

IV' 3aFuclcOse6 

III6aNeuAciV3aNeuAc 
III' 3aFuclc0se6 

REFERENCE 

[30] 

[30] 

(31] 

[31,18] 

w ...., 



(Série Lacto-N-hexaose suite) 

STRUCTURE NOH TRIVIAL NOMENCLATURE REFERENCE 

NeuAc(a2-6)Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6) 
~al(Pl-4)Glc Sialylfucosyllacto- IV2aFuciV' 6aNeuAclcOse6 [24] 
J 

Fuc(al-2)Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3) N-hexaose 1 

Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6) 
1 

III 4aFuciV3aNeuAclcOse6 Gal(Pl-4)Glc (32) 
J 

NeuAc(a2-3)Gal(pl-3)GlcNAc(P1-3) 
Fuc(al-4) 

J 

1 

w 
co 

Fuc (al-3) 

Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6) 
~al(Pl-4)Glc II1 4aFuciV3aNeuAc 
J 

11 1 ' 3aFuclcOse6 NeuAc(a2-3)Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3) [32] 
Fuc (al-4) 

J 

NeuAc(a2-6)Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6) 
~al(Pl-4)Glc III4aFuciV3aNeuAc 
J 

IV' 6aNeuAclc0se6 NeuAc(a2-3)Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3) [32] 
J 

Fuc (al-4) 

[32] Kitagawa et al. (1989) 



SERIE LACTo-N-NEOHEXAOSE 

STRUCTURE NOH TRIVIAL NOHENCLATURE REFERENCE 

Gal{~l-4)GlcNAc(~l-6) 

Gal(~l-4)Glc Lacto-N-néohexaose nlc0se6 [29] 
J 

Ga1(~1-4)GlcNAc(~l-3) 

Fuc(al-3) 

Gal(~l-4)GlcNAc(~l-6) 
Gal(~l-4)Glc Fucosyllacto-N-néohexaose III' 3aFucnlcOse6 [25] 
J 

Gal(~l-4)GlcNAc(~l-3) w 
\0 

1 

Fuc (al-3) 

Ga1{~1-4)GlcNAc{~l-6) 
Ga1(~1-4)Glc Difucosyllacto-N-néohexaose III 3aFuciii' 3aFucnLcOse6 [26] 
J 

Ga1(~1-4)GlcNAc(~l-3) 
J 

Fuc(al-3) 

Gal(~l-4)GlcNAc(~l-6) 

Gal(~l-4)Glc IV6aNeuAcnlcOse6 [33] 
J 

NeuAc(a2-6)Gal(~l-4)GlcNAc(~l-3) 

[33] Tarrago et al. (1988) 



(Série Lacto-N-nêohexaose suite) 

STRUCTURE NOH TRIVIAL NOMENCLATURE REFERENCE 

NeuAc(a2-6)Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6) 
~al(1Jl-4)Glc IV' 6aNeuAcnLcOse6 [29] 
J 

Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-3) 

Fuc(al-3) 

Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6) 
Gal UH-4)Glc Iv6aNeuAciii' 3aFucnLcOse

6 [8] 
J 

NeuAc(a2-6)Gal(Pl-4)GlcNAc(IJl-3) 
1 

~ 
0 

Fuc (al-3) 

Fuc(al-2)Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6) 
Gal(Pl-4)Glc IV6aNeuAciii' 3aFuc 
J IV' 2Fucnlc0se6 NeuAc(a2-6)Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-3) [8] 

NeuAc(a2-6)Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6) 
Gal(Pl-4)Glc Iv6aNeuAciV' 6aNeuAcnlcOse6 [18] 
J 

NeuAc(a2-6)Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-3) 



SERIE para LACTQ-N-HEXAOSE 

STRUCTURE NOH TRIVIAL NOMENCLATURE REFERENCE 

Fuc(al-3) Fucosyllacto-N-
Gal(~l-3)GlcNAc(~l-3)Gal(Pl-4)GlcNAc(~l-3)Gal(~l-4)Glc hexaose lia III 3aFucplc0se6 [26] 

Fuc (al-4) Fucosyllacto-N-
Gal(~l-3)GlcNAc(~l-3)Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)Glc hexaose Illb V4aFucplc0se6 [26] 

Fuc(al-4) Fuc(al-3) 

Ga1(~1-3)GlcNAc(~l-3)Gal(~l-4)GlcNAc(~l-3)Ga1(~1-4)Glc III 3aFucV4aFucplc0se6 [34] ~ -
1 

Fuc(al-4) Fuc(al-3) Fuc(al-3) 

Gal(~l-3)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)Glc I3aFuciii 3aFucV4aFucplc0se6 [26] 

Fuc(al-4) Fuc(al-3) 

Fuc(a1-2)Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)Glc III3aFucV4aFucV2aFucplcOse6 [35] 

[34] Yamashita et al. (1977b); [35] Strecker et al. (1988) 



SERIE para LACTG-N-NEOHEXAOSE 

STRUCTURE NOH TRIVIAL 

Fuc(al-3) Fuc{al-3) 
Gal(Pl-4)~1cNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)~1cNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)Glc 

Fuc(al-3) Fuc(al-3) Fuc(al-3) 
Gal(Pl-4)~lcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)~lcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)Glc 

NOMENCLATURE 

III 3aFucv3aFucpnlcOse6 

I3aFuciii 3aFucv3aFucpnlcOse6 

REFERENCE 

[34] 

[26] 

,J::J. 
N 



SERIE LACTQ-N-QCTAOSE 

STRUCTURE NOH TRIVIAL 

Fuc(al-3) 
Ga1(~1-4)GlcNAc(~l-3)Ga1(~1-4)GlcNAc(~l-6) 

Ga1(~1-3)GlcNAc(~l-3) 

Fuc(al-3) Fuc(al-3) 
Gal(~l-4)~1cNAc(Pl-3)Ga1(~1-4)~1cNAc(Pl-6) 

Ga1(~1-3)GlcNAc(Pl-3) 

Fuc(al-3) 
Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6) 

Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3) 
Fuc (al-4) 

J 

[36] Tachibana et al. (1978) 

Ga1(~1-4)Glc Fucosyllacto-N-octaose 
J 

~al(Pl-4)Glc Difucosyllacto-N-octaosel 
J 

Gal(Pl-4)Glc Oifucosyllacto-N-octaosell 
J 

NOMENCLATURE REFERENCE 

III• 3aFucLc0se8 [25] 

III' 3aFucV• 3aFucLc0se8 [36] ~ 

III 4aFuciii• 3aFucLc0se8 [36] 



(Sér;e Lacto-N-octaose su;te) 

STRUCTURE 

Fuc(al-3) Fuc(al-3) 

Gal(et-4)~lcNAc(et-3)Gal(et-4)~lcNAc(et-6) 
Gal (JH-4)Glc 
J 

Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3) 
Fuc (al-4) 

J 

Fuc(al-3) 

Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6) 
Gal (Pl-4)Glc 
J 

NeuAc(a2-3)Gal(el-3)GlcNAc(Pl-3) 
Fuc(al-4) 

J 

[37] Kitagawa et al. (1991b) 

NOH TRIVIAL 

Trifucosyllacto-N-octaose 

NOHENCLATURE REFERENCE 

III 4aFuciii' 3aFuc 
v• 3aFucLcüse8 [36] 

III 4aFuciV3aNeuAcV' 3aFucLc0se8 [37] 

~ 
~ 



SERIE LACTo-N-NEOOCTAOSE 

STRUCTURE NOH TRIVIAL NOMENCLATURE REFERENCE 

Fuc(al-3) 

Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6) 
êal(Pl-4)Glc Fucosyllacto-N-néooctaose III' 3aFucnLcOse8 [25] 
J 

Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-3) 

Fuc(al-4) Fuc(al-3) 

Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6) 
Gal(Pl-4)Glc Difucosyllacto-N-néooctaosel III' 3aFucV' 4aFucnLc0se8 [36] 
J 

Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-3) 
1 

~ 
0'1 

Fuc(al-3) 

Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6) 
~al(Pl-4)Glc Difucosyllacto-N-néooctaosell III3aFuciii' 3aFucnLcOse8 [36] 
J 

Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-3) 
Fuc(al-3) 

J 

Fuc(al-4) Fuc(al-3) 

Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6) III 3aFuciii' 3aFuc 

Gal(Pl-4)Glc Trifucosyllacto-N-néooctaose v• 4aFucnLc0se8 [36] 
J 

Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-3) 
Fuc(al-3) 

J 



SERIE iso LACTG-N-QCTAOSE 

STRUCTURE 

Fuc(al-4) Fuc(al-3) 

Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6) 
~al(Pl-4)Glc 
J 

Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3) 

Fuc(al-3) 

Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6) 
~al(Pl-4)Glc 
J 

Fuc(al-2)Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3) 

Fuc(al-3) 

Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3)Gal(P1-4)GlcNAc(P1-6) 
~al (Pl-4)Glc 
J 

NeuAc(a2-3)Gal(P1-3)GlcNAc(Pl-3) 
Fuc(al-4) 

J 

NOH TRIVIAL NOMENCLATURE 

III' 3aFucV' 4aFucilcOse8 

IV2aFuciii' 3aFuciLc0se8 

III 4aFuciV3aNeuAciii' 3aFucilcOse8 

REFERENCE 

[28) 

[28] 

[37] 

~ 

"' 1 



(Sér;e iso lacto-N-octaose su;te) 

STRUCTURE 

Fuc(al-4) 

Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3)Gal{Pl-4)GlcNAc(Pl-6) 
Gal{Pl-4)Glc 
J 

NeuAc (a2-3) Gal (JH-3)GlcNAc(Pl-3) 
J 

Fuc(al-4) 

Gal(Pl-3)GlcNAc{Pl-3)Gal(Pl-4)GlcNAc(pl-6) 
Gal (JH-4)Glc 
J 

NeuAc(cx2-3)Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3) 
Fuc(al-4) 

J 

NOH TRIVIAL NOMENCLATURE 

III 4aFuciV3aNeuAcV• 3aFucilcOse8 

III 4aFuciV3aNeuAcilc0se8 

REFERENCE 

[37] 

[37] 

~ ....... 
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Il - ETUDES BIOLOGIQUES DES GLUCIDES DU LAIT DE FEMME 

La signification biologique qui, très tôt, a été attribuée au 

lait de Femme est 1•activité bifidigène. 

Puis, quand MONTREUIL ( 1955) et KUHN ( 1958) démontrèrent 

,.hétérogénéité de la fraction glucidique du lait maternel, une question 

fut rapidement soulevée quelle est 1•origine de ces nombreux 

oligosaccharides? Une première relation métabolique est établie avec le 

lactose par MONTREUIL et MULLET (1959, 1960), qui constatent 1•évolution 

en sens inverse des taux de 1 ac tose et de gyno 1 ac tose au cours de 1 a 

lactation. Plus tard, des tentatives de relation avec les nucléotides de 

transfert, glycoprotéines et glycolipides du lait resteront 

infructueuses (GRIMMONPREZ, 1971, 1972, 1977). 

Ac tue 11 ement, i 1 est étab 1 i que 1 e métabo 1 i sme de ces 

oligosaccharides du lait de Femme est en relation avec celui des 

substances à activité de groupe sanguin. Toutefois, en plus d•être 

porteurs de déterminants de groupe sanguin, ces glucides peuvent 

présenter des structures identiques à celles des glycannes des 

glycoprotéines ou glycolipides présents à la surface de cellules 

tumorales. 

A - ACTIVITE BIFIDIGENE 

L1 allaitement au sein est reconnu comme bénéfique pour la santé 

de 1•enfant car il diminue considérablement la mortalité infantile. 

Suivant le mode d•alimentation, la flore intestinale du 

nourrisson diffère : 

* En cas d•alimentation au sein, la flore bifide est prédominante. Il y 
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a en effet 30 fois plus de bifides que d'autres germes et il n'y a pas 

de bacilles anaérobies Gram négatifs (Gram (-)). 

* En cas d'alimentation artificielle, les bifides sont peu nombreux et 

ne représentent que 1% de la flore totale. Le nombre de coliformes est 

très important et les anaérobies Gram (-) sont présentes en grande 

quantité (HAENEL et ol., 1970). 

L'effet protecteur du bifide s'ajoute à celui de nombreuses 

substances présentes dans le lait de Femme le lysozyme, la 

lactotransferrine et les immunoglobulines (IgA de sécrétion ayant une 

activité antivirale et antibactérienne). Dans le lait maternel, le 

gy no 1 ac tose de POLONOVSKI et LES PAGNOL ( 1930) serait res pons ab 1 e de 

l'activité bifidigène. 

1) Origine des travaux 

En 1900, les premiers travaux de liSSIER et de MORO montrent que 

les selles de nourrissons alimentés au lait de Femme sont caractérisées 

par la prépondérance d'une bactérie anaérobie particulière appelée 

Bacillus bifidus communis, puis Lactobacillus bifidus et récemment 

Bifidobacterium bifidum tandis que les selles de nourrissons alimentés 

au lait de Vache en sont dépourvues. D'autre part, les taux de mortalité 

et de morbidité sont plus faibles chez les enfants nourris au sein que 

chez les enfants nourris au lait de Vache. 

A partir de ces deux observations est émise l'hypothèse d'une 

relation entre la flore bifide et la résistance du nourrisson, en 

particulier la protection du nourrisson vis-à-vis des infections 

intestinales. En effet, Lactobacillus bifidus, en décomposant le lactose 

en acide lactique et acide acétique, provoque une diminution du pH du 

milieu intestinal et des matières fécales et protègerait ainsi le 
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nourrisson en s'opposant à la prolifération des germes pathogènes 

exogènes, sensibles aux pH acides. 

En 1926, SCHONFELD démontre l'existence d'un facteur de 

croissance pour Lactobacillus bifidus dans le lait de Femme. Ce facteur 

se trouve comme le lactose dans la fraction non protéique du petit lait 

et n'est ni de nature minérale, ni de nature lipidique. 

En 1957, PETUELY at tri bue cet effet bi fi di gène à une substance 

thermo 1 ab ile, 1 e 1 ac tu 1 ose, disaccharide constitué de ga 1 ac tose et de 

fructose. Toutefois, cette activité bifidigène mise en évidence in vivo 

n'est pas reproductible in vitro. De plus, ce lactulose n'existe pas à 

l'état libre dans le lait, mais résulte de la transformation du lactose 

par chauffage du lait en milieu légèrement alcalin. 

En 1954, GYORGY et ses collaborateurs isolent une souche 

Lactobacillus bifidus variant Pennsylvanicus (var. Penn.) ne proliférant 

qu'en présence de lait de Femme (GYORGY et al., 1954a,b,c; GAUHE et al., 

1954). Ces auteurs attribuent alors l'effet bifidigène de ce lait au 

"Gynolactose". 

2) Identification des facteurs bifidigênes 

Les facteurs bifidigènes sont des facteurs de croissance 

nécessaires au développement des Bifidobactéries. Les différents types 

de facteurs de croissance sont définis par leur capacité à stimuler 

spécifiquement une espèce de Bifidobactéries. 

a - Quelques rappels sur Lactobacillus bifidus 

Ce bacille, décrit pour la première fois par liSSIER en 1900 

dans les selles de nourrissons alimentés au lait de Femme, est un 
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bacille Gram positif (Gram(+)), immobile, asporulé et non cilié, de 2 à 

5 ~rn de long et de 0,5 à 0,7 ~rn d'épaisseur. Son nom vient de la forme 

en deux branches, V ou Y, qu • i l mont re dans certaines conditions. I 1 

possède une morphologie très variable (petite et régulière, longue avec 

des renflements distaux, incurvée ..• ). 

Lactobacillus bifidus est une bactérie anaérobie stricte dont la 

sensibilité à l'oxygène peut toutefois va ri er se 1 on les souches. Il 

existe en effet une certaine tolérance à l'oxygène en présence de co2• 

Comme la plupart des bactéries d'origine humaine, Lactobacillus bifidus 

possède une température optimale de 3rc et un pH optimal de 7. Sa 

croissance n'est plus détectable lorsque la température est inférieure à 

20°C et que le pH est inférieur à 5 ou supérieur à 8. 

b - Existence de plusieurs groupes de facteurs bifidigênes 

MORO (1907) et SCHONFELD (1926) ont montré qu'il existait dans le 

1 ait de Femme écrémé des constituants provoquant 1 a croissance des 

Bifidobactéries. Ces facteurs bifidigènes sont de nature complexe et il 

a fallu plus de vingt ans pour les identifier. En effet, Lactobacillus 

bifidus var. a, retrouvé essentiellement chez l'adulte, nécessite des 

facteurs de croissance de nature protéique alors que Lactobacillus 

bifidus var. b, décrit chez l'enfant, nécessite des facteurs de 

croissance de nature oligosaccharidique, les facteurs de croissance d'un 

variant ne permettant pas forcément la croissance de l'autre. 

Outre le lactulose ou facteur de PETUELY (1957) auquel RAYNAUD 

(1959) a refusé le nom de facteur de croissance, trois groupes de 

facteurs sont décrits dans la littérature : 

* 1 es o 1 i gosacchari des contenant de 1 a N-acéty 1 g 1 ucosami ne ou LBFl 

(Lactobacillus bifidus Factor 1) de GYORGY, 
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* les peptides obtenus par digestion enzymatique de caséines, ou BF2 ou 

facteur de RAYNAUD (1959), 

* des constituants divers. 

Seul le premier de ce trois groupes de facteurs sera développé. 

3) Le facteur bifidigêne (LBfl) de GYORGY 

a - Mise en évidence 

L1 identification des facteurs bifidigènes de nature 

oligosaccharidique débute avec la découverte par GYORGY et al. en 1954 

(1954a) de la souche Lactobacillus bifidus var. Penn., souche variante 

ne proliférant qu•en présence de lait de Femme. Ce facteur n•est ni 

détruit, ni altéré par la chaleur. GYORGY et al. (1954b) montrent que 

1 es 1 a its d • espèces v a ri ées et les sée rét ions humai nes en sont des 

sources naturelles (colostrum de Femme et colostrum de Ratte, puis lait 

de Femme et lait de Ratte par ordre d•activité décroissante). Les laits 

de ruminants sont faiblement actifs, mais il existe toutefois une 

concentration appréciable de facteurs de croissance dans le colostrum de 

Vache. 

Les facteurs bifidigènes des lait et colostrum humains sont de 

deux types (GYORGY et al., 1954c): 

* les uns, de faible masse moléculaire, correspondent aux 

oligosaccharides dialysables du lait et représentent 40 à 75% de 

1•activité totale. 

* les autres, de masse moléculaire élevée, se classent dans les 

polyosides de groupe sanguin et mucines. Ils correspondent aux 

o 1 i gosacchari des non-di a lys ables du lait et représentent 25 à 60% de 

1•activité totale. 



- 53 -

b - Relation structure 1 activité bifidigêne 

Les études de KUHN et GYORGY sur la souche Lactobacillus bifidus 

var. Penn. ont démontré que le gynolactose, mélange complexe 

d•oligosaccharides neutres et acides, était le support de 1•activité 

bifidigène du lait de Femme. 

GAUHE et al. ( 1954) émettent 1• hypothèse que seu 1 s 1 es 

o 1 i gosacchari des azotés, c • est-à-di re contenant de 1 a N-acéty 1-

glucosamine, ont une activité bifidigène, hypothèse confirmée par GYORGY 

& ROSE en 1955 (1955a,b). Toutefois, la présence de N-acétylglucosamine 

ne suffit pas à 1•expression de l'activité. En effet, les 

oligosaccharides sialylés, contenant donc de l•acide-N-acétyl

neuraminique, sont inactifs sur la souche Lactobacillus bifidus var. 

Penn. (Tableau III, p. 54) (NICOLA! et al., 1972; GYORGY et al., 1974). 

Mais si ces oligosaccharides sont traités par une neuraminidase, la 

croissance des Bifidobactéries est alors fonction de la quantité de 

N-acétylglucosamine. 

Diverses études ont été réalisées pour établir 1•importance de la 

N-acétylglucosamine dans 1•activité bifidigène. T()IARELLI et al. (1954) 

isolent, après hydrolyse douce de mucine de Porc, un disaccharide 

fortement actif composé de galactose et de N-acétylglucosamine : il 

s'agit de la N-acétyllactosamine Gal(~l-4)GlcNAc. Ces résultats sont 

confirmés par les travaux de ZILLIKEN et al. (1955b,c). Ces auteurs 

constatent que la N-acétylglucosamine libre est peu efficace par rapport 

à la N-acétyllactosamine. De la même façon, le lacto-N-néotétraose 

présente une activité bifidigène supérieure à celle du lacto-N-tétraose, 

car il possède, contrairement au second, un résidu de N-acétyl

lactosamine. 

Par la suite, de nombreux travaux ont été réalisés à l 1 aide de 
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Tableau III : Relation structure/activité bifidigêne des 
Oligosaccharides du lait de Femme 

NOMENCLATURE STRUCTURE 

Oligosaccharides neutres dépourvus d'azote 

Lactose Gal(~l-4)Glc 

2'Fucosido-lactose Gal(~l-4)Glc 
Fuc(al-2)J 

3 Fucosido-lactose Gal(~l-4)Glc 
Fuc(al-3)J 

Lactodifucotétraose Gal(~l-4)Glc 
Fuc(al-2)J Fuc(al-3)J 

Oligosaccharides neutres azotés 

Lacto-N-tétraose 

Lacto-N-néotétraose 

Lacto-N-fucopentaose I 

Lacto-N-fucopentaose II 

Lacto-N-difucohexaose 

Gal(~l-3)GlcNAc(~l-3)Gal(~l-4)Glc 

Gal(~l-4)GlcNAc{~l-3)Gal(~l-4)Glc 

Gal(~l-3)GlcNAc(~l-3)Gal(~l-4)Glc 
Fuc(al-2)J 

Gal(~l-3)GlcNAc(~l-3)Gal(~l-4)Glc 
Fuc(al-4 )J 

Gal(~l-3)GlcNAc(~l-3)Gal(~l-4)Glc 
Fuc(al-2)J Fuc(al-4)J 

Oligosaccharides acides azotés et non azotés 

ACTIVITE 
BIFIOIGENE 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(+++) 

(+++) 

(+++) 

(+++) 

(+++) 

3'Sialyllactose Gal(~l-4)Glc (-) 
NeuAc (a2-3)J 

6'Sialyllactose Gal(Pl-4)Glc (-) 
NeuAc(a2-6)J 

Sialyllacto-N-tétraose A Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3)Gal(~l-4)Glc (-) 
NeuAc(a2-3)J 

Sialyllacto-N-tétraose B Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)Glc (-) 
NeuAc(a2-6)J 

Sialyllacto-N-tétraose C Gal(Pl-3)GlcNAc{Pl-3)Gal(Pl-4)Glc (-) 
NeuAc(a2-6)J 

Disialyllacto-N-tétraose Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)Glc (-) 
NeuAc(a2-3)J NeuAc(a2-6)J 
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dérivés de la 0-glucosamine, afin d'étudier leurs activités bifidigènes 

respectives. ROSE et al. (1954) et ZILLIKEN et al. (1955d) constatent 

que les méthyl-, éthyl- et n-propyl-N-acétyl-P-0-glucosaminides sont des 

facteurs de croissance pour Lactobacillus bifidus var. Penn. alors que 

1 es anomères ex correspondants sont inactifs. 0 • après GYORGY & ROSE 

(1955a), les éthyl- et propyl-N-acétyl-P-0-glucosaminides, plus actifs 

que le dérivé méthylé, ont une activité comparable à la N-acétyl

lactosamine. O'BRIEN et al. (1960) et LAMBERT et al. (1965a,b) ont 

démontré, en utilisant des composés synthétiques marqués dérivés de la 

N-acétylglucosamine, que celle-ci est incorporée dans la muréine de la 

paroi. Ceci expliquerait la différence d'activité entre la 

N-acéty 1 g 1 ucosami ne 1 i bre et ses dérivés, 1 a N-acéty 1 g 1 ucosami ne 1 i bre 

étant rapidement convertie en fructose-6-phophate lui-même métabolisé en 

acétate et lactate. Sa disparition rapide serait alors défavorable à son 

incorporation dans la paroi. 

Toutefois, toutes ces études n'ont été réalisées que sur 

Lactobacillus bifidus var. Penn., souche qui a perdu la capacité de 

synthétiser la glucosamine. En effet, d'autres facteurs de croissance 

sont nécessaires pour les souches habituelles, en particulier le facteur 

de RAYNAUD (RAYNAUD, 1959; RAYNAUD et BIZZINI, 1971) ou LBF2 de nature 

protéique. 

4) Conclusion 

Les facteurs bifidigènes sont de nature complexe puisque les 

différents variants de Lactobacillus bifidus requièrent des facteurs de 

croissance différents. Le variant b, retrouvé chez l'enfant, nécessite 

des facteurs de croissance de nature oligosaccharidique. Ces facteurs 

sont des substances dérivées de la 0-glucosamine. 
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Les qualités du lait de Femme en font un aliment de choix pour le 

nourrisson. Ainsi, beaucoup de travaux ont été réa 1 i sés en vue de 

materniser les autres laits, en particulier, le lait de Vache 

(MONTREUIL, 1971; ROMOND et al., 1980). 

B - RELATION AVEC LES SUBSTANCES A ACTIVITE DE GROUPE SANGUIN 

La biosynthèse des oligosaccharides du lait de Femme est en 

relation étroite avec celle des substances à activité de groupe sanguin. 

En effet, ces glucides libres du lait peuvent présenter des structures 

chimiques identiques à celles de la partie glucidique terminale des 

substances de groupe sanguin. 

1) Les substances spécifiques de groupe sanguin 

Nous nous 1 imiterons dans cette brève revue aux antigènes de 

groupe sanguin des systèmes ABH et Lewis puisque ce sont 1 es seu 1 s 

déterminants rencontrés dans le lait de Femme. 

a - Structure 

Les substances à activité de groupe sanguin sont très riches en 

sucres. Ce sont des glycolipides et glycoprotéines associés aux 

membranes ou excrétés sous forme soluble dans divers produits de 

sécrétion comme le suc gastrique, le lait, l'urine et le méconium. 

Les spécificités sérologiques caractérisant les systèmes ABO, H 

et Lewis sont associées à la structure chimique de l'extrémité terminale 

non réductrice des chaînes glycanniques de ces glycoconjugués. Quatre 
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monosaccharides entrent toujours dans la composition de ces glycannes : 

le galactose, le fucose, la N-acétylglucosamine et la N-acétyl

galactosamine. 

La structure des différents déterminants de groupe sanguin est 

élucidée par des méthodes enzymatiques, chimiques et par des tests 

d•inhibition d•agglutination et de précipitation, en utilisant les 

oligosaccharides du lait de Femme dont les structures sont connues (voir 

LLOYD et al., 1967, 1968a,b et revues de WATKINS, 1966a,b; 1972; KABAT, 

1970; MORGAN, 1970). 

Les épitopes de groupe sanguin sont donc des épitopes 

oligosaccharidiques dont la structure générale est la suivante (ORIOL et 

oZ., 1986) : 

Gal (a1-3)'-• _ 

Ga1Nac(a1-3)/ t 
Fuc(a1-2) 

• - R 

t 
Fuc(a1-3/4) 

Les deux carrés (.) représentent la chaîne disaccharidique 

précurseur. Ces chaînes précurseurs sont actuellement au nombre de six : 

* Type 1 Gal(~1-3)GlcNAc(~1-)R 

* Type 2 Gal(~1-4)GlcNAc(~1-)R 

* Type 3 Gal(~l-3)GalNAc(Pl-)R 

* Type 4 Gal(~1-3)GalNAc(P1-)R 

* Type 5 Gal(~1-3)Gal{~l-)R 

* Type 6 Gal(~l-4)Glc(~l-)R 

Seuls les types 1,2 et 6 existent dans le lait de Femme. 

Chaque chaîne précurseur peut recevoir un premier résidu de 

fucose en a-1,2 sur le galactose terminal pour former le déterminant H 

(voir Tableau IV, p. 58). Ces structures peuvent ensuite recevoir un 

résidu de N-acétylgalactosamine ou de galactose en a-1,3 pour former les 

épitopes A et B, respectivement. Eventuellement, ces structures ABH 
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Tableau IV : Principales structures glucidiques porteuses de 
déterminants antigêniques ABO et Lewis 

DETERMINANT STRUCTURE PRECURSEUR 

H Fuc(a1-2)Gal(~1-3/4)GlcNAc-R Type 1 ou 2 

A GalNAc{a1-3)Gal(~1-3/4)GlcNAc-R Type 1 ou 2 
Fuc(a1-2)J 

B Gal(a1-3)Gal(~1-3/4)GlcNAc-R Type 1 ou 2 
Fuc(a1-2)J 

Le a Gal(~1-3)GlcNAc-R 
Fuc(a1-4)J 

Type 1 

Leb Fuc(a1-2)Gal(~1-3)GlcNAc-R Type 1 
Fuc(a1-4)J 

Lex Gal(~1-4)GlcNAc-R 
Fuc(a1-3)J 

Type 2 

LeY Fuc(a1-2)Gal(~1-4)GlcNAc-R 
Fuc(a1-3)J 

Type 2 

i Gal(~1-4)GlcNAc(~1-3)Gal(~1-) Type 2 

Gal(~1-4)GlcNAc(~1-6)1 
1 Gal(~1-) Type 2 

Gal(~1-4)GlcNAc{~1-3)J 



- 59 -

peuvent être transformées par addition d'un second résidu de fucose en 

a-1,3 ou a-1,4 sur le second sucre de la chaîne précurseur pour former 

les structures ABH difucosylées qui, sur les chaînes de type 1 sont 

appelées ALeb, BLeb et Leb et sur les chaînes de type 2 sont appelées 

ALeY, BLeY et LeY. L'addition de ce dernier résidu de fucose directement 

sur les chaînes précurseurs de type 1 ou de type 2 aboutit aux antigènes 

Lea et Lex, respectivement. Ces structures Lewis monofucosylées ne 

peuvent pas être transformées par la suite en antigènes ABH (WATKINS, 

1980). De la même manière, l'addition d'acide N-acétylneuraminique en 

a-2,3 sur le galactose terminal des chaînes précurseurs, de type 1 ou de 

type 2, empêche toute transformation de ces structures en antigènes ABH. 

Cependant, ces substances sialylées peuvent être des accepteurs pour le 

transfert de résidu de fucose en a-1,3 ou a-1,4 sur la N-acétyl

glucosamine. Ces structures Lewis mono- et difucosylées ont seulement 

été décrites pour les chaînes de type 1 et 2. 

b - Génétique des groupes sanguins 

Les antigènes relatifs aux groupes sanguins sont de nature 

glucidique. La biosynthèse de ces épitopes glycanniques est réalisée par 

l'intervention de plusieurs glycosyltransférases spécifiques (voir 

revues de GINSBURG, 1972 et WATKINS, 1966a, 1970). Chacune d'elles, en 

additionnant l'unité monosaccharidique correspondante, contribue à 

former les glycolipides et glycoprotéines de groupe sanguin (CLAUSEN & 

HAK()1()RI , 1989) . 

Chaque enzyme est codé par différents gènes pouvant être 

localisés à différents endroits du génome (voir revue de WATKINS, 1987). 

Par conséquent, les antigènes glucidiques ont un contrôle génétique plus 
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complexe que les antigènes polypeptidiques. En 1987, ORIOL propose un 

co nt rô 1 e de 1• expression des antigènes ABH en re 1 at ion avec 1• origine 

embryonnaire du tissu. 

Puisque la synthèse des glycannes nécessite la participation de 

plusieurs enzymes, et, par conséquent, de plusieurs gènes (voir revues 

de FEIZI, 1990 et ORIOL, 1990), le concept classique 11 Un gène 1 un 

antigène .. ne peut être appliqué aux déterminants glucidiques. 

Chaque enzyme utilise un substrat accepteur spécifique. 

Cependant, dans certains cas, il y a .. redondance .. , c•est-à-dire que 

plusieurs enzymes peuvent catalyser le transfert d•un même résidu 

monosacchari di que sur 1 e même accepteur. Dans d • a ut res cas, il y a 
11 dégénérescence 11 de la spécificité de 1•enzyme : un seul enzyme peut 

utiliser deux substrats récepteurs différents et peut alors générer deux 

épitopes différents. 

1° Les a-2-fucosyltransférases 

En catalysant le transfert d•un résidu de fucose en a-1,2 sur le 

galactose terminal de la chaîne glycannique précurseur, les a-2-fucosyl

transférases génèrent le déterminant antigénique H. 

20 % de la population n•expriment pas les antigènes ABH dans la 

salive et sont dits 11 non-sécréteurs 11
• Au contraire, les 80% restant de 

la population, dits .. sécréteurs .. , expriment les antigènes ABH dans leur 

salive. 

Deux modèles génétiques pour 1•expression de 1•antigène H ont été 

proposés : 

- Le modèle comportant un seul gène structural : H 

Tous les globules rouges expriment les antigènes ABH, à 
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l'exception de ceux des rares individus décrits à Bombay en 1952 (BHENDE 

et al.). Ces individus, dits H-déficients ou de phénotype Bombay, sont 

en général également dépourvus de déterminant H dans leur salive. 

L'enzyme responsable de la formation de l'antigène H au niveau 

des globules rouges est codé par le gène H. Ce gène est situé sur le 

chromosome 19 et présente un allèle actif H et un allèle muet h. 

La présence de l'antigène H dans la salive est connue pour être 

sous le contrôle du gène sécréteur Se, locus dimorphique consistant en 

un allèle actif Se et un allèle muet se. 

En 1955, LEVINE et al. décrivent une famille H-déficiente dans 

laquelle un enfant sécréteur ABH est issu d'un père non-sécréteur et 

d'une mère de phénotype Bombay non-sécréteur. Pour expliquer ce 

phénomène sans remettre en question la paternité, il est nécessaire que 

la mère ait un gène sécréteur muet, régulateur, non exprimé à cause de 

l'absence du gène structura 1 H, pui squ • e 11 e est de phénotype Bombay 

(h/h). Le gène muet chez la mère serait alors pleinement exprimé chez 

l'enfant qui a hérité du gène structural H normal. 

Ainsi, ce gène sécréteur Se a longtemps été considéré comme un 

gène régulateur de l'expression du gène H dans les sécrétions seulement. 

Plus tard, l'analyse génétique de nombreuses autres familles de 

phénotype Bombay devait montrer que cette famrnille décrite par LEVINE et 

al. était ùne exception. Dans ce cas, ORIOL et al. (1981) conclurent à 

1 a non paternité. En effet, toutes 1 es autres familles répondent à un 

autre modèle génétique consistant en deux gènes de structure H et Se. 

De plus, ce phénotype H-déficient découvert à Bombay (en Inde) a 

ensuite été décrit à Natal {en Afrique du Sud), puis à l'île de la 

Réunion (GERARD et al., 1982; LE PENDU et al., 1983a). Deux variants de 

phénotype H-déficient ont été trouvés à la Réunion : 

- un variant d'origine indienne, identique au phénotype Bombay, 
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avec une complète déficience en antigène H, 

- un variant décrit parmi les familles blanches, avec une 

délétion partielle de l'antigène H et appelé phénotype de la Réunion et 

appartenant à la série des phénotypes para-Bombay (LE PENDU et al., 

1983b). 

La ségrégation des deux gènes Se etH dans toutes ces familles étudiées 

confirme que le modèle génétique comportant deux gènes de structure (Se 

et H) est plus approprié que le modèle classique proposé par MORGAN et 

WATKINS (voir revue de WATKINS, 1980) comportant un seul gène structural 

H et deux gènes de régulation, Se pour la salive et Z pour les globules 

rouges. 

- Le modèle comportant deux gènes de structure : H et Se 

En 1965, SOLOMON et al. décrivent une famille déficiente en 

antigène H au niveau des globules rouges, mais sécrétant normalement cet 

antigène dans la salive. Ce nouveau phénomène, répertorié comme 

H-déficient sécréteur, suggère que l'expression de l'antigène H au 

niveau des globules rouges et dans la salive est sous des contrôles 

génétiques différents. Ainsi, un nouveau modèle génétique est proposé 

(ORIOL et al., 1981) comportant deux gènes structuraux étroitement liés 

H et Se, chacun codant pour une a-2-fucosyltransférase différente. 

D'après ce modè 1 e, 1 a descendance d'un coup 1 e non sécréteur (se/ se x 

se/se) ne pourra être que non-sécréteur indépendemment du génotype H des 

parents. 

De plus, les différences stéréochimiques existant entre les 

chaînes précuseurs de type 1 et de type 2 suggèrent que les a-2-

fucosyltransférases responsables des antigènes H de type 1 et H de type 

2 sont différentes (LEMIEUX, 1978). En effet, l'accessibilité du carbone 

2 du galactose terminal est tout à fait différente dans les deux types 
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de chaînes glucidiques précurseurs. Dans la chaîne de type 1 (Gal~1-3) 

GleNAc-), le carbone 2 du galactose terminal est masqué par le 

groupement N-acétyl de la N-acétylglucosamine. Dans la chaîne de type 2 

(Gal(~1-4)GlcNAc-), il est au contraire tout à fait accessible. 

Dans ce modèle à deux gènes de structure, les deux loci sont 

étroitement liés sur le chromosome 19. Le gène H code pour l•a-2-

fucosyltransférase exprimée au niveau des globules rouges et le gène Se 

code pour l•a-2-fucosyltransférase exprimée dans les glandes salivaires. 

En règle générale, les cellules exprimant 1•enzyme produit par le 

gène Se possèdent des antigènes H de type 1 et de type 2, tous deux sous 

contrôle du gène Se, alors que les cellules exprimant le produit du gène 

H possèdent uniquement des antigènes de type 2. En effet, il n•est pas 

surprenant que 1•enzyme codée par le gène Se, attendu pour favoriser les 

chaînes de type 1, puisse aussi ut il i ser les chaînes de type 2 comme 

accepteur puisque celles-ci offrent un meilleur accès au site réactif de 

1• enzyme. 

L•existence de ces deux a-2-fucosyltransférases distinctes, H et 

Se, a été confirmée par la suite dans plusieurs laboratoires (KUMAZAKI & 

YOSHIDA, 1984; BETTERIDGE & WATKINS, 1985; LE PENDU et al., 1985). 

2° Les a-3-jucosyltransférases 

Quatre a-3-fucosyltransférases sont actuellement décrites (voir 

revue de HACHER et al., 1991) : 

- l'a-3-fucosyltransférase myéloïde présente dans les leucocytes et le 

cerveau. Elle transfère le fucose sur les chaînes de type 2 non 

sialylée, 

- l'a-3-fucosyltransférase de type plasma (SCHENKEL-BRUNNER et al., 

1972) présente dans le sérum ou le plasma et dans le foie. Première 
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a-3-fucosyltransférase décrite, elle transfère le fucose sur les chaînes 

de type 2, sialylées ou non, 

- l'a-3/4-fucosyltransférase ou Lewis fucosyltransférase présente dans 

les sécrétions exocrines tels le lait (PRIEELS et al., 1981) et la 

salive (JOHNSON et al., 1981). Elle peut transférer un résidu de fucose 

sur les chaînes de type 1 et de type 2, et sur les antigènes H sialylés. 

Cet enzyme, codé par 1 e gène Le, est responsab 1 e de 1 a formation des 

déterminants Lewis dans le lait de Femme. Le gène Le, polymorphique, est 

également localisé sur le chromosome 19, 

- l'a-3-fucosyltransférase du poumon. Celle-ci n'a été décrite que dans 

les lignées cellulaires cancéreuses du poumon humain. 

MOLLICONE et al. (1990) ont étudié la spécificité des accepteurs 

et la distribution tissulaire des trois premiers types de 

a-3-fucosyltransférase. 

3° Les interactions épistatiques 

Plusieurs systèmes génétiques polymorphiques participent à la 

synthèse des déterminants à activité de groupe sanguin. L'expression de 

certains de ces antigènes résulte de l'interaction entre les produits de 

deux gènes, chaque gène codant pour une fucosyl transférase différente 

(voir revue de ORIOL, 1980). 

En effet, la formation de la substance H est une étape 

intermédiaire nécessaire à la formation des substances de groupe A et B. 

De 1 a même mani ère, 1 es antigènes Lewis résultent de l' interaction des 

produits du gène Se {a-2-fucosyltransférase) et du gène Le (a-3/4-

fucosyltransférase). Ces deux gènes ont chacun un allèle actif et un 

allèle muet et les combinaisons de ces quatre allèles définissent les 

antigènes suivants : 



* Individu se/se et Le/-

Précurseur de type 1 Le a 

Précurseur de type 2 Lex 

* Individu Se/- et Le/-

Précurseur de type 1 Leb 

Précurseur de type 2 LeY 

* Individu se/se et le/le 

Précurseur de type 1 Lee 

Précurseur de type 2 I 

* Individu Se/- et le/le 

Précurseur de type 1 Led 

Précurseur de type 2 H 
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Gal(a1-3)GlcNAc-
Fuc(a1-4)J 

Gal(a1-4)GlcNAc-
Fuc(a1-3)J 

Gal(a1-3)GlcNAc-
Fuc(a1-2)Jfuc(a1-4)J 

Gal(a1-4)GlcNAc-
Fuc(a1-2)Jfuc(a1-3)J 

Gal(al-3)GlcNAc-

Gal(a1-4)GlcNAc-

Gal(a1-3)G1cNAc
Fuc(a1-2)J 

Ga1(a1-4)GlcNAc
Fuc(a1-2)J 

Ainsi les déterminants Lea, Leb, Lee et Led sont les isomères des 

déterminants Lex, LeY, I etH respectivement. 

2) Relation entre les oligosaccharides du lait de Femme et les 

substances à activité de groupe sanguin 

La présence dans le lait de Femme de certains ol igosaccharides 

est en relation étroite avec les substances à activité de groupe sanguin 

(GROLLMAN et al., 1970). En effet, il a été mis en évidence que les 

oligosaccharides présents dans les échantillons de lait individuels 

pouvaient varier en fonction du groupe sanguin du donneur. Les enzymes 

res pons ab 1 es de 1 a biosynthèse de ces o 1 i gosacchari des du 1 ait sont 

également responsables de la formation des déterminants de groupe 

sanguin. Ainsi , la présence ou 1• absence de certains o 1 i gosacchari des 

dans les échantillons de lait reflète l 1 habilité du donneur à 
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synthétiser les chaînes glycanniques des glycoconjugués membranaires et 

présents dans les sécrétions. 

En effet, les femmes .. non-sécréteurs .. (se/se) sont dépourvues de 

l•a-2-fucosyltransférase responsable de la formation du déterminant H 

dans les sécrétions. Ainsi, le lait de ces femmes ne renferme aucun 

oligosaccharide présentant le déterminant Fuc(a1-2)Gal- puisqu•elles ne 

peuvent le synthétiser (GROLLMAN et al., 1967; SHEN et al., 1968). De la 

même façon, les femmes le/le n•ont pas la a-3/4fucosyl-transférase codée 

par le gène Le et par conséquent leur lait est totalement dépourvu des 

oligosaccharides contenant ce type de liaison (GROLLMAN et al., 1969). 

Ainsi, il est possible d•isoler du lait de ces femmes certains 

oligosaccharides toujours obtenus en mélange dans le lait de Femme Se/-

et Le/- (KOBATA & GINSBURG, 1972a). 

En 1970, JARKOVSKY et al. purifient partiellement une 

fucosyltransférase du lait de Femme et en précisent les conditions 

d•action. Cet enzyme, non seulement catalyse la biosynthèse 

d•oligosaccharides à activité Lea et Leb, mais est capable de former une 

substance à activité Lewis à partir d•une glycoprotéine inactive : il 

s•agit d•une activité a-4-fucosyltransférasique. Cet enzyme est absent 

du lait des individus le/le. 

En 1981, PRIEELS et al. copurifient à partir du lait de Femme une 

a-3- et une a-4-fucosyltransférase du lait de Femme. La caractérisation 

structurale des produits de réaction indique que les enzymes forment les 

déterminants Gal (~1-3) (Fuc(a1-4)]GlcNAc, Gal (~1-4) (Fuc(a1-3)]GlcNAc- et 

Gal(~1-4)(Fuc(al-3)]Glc. L•activité a-4-fucosyl-transférasique est en 

relation avec le type Lewis du donneur alors que 1•activité 

a-3-fucosyltransférasique est présente chez tous les individus 

indépendamment du type Lewis du donneur. 
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En 1989, EPPENBERGER-CASTORI et al. parviennent à isoler une 

a-3/4-fucosyltransférase ou Lewis fucosyltransférase à 1 •état pur à 

partir du lait de Femme. Cette fucosyltransférase était contaminée par 

une a-3-fucosyltransférase de type plasma (JOHNSON & WATI<INS, 1982), 

cette dernière s•exprimant indépendamment du locus Le et ayant un 

contrôle génétique indépendant. 

3) Conclusion 

Les oligosaccharides du lait de Femme peuvent donc être porteurs 

de déterminants antigéniques relatifs aux systèmes ABH et Lewis. La 

nature de ces déterminants dépend essentiellement du phénotype du 

donneur. 

Ces glucides libres du lait de Femme ont non seulement contribué 

à élucider la structure chimique des déterminants antigéniques de groupe 

sanguin mais se sont également révélés très utiles, en qualité 

d•accepteurs, dans l 1 étude de différentes glycosyltransférases (CHESTER 

& WATKINS, 1969; KOBATA et al., 1968, 1970). 

C - RELATION AVEC LES ANTIGENES ASSOCIES AUX TUMEURS 

Ces dernières années, 1• étude des o 1 i gosacchari des du 1 ait de 

Femme a connu un regain d1 intérêt, puisqu•il a été démontré que bon 

nombre d•entre eux étaient porteurs de déterminants antigéniques 

identiques à ceux exprimés au niveau des glycoconjugués des membranes 

des ce ll u 1 es cancéreuses ou foe ta 1 es. L • apparition de ces antigènes 

glucidiques au sein des cellules cancéreuses est liée, comme nous le 

verrons plus loin, à 1•expression .. anormale .. de certaines 
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glycosyltransférases, notamment fucosyl- et sialyltransférases. Ces 

mêmes activités glycosyltransférasiques sont présentes au niveau des 

tissus de la glande mammaire, et expliquent l'apparition de ces 

oligosaccharides dans le lait de Femme. A ce titre, le lait de Femme 

représente un source appréciable pour l'isolement de ces 

oligosaccharides en quantité suffisante afin de pouvoir les utiliser par 

la suite en tant que modèles biologiques, notamment dans la production 

d'anticorps dirigés contre les antigènes tumoraux. 

Avant de décrire les antigènes glucidiques de type onco-foetal 

découverts à ce jour dans le lait de Femme, nous nous proposons de 

passer brièvement en revue les principales modifications affectant les 

chaînes glycanniques lors de la tranformation cancéreuse. 

1) Antigènes glucidiques associés aux tumeurs 

L'utilisation d'anticorps monoclonaux et de lectines a permis de 

montrer 1 'existence de nombreuses altérations au niveau des 

glycoconjugués des cellules malignes. Ces modifications, essentiellement 

dûes à des phénomènes de glycosylation abérrante, sont pour la majeure 

partie localisées à la surface de ces cellules. En effet, des 

changements profonds dans 1 a composition et 1 e métabo 1 i sme des 

glycoconjugués et plus particulièrement des glycolipides ont été 

observés non seulement au niveau des cellules transformées par des virus 

mais aussi au niveau des tumeurs spontanées incluant un grand nombre de 

cancers humains (voir revues générales de HAKOMORI, 1983, 1985a,b, 1989; 

HAKOMORI & YOUNG, 1983; SMETS & VAN BEEK, 1984; FEIZI, 1985; RITTENHOUSE 

et al., 1985; DENNIS & LAFERTE, 1987; ALHADEFF, 1989; SINGHAL & 

HAKOMORI, 1990; DUMONTET & PORTOUKALIAN, 1991). 
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Les modifications affectant la glycosylation sont essentiellement 

de 3 types : 

a - Une synthèse incomplète 

Celle-ci est due au blocage d•un ou de plusieurs glycosyl

transférases (suppression ou répression) (HAKOMORI, 1975) plutôt qu•à 

1•action de glycosidases (KEENAN & MORRE, 1973; SIDDIQUI et al., 1978; 

LEE et al., 1982). 

b - Une néosynthèse 

La synthèse des nouveaux glycannes absents des cellules normales 

est réalisée par l•activation de glycosyltransférases spécifiques 

caractéristiques des ce 11 u les tumoral es et absentes ou présentes en 

infime quantité dans 1 es ce 11 u 1 es norma 1 es correspondantes ( PUKEL et 

al., 1982; HAKOMORI & KANNAGI, 1983) (voir figures 1 et 2, p. 70 et 71). 

c - Un passage de la synthèse de glycolipides d'une série 1 une 

autre série 

Chaque type de cellule est caractérisé par un pourcentage 

déterminé des différentes séries glycolipidiques, proportion modifiée 

dans les cellules tumorales (KANNAGI et al., 1983a,b). 

La synthèse incomplète et la néosynthèse entraînent 

1 •accumulation de marqueurs glucidiques (antigènes associés aux tumeurs) 

pouvant être caractérisés par des anticorps monoclonaux. Le tableau V, 

page 73 se propose d1 illustrer quelques épitopes glycanniques de type 
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VOIE NORMALE NEOSYNTHESE 

~ 

/ ~=n Ci,-1,4-Fucosy/ation ~ 

~ 
Cl,-1,2-Fucosy/ation l 

A Lewis b B Lewis b 

J Ci. -1,4-Fucosylation 

~ewisa 

~,6-Sia/y/ation 

l Ci. -1,4-Fucosy/ation 

disialyl Lewis a 

figure 1 Synthèse normale et néosynthèse des chaînes glycanniques de 

type 1 : Gal(~1-3)GlcNAc-

(d'après SINGHAL & HAKOMORI (1990)) 

6. glucose 

0 galactose 

.Â fucose 

0 N-acétylgalactosamine 

• acide N-acétylneuraminique 

e N-acétylglucosamine 
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Lewis X Lewis Y 

1 1 
orrr- ~ 
Poly Lewis X Trimère Lewis X 

Voie normale 
branchement en~,6 

~ 
Antigène 1 

~ 1 
Antigènes 

Sialyl Lewis X 

1 
~ 

Sialyl poly Lewis X 

Figure 2 Synthèse normale et néosynthèse des chaînes glycanniques de 

type 2 : Gal(~l-4)GlcNAc-

(d'après SINGHAL & HAKOMORI (1990)) 

0 galactose 

.À fucose 

• acide N-acétylneuraminique 

e N-acétylglucosamine 
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onco-foetal reconnus par des anticorps monoclonaux. Il convient de noter 

que bon nombre de ces séquences glycanniques porteront des épitopes 

antigéniques de type Lea, Leb, Lex et LeY préalablement décrits dans les 

tableaux IV et V pages 58 et 73. Nous illustrerons plus en détail ce 

chapitre des antigènes oncofoetaux à la lumière du travail que nous 

avons réalisé sur le pseudomyxome (tumeur gélatineuse abdominale) et qui 

sera traité en dernière partie de notre thèse. 

2) Antigènes glucidiques onco-foetaux retrouvés dans le lait de Femme 

YAMASHITA et al. (1977b) ont caractérisé dans le lait de Femme le 

difucosyl para-lacto-N-néohexaose porteur du déterminant dimère Lex 

décrit sous forme de glycolipide par HAKOMORI et al. (1984) dans divers 

adénocarcinomes humains et défini par 1•anticorps monoclonal FH4 

(FUKUSHI et al., 1984a). 

Pl us récemment , au Laboratoire, dans le groupe de STRECKER, 

WIERUSZESKI et al. (1985) ont isolé et caractérisé le sialylfucopentaose 

I ou (sialyl Lea), antigène décrit également dans divers adénocarcinomes 

humains (MAGNANI et al., 1982). De la même façon, la copule 

oligosaccharidique du disialyllacto-N-tétraosylcéramide, décrite comme 

un antigène associé aux tumeurs par FUKUSHI et al. (1986) a également 

été caractérisée dans le lait de Femme sous forme d•oligosaccharide 

libre par GRIMMONPREZ & MONTREUIL (1968). 

De plus, bien d•autres oligosaccharides porteurs des déterminants 

sialyl Lea et Lex ont été décrits dans le lait de Femme (se reporter au 

tableau II récapitulatif des oligosaccharides du lait de Femme, p. 31 à 

47). 



Tableau V : Quelques êpitopes glycanniques "onco-foetaux" portés par des glycolipides 

Fucoganglioside 68 

NeuAc(a2-3)Gal(~1-4)GlcNAc(~1-3)Gal(~1-4)GlcNAc(~1-3)Gal(~1-4)Glc(~1-)Cer 
Fuc(a1-3)J Fuc(al-3)J 

----> Accumulé dans les cancers du colon humains 
--> Anticorps monoclonal spécifique : FH6 

(FUKUSHI et al., 1984b) 

Fucoganglioside 6C 

NeuAc(a2-3)Gal(~1-4)GlcNAc(~1-3)Gal(~1-4)GlcNAc(~1-3)Ga1(~1-4)Glc(~1-)Cer 
Fuc(a1-3)J 

--> Accumulé dans les cancers du foie et du poumon humains 
(HAKOMORI et al., 1983) 

Sialosyllactojucopentaosyl(II)clramide (Sialyl Lea) 

NeuAc(a2-3)Gal(~l-3)GlcNAc(~1-3)Gal(~1-4)Glc(~1-)Cer 
Fuc(a1-4)J 

----> Accumulé dans les cancers du colon, du pancréas, de l'estomac et du poumon humains 
(MAGNANI et al., 1982; FALK et al., 1983; ATKINSON et al., 1982; FUKUSHIMA, 1991) 

--> Anticorps monoclonaux spécifiques : NS 19-9, CSLEA1 et MSW113 
(KOPROWSKI et al., 1979; CHIA et al., 1985; KITAGAWA et al., 1988a) 

Disiolosyllacto-N-tltraosyl-céramide 

NeuAc(a2-3)Gal(~1-3)GlcNAc(~1-3)Gal(~1-4)Glc(~1-)Cer 
NeuAc(a2-6)J 

----> Accumulé dans divers adénocarcinomes humains 
----> Anticorps monoclonal spécifique : FH9 

(FUKUSHI et al., 1986) 

........ 
w 
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Dans ce chapitre, nous présenterons, dans un premier temps, 

l'étude structurale que nous avons réalisée sur les fractions 

oligosaccharidiques neutres et acides du lait de Femme. Les résultats de 

ces travaux sont rapportés dans trois articles, dont un soumis pour 

publication à Archives of Biochemistry and Biophysics. 

Ensuite, nous exposerons les résultats de l'étude structurale que 

nous avons menée sur des oligosaccharide-alditols libérés par 

~-elimination d'une substance mucoïde provenant d'une tumeur du 

péritoine humain. Ceux-ci sont rapportés dans un article soumis pour 

publication à Cancer Research. 
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1 - ETUDE STRUCTURALE D'OLIGOSACCHARIDES NEUTRES ET ACIDES ISOLES DU 

LAIT DE FDttE 

Au Laboratoire, le lait de Femme fait depuis plusieurs années 

l'objet de nombreuses recherches. En effet, outre le lactose (55 grammes 

par litre) le lait de Femme renferme 8 à 10 grammes d'oligosaccharides 

libres par litre. Après les travaux de MONTREUIL et KUHN montrant 

l'hétérogénéité de cette fraction glucidique, de nombreux 

oligosaccharides neutres et acides ont été isolés et caractérisés. Ces 

glucides possèdent pour la plupart des structures en tous points 

identiques à la copule glucidique des glycoconjugués (glycolipides et 

glycoprotéines) des tissus de sécrétion et portent en particulier les 

déterminants antigéniques de groupe sanguin H, Lea et Leb. Cependant, de 

nombreux oligosaccharides présents en très faibles quantités restaient à 

caractériser. 

L'évolution des techniques d'isolement, de purification 

(chromatographie d'affinité, chromatographie liquide haute performance) 

et de détermination structurale (résonance magnétique nucléaire, 

spectrométrie de masse) a donné un regain d'intérêt à l'étude des 

glucides libres du lait et a conduit différents groupes de recherche à 

s'intéresser aux constituants mineurs. Ainsi, quelques auteurs ont 

montré que ces oligosaccharides pouvaient présenter des structures 

identiques à celles de la copule glycannique de glycolipides ou de 

glycoprotéines présents à la surface des cellules tumorales, dans le 

sérum de certains patients atteints d • adénocarcinomes, ou encore dans 

les tissus foetaux (voir chapitre des généralités sur le lait de Femme). 

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressée à 1 a recherche 

d'autres structures onco-foetales et à leur isolement à l'état pur afin 

d'en étudier la structure chimique et d'en établir les paramètres RMN du 

proton et du carbone. Nous allons donc présenter successivement les 
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études que nous avons réa 1 i sées sur 1 es fractions o 1 i gosacchari di ques 

neutre et acide. 

A - FRACTION OLIGOSACCHARIDIQUE NEUTRE 

La fraction oligosaccharidique neutre du lait de Femme obtenue 

après chromatographie sur résine échangeuse d'anions (voir appendice 

technique) est soumise à une chromatographie sur papier de trois jours. 

Cette chromatographie permet d'éliminer les oligosaccharides de faible 

masse moléculaire qui sont quantitativement les plus importants. Ainsi, 

les oligosaccharides de masse moléculaire élevée, restés à l'origine 

lors de la première chromatographie, sont élués et soumis à une nouvelle 

chromatographie sur papier de 12 jours. Onze fractions sont ainsi 

obtenues (voir figure A, page 77). 

Chacune de ces fractions, ana lysée par chromatographie 1 i qui de 

haute performance, se révè 1 e très hétérogène. L • a pp 1 i cati on de cette 

technique chromatographique aux fractions III, V, VI, VIII, X et XI, 

nous a permis 

-d'isoler et purifier de nombreux oligosaccharides, 

- de réaliser une attribution complète des paramètres RMN de quelques 

oligosaccharides précédemment décrits dans la littérature, 

- de caractériser 4 nouveaux oligosaccharides, 

-d'isoler à l'état pur 2 octasaccharides précédemment caractérisés en 

mélange par YAMASHITA et al. (1977b), l'un d'eux ayant la 

particularité de posséder un déterminant de type onco-foetal, 

- de décrire un nouveau "noyau" oligosaccharidique : le para-lacto-N

octaosè. 

Les résultats obtenus sont rapportés dans les 2 articles qui 

suivent cette brève introduction (le second étant soumis pour 

publication à Archives of Biochemistry and Biophysics). 
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Xl x 
IX 
VIII 
VIl 
VI 

v 
IV 
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1 

Fig. A : Chromatographie sur papier des oligosaccharides neutres de 

haute masse moléculaire. Durée : 12 jours 
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ABSTRACT 

The structures of two octasaccharides, one nonasaccharide. and one undecasaccharide. isolated 
from human milk. have been investigated by 1H- and nc-nuclear magnetic resonance spectroscopy. The 
structures of these oligosaccharides are: P-o- Galp- {1-+4)-[~-l- Fucp-(1-+3)]-P-o-GlcpNAc-(1-+ 3)-P-o
Galp-(l-+4)-(~-L-Fucp-(l-+3)]-P-o-GicpNAc-(1-+3)-P-o-Galp-(1-+4)-o-Gic: /J-D-GALp-(1-+3)-[:r-L-Fucp
( 1-+4)]-IJ-o-GicpNAc-(1-+3)-P-o-Galp-(l-+4)-[:r-L-Fucp-(1-+3)]-p-o-GlcpNAc-(1-+ 3)-P-o-Galp-(l-+4)-o
Glc; p-o-Galp-(1-+4)-[~-L-Fucp-( 1-+ 3)]-P-o-GlcpNAc-(1-+6)-{ ~-t-Fucp-( 1-+2)-P-o-Gal-( 1-+3)-[:r-L-Fucp
(l-+4 )]-P-o-GlcpN Ac-(1 ...... 3 )}-P-o-Galp-(1 -+4 )-o-Gic; and :r-t-Fucp-( 1-+ 2)-P-o-Galp-( 1 ...... 3)-P-o
GicpNAc-(1-+3)-P-o-Galp-(1-+4)-[:r-L-Fucp-( l-+3)]-p-o-GicpNAc-(l-+6)-[~-l-Fucp-(l-+2)-p-o-Galp
(l-+3)-,8-o-GlcpNAc-(1-+3)]-p-o-Galp-(1-+4)-o-Glc. The two octasaccharides have been previously isolat
ed from human milk as a mixture, and in a pure form from new-born feces, but the n.m.r. data were not 
provided. These two octasaccharides dis play the di-Lewis X and the composite Lewis A-Lewis X antigenic 
determinant, previously described as neo-antigens of adenocarcinoma cell !ines. 

INTRODUCTION 

The combination of gel filtration, preparative paper chromatography, and high 
performance liquid chromatography on reverse-phase octadecyl column recently led us 
to characterize about 70 neutral human milk oligosaccharidic fractions 1

• Despite the 
ability of h.p.l.c. to separate compounds having similar composition, numerous frac
tions remained heterogenous. Nevertheless, by recycling the material, we have been able 
to isolate new isomers. The present paper describes the isolation of four oligosaccha
rides and the assignment of most of their 1H- and 13C-n.m.r. parameters. 

MA TERIALS AND METHODS 

Fractionation of milk oligosaccharides that led to the isolation of the so-called 
"Fractions V, VI, and VIII" has been previously described1

• The data of the n.m.r. 

• Author for correspondence. 

© 1992- Elsevier Science Publishers B.V. Ali rights reserved. 
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spectroscopy. f.a.b.-mass spectrometry. and methylation analysis have been published 
previously'. 

RESULTS 

Isolation of the four oligosaccharides. - Fractions V, VI. and VIII, obtained by 
preparative paper chromatography', were respectively fractionated into 8, 3, and 17 
peaks (Fig. 1) on a 5-pm ODS Zorbax column (25 x 0.95 cm), with water as eluent. 
Compounds V-1 ,2 and V -3.5 were recycled two times on the same column, un til total 
purification. Finally, 17 mg of V-1.2. 6 mg of V-3,5, 112 mg of VI-2, and 5 mg of 
VIII-16.17 were obtained from 20 L of combined samples of milk. Two h.p.l.c. peaks 
were obtained for each oligosaccharide, which correspond to the p (first peak) and the~ 
anomer (second peak) of the compound. The other fractions remained too hetero
genous for structural analysis. 

Structure of compound V-1.2.- From the 'H-n.m.r. spectrum ofoligosaccharide 
V-1,2 (Fig. 2 and Table 1), it could be concluded that it is an octasaccharide (1) 
containing two fucose units (a 5.132 and 5.111 ), H-1, three galactose units (J 4.464, H-1, 
3.494, H-2; 4.442, H-l, 3.502, H-2; 4.432. H-1, 3.578, H-2), two 2-acetamido-2-deox-

2 

g VI 

0 

Fig. 1. H.p.l.c. chromatogram of Fractions V, VI, and VIII usinga 5 ,um ODS Zorbax column (25 x 0.95 
cm) (Du Pont Instruments, Paris) with water as eluent; flow rate, 0.5 mL/min. 
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HUMAN MlLK OCTA-. NONA-. AND UNDECA-SACCHARIDES 

5.2 5.0 4.8 4.6 4.2 4.0 3.8 

Fig. 2. 400-MHz 1H-n.m.r. spectrum of compound V-1,2 (1). 

TABLEI 

1H- and 13C-n.m.r. data for compound V-1.2 (1) 

Residue or Chemica/ shifr f J ~ 
group Linkage 

H-1 H-2 H-3 H-4 

VI P-Ga1 1-+4 4.464 3.494 3.648 3.897 
Vl/1 :t-Fuc 1-+3 5.132 3.687 3.906 3.788 
V P-GlcNAc 1-+3 4.701 3.956 3.868 3.956 

IV P-Ga1 1-+3 4.442 3.502 3. 700 4.097 
Vl/ :x-Fuc 1-+3 5.111 3.687 3.882 3.770 
Ill P-GlcNAc 1-+3 4.714(a) 3.956 3.868 3.938 

4.7ll(P) 
Il P-Gal 1-+4 4.432 3.578 3.709 4.154 
1 (l-Glc 5.218 3.573 3.825 3.636 
IP-Glc 4.660 3.276 3.630 3.636 

C-1 C-2 C-3 C-4 

VIP-Gal 1-+4 103.04 72.35 73.77 69.65 
VIII \'l-Fuc 1-+3 99.99 69.00 70.48 73.21 
VP-GicNAc 1-+3 103.79 57.26 76.05 74.32 
IVP-Ga1 1-+4 103.04 71.82 82.92 69.55 
Vl/ a-Fuc 1--+3 99.87 68.94 70.48 73.16 
Ill P-GlcNAc 1--+3 103.79 57.26 76.05 74.08 
Il P-Ga1 1-+4 104.22(\'l) 71.03 83.35 69.65 

71.27(P) 
1 01-Glc 93.11 72.43 72.70 79.67 
1 P-Glc 97.02 75.08 75.65 79.55 

3.6 3.4 

H-5 

3.600 
4.835 
3.569 

3.587 
4.812 
3.569 

3.701 
3.946 
3.596 

C-5 C-6 

76.21 62.81 
67.99 16.59 
76.38 60.94 
75.74 62.76 
67.99 16.63 
76.40 60.94 
76.16 62.27 

71.42 61.24 
76.10 61.38 

V-NAc 
li-NAc 

ll1/2) 

i 
·! 

2.1 2.0 1.2 ~ 

H-6 NHCOCH 3 

3.718 
1.175 
3.823 2.016 
3.982 
3.718 
1.147 
3.823 2.020 
3.982 
3.762 
3.859 
3.815 

co CH3 

175.97 23.57 

175.91 23.57 



- 81 -

G. STRECKER et a/. 

yglucose units (<:54. 701. H- 1. 3.956. H-2: 4. 711. H-1. 3.956, H-2). and one glucose unit (<5 

5.218, H- b. 4.460. H-1/J). 
The H-1, H-5, and H-6 resonances of the two L-fucosyl groups are characteristic 

for 7-L-( 1-3)-linked residues and consequently, the octasaccharide displays two Lewis 
X determinants. In addition. the presence of two galactose H-4 signais, deshielded at J 
4.097 and 4.154, respectively. showed that the compound con tains two galactose units 
substituted at 0-3, allowing the definition of oligosaccharide 1 as a linear structure. The 
value of the Gal" H-4 resonance is remarkably constant in the series of lactose
containing milk oligosaccharides previously analyzed by 1H-n.m.r. spectroscopy (<:5 
4.12-4.15)2

·
3
, and this well-known parameter allowed us to estab1ish the H-1 and H-4 

resonances ofGal11 and Galtv through a COSYDR spectrum, and the Gal v' H-4 signal, 
which occurred at J 3.897, was correlated with the corresponding H-lP resonance at <5 
4.464. The anomeric protons of the two 2-acetamido-2-deoxyglucose units were dis
tinguished on the previous observations~-s that the anomerization effect affects the H-1 
signal of GleN Ac111 owing to the spatial proximity of this H -1 to the reducing end of the 
oligosaccharide. The GlcNAc111 H-l resonance was also deduced from a comparison of 
the spectrum with that of compound V-3,5 (Table 1). Conceming the fucosyl groups, 
one of the H-l resonance (J 5.111) was absolu tel y identical to that observed for the 
7-L-fucosyl group (1-3)-linked to GlcNAcm in oligosaccharides bea ring the X determi
nant1·4·5 (see also below compound V-3,5). Consequent1y, the n.m.r. parameters of the 
two L-fucosyl groups VII and VIII (see Fig. 2) could be ascribed without ambiguity. 
According to this 1 H-n.m.r. spectroscopy analysis, the structure of V -1,2 was establish
ed as 1. 

VI V IV III II I 
fi-o-Ga1p-(1~4]-fi-o-G1cpNAc-(1~3)-fi-o-Ga1p-(1~4)-P-o-G1cpNAc-(1~3)-fi-o-Ga1p-(1-4)-o-Glc 

3 3 
t 
1 VIII 

a-L-Fucp 
1 

t 
1 VII 

a-L-Fucp 

VI V IV III II I 
fi-o-Ga1p-(1~3)-P-o-G1cpNAc-(1-3)-P-o-Ga1p-(1~4)-P·D·GlcpNAc-(l-3)-P·o-Galp-(l-4)-o-G1c 

4 3 
t t 
1 VIII 1 VII 

a-L· Fucp a·L·Fucp 
2 

The 'H-13C COSY spectrum of compound V-1,2 (Fig. 3) showed ali the 'H- and 
13C-n.m.r. resonances of the compound, which are reported in Table 1. This structure 
was confirmed by f.a.b.-m.s. (Fig. 4), which showed a pseudomolecular ion (M + 1) at 
mlz 1701. The primary-sequence ion (mlz 1261) and the secondary ion (mlz 1 055) arising 
by preferential elimination of the substituent at 0-3 of the 2-acetamido-2-deoxyglucose 
unit indicated that GlcNAcm was substituted at 0-3 by a fucosyl group. The other ions 
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Fig. 3. Heteronuclear-correlated n.m.r. spectrum of compound V-1,2 (l). 

having mlz 638 and 432 indicated the sequence, P-o-Galp-( 1-+4 )-[rz-L-Fucp-( 1-3)]-!X-D
GlcpNAc. The partially methylated and acetylated methyl glycosides obtained by 
methanolysis of the permethylated compound are listed in Table II. Therefore, the 
structure deduced by 1H- and 13C-n.m.r. analysis was fully confirmed by f.a.b.-m.s. and 
methylation analysis. 
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TABLE Il 

Partially methylated methyl glycoside acetates obtained from the methanolyzates of permethylated milk 
oligosaccharides 

Sugar derivative 

2.3.4-Me)·Fuc 
2.3.4.6-Me4-Gal 
2.4.6-MeJ·Gal 
3,4.6-Me)·Gal 
2.4-Me~-Gal 
2.3.6-Me,-Gic 
4.6-Meë-GicN(Me)Ac 
6-Me-GlcN(Me)Ac 

Compound 

V-1.] 
{}j 

1.8 
0.9 
2.0" 
0 
0 
0.9 
0 
0.7 

V-3.5 
fl; 

1.7 
0.9 
2.0" 
0 
0 
0.9 
0 
0.8 

V/-2 V/11-16.17 
(3) (4) 

2.6 2.6 
0.9 0 
0 1 Q 

,~ 2.1 
1.1 0.9 
0.9 0.9 
0 1.8 
0.8 0.8 

"Values taken as basis of calculation. The response factors were obtained by methylation analysis ofknown 
milk oligosaccharides. 

V-1,2 ~465 .842 
' ' ' . 

Gat-OfGJcNAc~O-Gaf-~GicNAc~o-Gaf-Q-GJc 

··1Aiftj_. . ·-.1.~.9.~~- : 
Fuc-0 Fuc-0 : 

~te/ 1261-·' 
4~ ~~5 

V-3,5 ;1465 :842 
' . 

' . ' 

Gat-OfGJcNAc~D-Gaf-~lcNA~o-Gat-Q-Gic 

-1~$~r : . 1495/ 
Fuc-0 , Fuc-0 ; 

~8· 1261.-' 
"o.2 1~5 

Vlll-16, 17 228\ F 1oSs· 
t:! '' uc-0 l:t ·, 

a 

638 ·: \ 1261: 

Fuc-0-GaK>-Gk:NA~~\ 
~ 

FuM>-Gat-0-GcNAcW 
838: 
~· 

228.,1 

Fig. 4. (a and b) F.a.b.-m.s. of compounds V-1,2 (1), V-3,5 (l), and VIII-16,17 (4). 
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V-IllAc 
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Fig. 5. 400-MHz 1H-n.m.r. spectrum of compound V-3.5 (2). 

TABLE Ill 

1H- and 13C-n.m.r. data for compound V-3.5 (2) 

Residue or Chemica/ shifts ( J) 
group Linkage 

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 NHCOCH 3 

VIP-Gal 1 ... 3 4.512 3.482 3.616 3.874 a 

VII/ 2-Fuc 1-4 5.026 3.796 3.884 3.788 4.875 1.178 
V P-GlcNAc 1-3 4.691 3.946 4.070 3.946 a 2.027 
IV P-Gal 1-4 4.443 3.511 3.704 4.098 a Q 

VII 2-Fuc 1-3 5.112 3.686 3.886 3.783 4.811 1.152 
II P-GlcNAc I-3 4. 718(Œ) 3.941 3.866 3.941 a 2.020 

4.713(.8) 
Il P-Gal 1 ... 4 4.433 3.574 3.700 4.150 Q Q 

I·x-Gic 5.218 3.572 3.832 3.636 
I P-Gic 4.660 3.277 3.654 3.654 a 

C-l C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 co CH3 

VIP-Gal 1-3 104.29 71.92 73.74 69.77 75.88 63.07 
VIII x-Fuc 1-4 99.41 69.22 70.56 73.37 68.26 16.80 
VP-GlcNAc 1-3 103.96 57.41 77.35 73.53 76.61 61.04 176.09 23.72 
IVP-GaJ 1-4 103.14 71.92 83.46 69.77 75.76 62.87 
VII x-Fuc 1-3 100.88 69.08 70.61 73.28 68.10 16.72 
Ill P-GJcNAc 1-3 104.34 57.29 76.16 74.25 76.27 61.08 176.09 23.09 
II P-Gal 1-4 104.23 71.39 83.09 69.64 75.76 62.38 
I x-Glc 93.22 72.37 72.55 79.80 71.53 61.38 
I P-Glc 97.14 75.06 75.21 79.69 75.16 61.51 

a Not determined. 
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Structure of compound V-3.5.- The 'H-n.m.r. spectrumofcompound V-3.5 (Fig. 
5) indicated the presence of two fucose, three galactose. two 2-acetamido-2-deoxyglu
cose, and one glucose units. The H-1, H-5, and H-6 resonances of the :x-L-fucosyl groups 
showed that they are (l--+3) and (1-4) linked. The H-l and H-4 resonances of Gal 11 

could be easily identified owing to the characteristic chemical shi ft values (see above for 
compound V-1.2). The second Gal H-4 signal at J 4.098 is significant for another 

·J 

'" / ' 

80 

7 

70 

8 

IV-s........... ~ .. 
IV'-6······-- -~ 

111'-6----··- ,.:::;;;;; !?-=--~:·· .. 1-tip 
.····- ~- 1-Sa 

111-6· 

lfl-2 
~ 

b 4.2 4.0 3.8 3.6 3.-' 

Fig. 6. Heteronuclear-correlated n.m.r. spectrum of compound Vl-2 (2). 
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0-3-substituted galactose unit (GaJH ). Consequently, compound V-3.5 also possesses a 
linear structure. The H-1 signal of GlcNAc111 is atfected by the anomerization etfect. 
which allowed us to distinguish this unit from GlcNAcv. The H-3 signal ofGlcNAc 1

, is 
deshielded at c5 4.070. thus confirming the substitution at C-4 by a fucosyl group (Le" 
determinant)5

. On the basis of these results, the structure of compound V-3.5 was 
established as 2. which harbors the Le3-Le' hybride determinant. 

The 13C-n.m.r. parameters of compound V-3.5 are listed in Table III. As shown in 
Fig. 4b, the f.a.b.-m.s. spectrum confinned this structure; it indicated, inter a/ia, the 
position of the two fucosyl groups. respectively linked to 0-3 of GlcNAc111 (ml: 

1261-1055) and to 0-4 ofGicNAcv (ml: 638-402). 
Structure of compound V/-2.- Compound VI-2 was previously isolated from the 

paper chromatogram of Fraction VIL in an amount too low to obtain meaningful 

TABLE IV 

1H- and l'C-n.m.r. data for compound Vl-2 (3) 

Residue or Che mica/ shift ( lJ) 

group Linkage 
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 

/V'P-Gal 1-+4 4.446 3.489 3.642 3.888 3.590 
V '2-Fuc 1-.3 5.097 3.678 3.897 3.783 4.828 
Ill 'P-GicNAc 1-+6 4.630 3.897 3.812 3.923 3.598 

V2-Fuc 1-+2 5.145 3.748 3.686 3.739 4.335 
IV P-Gal 1-+3 4.651 3.598 3.801 3.853 3.555 
V/2-Fuc 1-+4 5.024 3.801 3.915 3.818 4.863 
Ill P-GlcNAc 1-+3 4.598(7) 3.836 4.123 3.725 3.511 

4.594(p) 
JI P-Gal 1-+4 4.403 3.546 3.686 4.114 3.897 

/2-Glc 5.215 3.851 3.818 3.598 3.932 
1 P-Glc 4.661 3.284 3.634 3.598 3.598 

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 

IV'P-Gal 1-+4 103.10 72.29 73.71 69.60 76.16 
V'a-Fuc 1-+3 99.89 68.97 70.48 73.17 67.99 
Ill 'P-GlcNAc I-+6 102.07 56.92 74.61 74.61 76.63 

V 2-Fuc 1-+2 100.81 69.53 70.70 73.24 67.51 
IV P.Gal 1-+3 101.88 77.74 74.88 70.00 76.01 
V 2-Fuc 1-+4 99.03 69.06 70.36 73.24 68.29 
/JI P-GlcNAc 1-+3 104.45 57.00 75.73 73.02 76.43 
II P-Gal l-+4 104.32 71.28 82.56 69.93 76.10(Œ) 

76.13(p) 
I 2-Glc 93.05 72.46 72.65 80.18 71.28 
IP-Glc 96.95 75.12 75.61 80.09 76.01 

" Not deternùned. 

H-6 

3.721 
1.170 
3.844(6a) 
4.003(6b) 
1.270 
3.730 
1.254 
3.844(6a) 
3.959(6b) 
3.94(6a) 
(6bt 
3.844 
3.774(6a) 
3.941(6b) 

C-6 co 

62.76 
16.61 
61.04 175.51 

16.61 
62.87 
16.66 
60.73 175.38 
69.95 

6l.l8 
61.31 

2.044(2) 
2.049(.8) 

2.055 

CH3 

23.78(.2) 
23.80(.8) 

23.46 
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Fig. 7. 400-MHz 1H-n.m.r. spectrum of compound VIII-16.17 (4). 
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13C-n.m.r. data4
• Its isolation in an higher amount from Fraction VI allowed us to fully 

assign the 1H- and 13C-n.m.r. parameters (Fig. 6 and Table IV), which correspond to 
structure 3. 

Structure of compound Vl/1-16,17. -Compound VIII- 16,17 contains three 
fucose, four galactose, three 2-acel!amido-2-deoxyglucose, and one glucose units ac
cording to the 1 D 'H-n.m.r. spectrum (see Fig. 7). Two fucosyl groups are linked to 0-2 
of a galactose unit (H determinant), and one to 0-3 of a 2-acetamido-2-deoxyglucose 
units (Lex determinant), as shown by the chemical shift values of H-1, H-5, and H-6 
(Table V), and the relative intensity of these signais. The 1H-n.m.r. COSY spectrum 
showed that H-3 a toms ofboth G1cNAc111 and GleNAc"" are deshielded and possess the 
sa me chemical shi ft value (J 3.987), which is characteristic of a 2-acetamido-2-deoxyglu
cose unit substituted at 0-3 by a galactose unit. The third GlcNAc11

' residue is 
substituted with an (l-+3)-linked ~-L-fucosyl group and displays the 1H-n.m.r. param
eters of a (1-+6)-linked P-o-GleNAc unit, observed in similar oligosaccharides4

•
7

• The 
two H -4 resonances for Gal11 (J 4.118) and Galw (J 4.078) are indicative of a galactose 
unit substituted at 0-3, one of them being characteristic of the Gal11 unit of Jactose4

•
7

• 

The 1H-n.m.r. parameters of Gal'v and GlcNAcm are identical to those observed for 
IV2FucLn0se4 (ref. 5) and, consequently, were attributed to the sugar unit of the ( 1 -+ 3) 
branch. Finally, the oligosaccharide contains two ~-L-Fucp-(1-+2)-ft-o-Galp-(1-+3)-P
o-GlcpNAc-(l-+3) units as chain terminais, associated with the inner Lex determinant, 
R-(1-+3)-P-o-Galp-(1-+ 4)-[l:-L-Fucp-(1 -+ 3)]-P-o-GlcpNAc-(1 -+ 6). Therefore, the 
structure of compound VIII-16,17 could be established as 4. 
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V' 

a->Fucp 
1 

• 
IV' 3 III' 

8-o-Galp-(l-~l-8-o-GlcpNAc 

1 
i 

6 Il I 
8-D-Galp-(1-4)-D·Glc 

3 
f 

V IV 1 Ill 
o-L-Fuc-(1~2)-8-o-Ga1p-(1~3)-8-o-GlcpNAc 

4 

3 

t 
1 VI 

a·t-Fucp 

Vlli' 
o·L· Fucp 

1 

• 
V II ' VI ' V ' IV' 3 I 11 ' 

a-L-Fuc-(1~2)·8·o-Galp-(1~3)-8-o-G1cpNAc-(1~3)-8-o-Galp·(l~4)-8·o-G1cpNAc 

1 

• 
6 II I 

8-o-Galp-(1~4)·D·G1c 
3 
t 

V IV 1 III 
o·t·Fuc-(1~2)-8-o-Ga1p·(1~3)·8·o-G1cpNAc 

The 1H- and 13C-n.m.r. signais of compound VIII-16,17 were assigned by use of 
DEPT, multistep 1H-1H COSY, and 1H-13C COSY experiments (Table IV). The 
structure was confirmed by f.a.b.-mass spectrometry, which gave primary fragments 
having ml::. 1261 and 638 (Fig. 4), together with the pseudomolecular ion (M + 1) at ml::. 

2324. 

DISCUSSION 

Milk oligosaccharides V -1,2 (V3Fuciii3FucpLc6) and V -3,5 (V4Fuciii3FucpnLc6) 

have been previously characterized as a mixture6
, and more recently compound V-3,5 

was isolated from feces of preterm infants fed on breast milk7
• Compound VI-2 

(III' 3FuciV~Fuciii4FucLc6) has also been described4
·
8

, but its 1H- and 13C-n.m.r. signais 
are fully assigned in the present work. Compound VIII-16, 17 (VI'2Fuclll'3FuciV2Fuc
iLc8) is a novel milk oligosaccharide. 
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TABLE V 

'H- and ''C-n.m.r data for compound VIII-16.17 (~) 

Resulue or ChenHca/ sh1ti , ti, 
group Lmkage 

H-l H--: H-3 H--f H-5 H-6a H-6h .\HCOCH, 

:x-Fuc" 1-+2 5.186 3.772 3.656 3.729 4.28!) 1.232 
~J '/3-Gal l-+3 4.647 3.587 3.83 3.886 
V '/3-GlcNAc 1-+3 4.620 3.80 3.987 3.527 3.52 3.78 3.90 2.~6 
IV '/3-Gal 1-+4 4.419 3.480 3.707 4.078 
VI/! ':x-Fuc 1-+3 5.080 3.690 3.875 3. 768 4.811 1.144 
Ill '/3-Gic'NAc 1-+6 4.655 ·' 2.~6(:x) 

:x-Fuc" 1-+2 5.186 3.77'2 3.656 
2.~9(/3) 

3. 7'29 4.288 1.232 
IV /3-Gal 1-+3 4.642 3.587 3.83 3.886 
Ill /3-GlcNAc 1-+3 4.623(:x) 3.80 3.987 3.527 3.52 3.78 3.90 2.05: 

4.620(ji) 
II /3-Gal 1-+4 4.411 3.553 3.707 4.118 3.84 
1 :x-Gic 5.215 3.583 3.832 3.636 
1 /3-Gic 4.662 3.286 3.630 3.60 

C-l C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 co CH, 

:x-FucQ 1-+2 100.76 69.24 70.71 73.13 67.73 16.51' 
VI'f3-Ga1 1-+3 101.51 77.90 74.77 70.39 76.34 62.38 
V '/3-GlcNAc 1-+3 104.43 56.23 78.50 69.74 76.48 61.72 175.42 23.43 
IV '/3-Gal 1-+4 103.04 72.04 82.50 69.74 75.63 62.67 
VI// ':x-Fuc 1-+3 100.02 68.91 70.48 73.31 67.95 16.57 
III '/3-GicNAc 1-+6 102.02 56.96 74.67(:x) 74.23 75.63 61.07 175.55 23.73(:x) 

74.61(/1) 23. 76(/3) 
:x-FucQ 1-+2 100.76 69.33 70.71 73.13 67.73 16.54' 
IV /3-Gal 1-+3 101.51 77.90 74.77 70.39 76.34 62.38 
III P..GlcNAc 1-+3 104.43 56.28 78.50 69.88 76.55 61.72 175.42 23.43 
II /3-Gal 1-+4 104.32 71.31 82.58 69.74 76.19 69.92 
1 :x-Gic 93.07 72.47 72.66 80.25 71.28 61.22 
1 /3-Glc 96.77 75.13 75.63 80.18 75.98 61.36 

• VII 'Fuc or V Fuc. b Not detennined. c These values may be interchanged. 

Oligosaccharide V -1,2 dis pla ys the dimeric Lewis X determinant, previously 
found in glycolipids isolated from human colonie and liver adenocarcinoma9

• A rat 
monoclonal antibody against this oligosaccharide (624 H 12) was recently found to 
detect the presence of Jung cancer two years prior to its detection by conventional 
diagnostic techniques 10

·
11

• The chemical synthesis of the dimeric Lewis X hexasaccharide 
has been also achieved 12

• 

Oligosaccharide V -3,5 (Lewis A-Lewis X hybrid determinant) corresponds to the 
carbohydrate structure recognized by the mo use monoclonal an ti body ST -421. which is 
highly specifie for human stomach adenocarcinoma13

• These tumor-associated carbo
hydrate structures can only be obtained in small amounts from tumor cells. Although 
they are generally absent, or present in undetectable levels in normal cells, they are easily 
obtainable as free oligosaccharides from human milk and thus, can be used for further 
immunological experiments. 
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SUMMARY 

Two octasaccharides, two dodecasaccharides and a tridecasaccharide 

have been iso 1 ated from human mi 1 k by combinat ion of paper 

chromatography, high performance liquid chromatography and high 

performance anion exchange chromatography. Their structural analysis 

investigated by 400 MHz 1H-, 13C-NMR spectroscopy and by mass 

spectrometry led to the following structures : Gal{Pl-4)[Fuc(al-3)] 

GlcNAc(Pl-6){Gal(Pl-4)[Fuc(al-3)]GlcNAc(~l-3)}Gal{Pl-4)Glc; Gal(~l-4) 

[Fuc{al-3)]GlcNAc(Pl-6){Fuc(al-2)Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3)}Gal(Pl-4)Glc; 

Fuc(al-2)Gal(Pl-3)[Fuc(al-4)]GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)[Fuc(al-3)]GlcNAc 

(Pl-3)Gal(Pl-4)[Fuc(al-3)]GlcNAc(pl-3)Gal(P1-4)Glc; Fuc(al-2)Gal(Pl-3) 

GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)[Fuc(a1-3)]GlcNAc(~1-6){Fuc(al-2)Gal(Pl-3) 

[Fuc(al-4)]GlcNAc(~l-3)}Gal(~l-4)Glc; Fuc(al-2)Gal(Pl-3)[Fuc(al-4)] 

GlcNAc(Pl-3)Gal(P1-4)[Fuc(al-3)]GlcNAc(Pl-6){Fuc(al-2)Gal(Pl-3)[Fuc 

(al-4)]GlcNAc(Pl-3)}Gal(Pl-4)Glc. The two octasaccharides have been 

previously characterized in human milk, and the complete assignment of 

the 1H and 13c spectra is here reported. One of the dodecasaccharides is 

a tetrafucosy l de ri vat ive with a new core : para-1 acto-N-octaose. The 

two ethers ol igosaccharides are respectively tet ra- and pentafucosyl 

derivatives of iso-lacto-N-octaose. These . oligosaccharides display 

si mu 1 taneous l y Lewis b and Lewi sx determinants or Lewis a, Lewis b and 

Lewisx determinants. 
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1 NTROOUCTION 

Human milk is an abundant source of oligosaccharides which have 

structural homologies with glycoprotein and glycolipid glycans (1-3]. 

The secreter and Lewis phenotypes of the lactating woman determine the 

structure of the periphery of these carbohydrate chains, which were used 

to characterize the Lea and Leb blood group determinants (4]. In arder 

to decrease the camp 1 exi ty of the mixtures of o 1 i gosacchari des, the 

studies were often carried out on milks from women of the non-secreter 

phenotype [5]. Recent advances in chromatographie techniques, like HPLC 

and affinity chromatography, have provided new possibilities for the 

separation of complex mixtures of isomers and the number of identified 

oligosaccharides has since increased [2, 3, 6-13]. Despite the extension 

of these techniques, numerous oligosaccharides, ranging in size from 

decasaccharides to larger than dodecasaccharides remained unidentified. 

The present paper describes the structural studies of three new 

o 1 i gosacchari des: two dodecasacchari des and a tri decasacchari de, and 

furnishes the complete assignment of the 1H and 13c-NMR spectra of two 

octasaccharides which have been previously isolated [2, 14]. 
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MATERIAL AND METHOOS 

Haterial 

Fractionation of pooled human milk oligosaccharides leading to the 

isolation of the so-called fractions III, X and XI has been previously 

descri bed [3]. 

Analytical methods 

Preparative reverse phase high performance liquid chromatography 

(HPLC) of native oligosaccharides was performed on a 5 JJm ODS Zorbax 

column (25 cm x 0.94 cm I.D., Ou Pont Instruments, Paris, France) using 

distilled water as eluant. Oligosaccharides were detected at 206 nm. 

However, preparation of the compound XI-1 was only achieved by high 

performance alkaline anion exchange chromatography (HPAEC) in 0.1 M NaOH 

under isocratic condition with pulsed amperometric detection (PAO). The 

apparatus was from Dionex (Dionex Corp., Sunny Vale, CA). The following 

pulse potentials and durations were used : 

E1 = 0.05 V {t1 = 300 ms); E2 = 0.65 V (t2 = 180 ms); E3 = -0.65 V (t3 = 

60 ms). The column was a semi preparative Carbo Pac PA 1 (9 x 250 11111) 

with the same pellicular stationnary phase than the analytical column (4 

x 250 mm) which was used for setting the elution condition. For setting 

of the conditions of purification, 10 JJ9 of sample were loaded and the 

detection sensitivity was 300 nA full scale, whereas for preparation 

from 1 to 5 mg could be loaded and the detection was to 10 JJA full 

scale. No post column addition was used as no baseline drift was 

observed under isocratic conditions. The purified fractions were 
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collected manually after the detection cell with a tubing of known 

volume and were neutralized with a cation exchange resin : Dowex 50x2, 
+ H form, 200-400 mesh from Biorad (Richmond CA), and then desalted on a 

Biogel P2 column (Biorad). 

Experimental conditions of Nuclear Magnetic Resonance (NMR) 

spectroscopy, Fast Atom Bombardment- Mass Spectrometry (FAB-MS) and 

methylation analysis have been previously described [3]. 

The matrix assisted Laser Desorption mass spectrometry was performed 

on a mass spectrometer Finnigan Lasermat. Light from a pulsed nitrogen 

laser (337 nm) is focused onto the sample target using a fused silica 

lens. Each pulse of desorbed ions i s a cee l ered to 20 KeV energy and 

directed along axis of a 0.5 rn drift tube towards an electron 

multiplier. The ions all recieve the same kinetic energy , so that their 

velocity is inversely proportional to the square root of their mass. 

Mass analysis is simply achieved by monitoring the detecter signal as a 

function of time. 

RESULTS 

Isolation of the jive oligosaccharides 

Paper chromatography of milk oligosaccharides with a degree of 

po lymeri zat ion from 8 to 12 or 13 has 1 ed to the characteri zat ion of 

eleven fractions (Fractions I to XI) [3]. 

HPLC of fraction III (Fig. la) furnished 2 major compounds III-1 (20 

mg) and III-2 (60 mg). Fraction III-3 is assumed to be a complex mixture 

and remains to be further investigated. Fractions X and XI were 

subfractionated into 6 and 2 major peaks respectively (Fig. lb, c). 

Compounds X-1 and X-3,5 were recycled on the same column until total 
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purification. Fraction XI-1 obtained by the HPLC procedure was furtherly 

subfractionnated in XI-lA and XI-lB by HPAEC (Fig. ld). 

Finally, 4 mg of X-1, 30 mg of X-3,5, 6 mg of XI-lA and 1 mg of XI-lB 

were obtained starting from 20 1 of combined samples of milk. 

Two HPLC peaks were obtained for each oligosaccharide, which 

correspond to the ~ (first peak) and the a anomer (second peak) of the 

compound. The other fractions remained too heterogenous for structural 

analysis and will be further investigated. 

Structure of compound 111-1 

According to the 1H-NMR spectrum, compound III-1 contains two fucose, 

three ga 1 ac tose, two 2-acetami do-2-deoxyg 1 ucose and one g 1 ucose 

res i dues. The two fucose res i dues were recogni zed on the bas i s of the 

presence of the anomeric protons at o = 5.102 and 5.123 ppm (J1,2 = 3.7 

Hz, a-anomer), correlated with a methy1 signal (o = 1.173 ppm) via the 

successive correlations H-1 H-4, H-4 H-5 and H-5 H-6 (methy1 group). 

2-acetamido-2-deoxyglucose, glucose and galactose residues were 

identified on the basis of their coupling constant patterns (J1,2, J2,3, 

J3,4 and J4,5). The presence of two a-1,3-linked fucose residues was 

inferred by comparing their H-1, H-5 and H-6 chemical shifts with those 

of ether mi 1 k ol igosaccharides (15, 16]. The H-1 resonance of Fuc3 

attached to GleNAc III was found to be downfield shifted in regard to 

that of Fuc3 attached to GleNAc III', as shown by compilation of data 

obtained from compounds having only one a-1,3-linked fucose residue 

attached either to GleNAc III or III' [3, 7, 8, 15]. 

The assignment of the H-3 resonances of the three galactose residues 

was obtained from the double relayed COSY spectrum. Then the 

corresponding resonances were reported from the 1H- 13c heteronuclear 
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Gal(~1-4) IV 1 

. Fuc(a1-3) 1 

GlcNAc(~1-3) III 1 

Ga 1 (JH -4) 1 V ' 1 

. 
Fuc(a1-3) 1 

GlcNAc(~1-6) III' 1 

Gal ( p 1-4) II 1 

Glc a I 1 

p 1 1 

TABLE 1 : 1H and 13c-NMR data for compound III-1 

Chemical shift (ô) 

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 

4.464 3.494 3.654 3.900 3.608 

5.123 3.690 3.903 3.791 4.829 

4.718(a) 3.944 3.892 3.960 3.576 
4. 715(~) 
4.450 3.494 3.654 3.900 3.608 

5.102 3.690 3.903 3.791 4.821 
4.642 3.896 3.824 3.934 3.608 

4.426 3.580 3.702 4.135 3.900 

5.218 3.583 3.828 3.600 3.943 
4.663 3.288 3.642 3.608 3.600 

H-6,6' NAc 

3.78 
3.68 
1.173 
3.96 2.020 
3.85 -3.78 - 0 -
3.68 
1.173 
4.01 2.051 
3.86 
3.99 
3.84 

3.86 
3.95 
3. 77 



Table 1 continued 

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 co CH3 

Gal(~1-4) IV 1 103.08 72.36 73.79 69.66 76.21 62.78 
Fuc(a1-3) 1 99.88 69.04 70.54 73.22 67.99 16.60 
GlcNAc(~1-3) III 1 103.77 57.29 76.05 74.40 76.45 60.98 175.98 23.57 
Ga 1 ( ~ 1-4) 1 V • 1 103.16 72.36 73.79 69.66 76.21 62.78 
Fuc(a1-3) 1 99.92 69.04 70.54 73.22 68.03 16.60 
GlcNAc(~1-6) III' 1 102.11 56.98 74.66 74.70 76.69 61.11 175.60 23.79(a) ...... 

0 
N 

23.82(~) 

Gal(a1-4) II 1 104.35 71.15 83.11 69.66 76.16 69.93 
Glc a I 1 93.09 72.51 72.73 80.38 71.31 61.26 

~ 1 1 97.02 75.16 75.71 80.29 76.03 61.40 
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COSY spectrum (Fig. 2a), in which one of them is downfield shifted at ô 

= 83.11 ppm, due to a C-3 substitution. The H-4 resonance of this Gal II 

residue is itself downfield shifted at 4.135 ppm, confirrning the C-3 

substitution. 

The 13c resonances of Gal IV and Gal IV' residues are significant of 

non-reducing terminal units, whereas the downfield shifted C-6 resonance 

of Gal II confirms this residue to be C-3 and C-6 substituted. Finally, 

the demonstration than two Lewisx trisaccharide determinants are 

respectively attached at C-3 and C-6 of a lactose unit allowed to 

establish the structure of III-1 as follows 

IV' III' 
Gal(~l-4)GlcNAc(~l-6)\ 
Fuc(al-3)J Il 1 

IV III f 
Gal(~1-4)GlcNAc(~l-3) 
Fuc(al-3)J 

Gal(~1-4)Glc 

The H-1 resonances of Gal IV and Gal IV' were distinguished according 

to the value ô = 4.463 ppm, found for Gal IV in LNFP III [15]. 

Consequently, the chemical shifts observed at ô = 4.464 and 4.450 ppm 

were considered to be characteristic of the Gal IV and Gal IV', 

respectively. By the same way, the anomeric protons of GleNAc III and 

GleNAc III' were found to resonate at ô= 4.715 (4.719 in LNFP III) and 

4.642 ppm, respectively. The complete assignment of the 1H- and 13c-NMR 

spectra of III-1 was achieved by comparing the homonuclear and 

heteronuclear COSY spectra (Fig. 2a and Table I) with those of III-2, 

which possess a common pentasaccharidic sequence, and consequently, sorne 

identical NMR parameters (see below). 

Structure of compound 111-2 

NMR analysis of compound III-2 (Fig. 2b and 3) indicated the sugar 

composition to be identical to that of 111-1. The presence of the 
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TABLE II : 1H and 13c-NMR data for compound 111-2 

Chemical shift (~) 

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6,6' NAc 

Fuc(a1-2) 1 5.186 3.768 3.664 3.738 4.288 1.229 
Gal OH-3) IV 1 4.640 3.587 3.828 3.886 3.676 3.83 

3. 71 
Gl cNAc (IH -3) II 1 1 4.624(a) 3.810 3.988 3.523 3.488 3.91 2.051 

4.619(~) 3. 77 

Gal(~l-4) IV' 1 4.446 3.488 3.652 3.902 3.591 3. 77 ..... - 0 
0\ 

3.67 
Fuc(a1-3) 1 5.097 3.690 3.896 3.789 4.819 1.170 

GlcNAc(~1-6) III' 1 4.640 3.896 3.823 3.928 3.600 4.00 2.049(<X) 
3.85 2.051(~) 

Ga 1 ( ~ 1-4) II 1 4.410 3.557 3.707 4.116 3.900 3.99 
3.83 

Glc a I 1 5.217 3.583 3.923 3.600 3.935 3.85 

~ I 1 4.661 3.287 3.642 3.600 3.594 3.95 
3.78 



Table Il continued 

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 co CH3 

Fuc(a1-2) 1 100.79 69.35 70.73 73.14 67.77 16.56 

Gal(J31-3) IV 1 101.53 77.93 74.80 70.43 76.36 3.92 
3. 71 . 

GlcNAc(J31-3) III 1 104.46 56.26 78.49 69.77 76.59 3.91 175.48 23.46 
3.78 

Gal (J31-4) IV' 1 103.15 72.33 73.78 69.63 76.19 3. 77 
.... - - 0 ....... 

3.67 . 
GlcNAc(J31-6) III' 1 102.08 56.96 74.63 74.68 76.67 4.00 175.57 23.79(a) 

3.85 23.82(~) 

Ga 1 ( p 1-4) II 1 104.34 71.38(a)82.59(a)69.92 76.15 3.99 
71.35(J3)82.62(~) 3.83 

Glc a I 1 93.08 72.50 72.69 80.26 71.31 3.85 

J3 I 1 97.00 75.16 75.67 80.18 76.01 3.95 

3.78 



- 108 -

sequence Fuc(al-2)Gal (~1-3)GlcNAc (H determinant) was deduced from the 

comparison of the NMR data with those of reference compound IV2Fucln0se4 
in [15]. The comparison of the 1H-NMR spectrum with that of III-1 also 

reveals the occurence of Lex trisaccharide determinant, attached at C-6 

of Gal II. Consequently, the structure of oligosaccharide III-2 was 

determined as : 

IV' 
Gal (~1-4h~ III' 

GleNAc 
Fuc(a1-3/ \ II 1 

Gal(~l-4)Glc 
IV Il I j 

Fuc(a1-2)Gal(~1-3)GlcNAc 

H-1 signals of Gal IV and GleNAc III 1 possess identical chemical 

shifts as it can be observed on the COSY spectrum (Fig. 3). H-1 to H-4 

resonances of Ga 1 and G 1 cNAc res i dues were ass i gned on the 20-COSY 

spectrum, whi le H-5 and H-6 resonances were extracted from the 1H-13c 
heteronuclear COSY spectrum (Fig. 2b) by comparison with data obtained 

from compound III-1 {Tables I and II). 

Structure of compound X-1 

The 1H-NMR spectrum of compound X-1 (Fig. 4a and Table III) indicated 

the presence of 4 fucose, 4 galactose, 3 2-acetamido-2-deoxyglucose and 

1 glucose residues, according to the examination of the signals related 

to the anomeric protons, the H-5 atoms of Fuc, the NAc-methyl and methyl 

groups of GleNAc and Fuc, respectively. The presence of the Leb 

determinant was also deduced from the NMR spectrum, owing to the 

characteristic chemical shifts of Fuc2 and Fuc4 H-6 signals at 1.272 and 

1.235 ppm, and Gal VIII and GleNAc VII anomeric protons at 4.661 and 

4.600 ppm, respectively [15]. 

The presence of 3 galactose H-4 signals deshielded at o = 4.150 ppm, 
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Fig. 4 (a) : 400 MHz 1H-NMR spectrum of compound X-1. 



Fuc(a1-2) 1 

Ga 1 (B1-3) VI II 1 

Fuc(a1-4) 1 

Gl cNAc (~1-3) VII 1 

Gal(~1-4)VI 1 

Fuc(al-3) 1 

GlcNAc(B1-3)V 1 

Gal(~1-4)IV 1 

Fuc{a1-3) 1 

GlcNAc{B1-3)111 1 

Ga 1 ( ~ 1-4) II 1 

Glcal 1 

BI 1 

TABLE III : 1H and 13C-NMR data for compound X-1 

Chemical shift (o) 

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 

5.151 3.755 3.673 3.716 4.343 1.272 
4.663 3.604 3.806 3.84 N.O. N.D. 
5.026 3.806 3.922 3.820 4.853 1.235 
4.601 3.830 4.129 3.730 3.550 N.D. 
4.435 3.475 3.694 4.095 N.D. N.D. 
5.112 3.690 3.875 3.780 4.812 1.149 
4. 710 3.950 3.870 N.O. N.D. N.D. 
4.442 3.574 3.694 4.102 N.D. N.D. 

5.112 3.690 3.875 3.780 4.812 1.146 

4.721(a)3.950 3.870 N.D. N.O. N.D. 

4. 718(~) 
4.431 3.548 3.694 4.150 N.D. N.D. 
5.216 3.583 3.823 3.610 N.D. N.D. 

4.663 3.286 3.620 3.620 N.O. N.D. 

NHCOCH3 

2.052 

--- 0 

2.015 

2.020 



Table III continued 

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 co CH3 

1 

Fuc(a1-2) 1 100.87 69.50 70.76 73.32 67.53 16.63 
Gal((31-3)VIII 1 101.93 77.81 74.96 70.06 76.05 62.87 
Fuc(a1-4) 1 99.08 69.15 70.43 73.32 68.31 16.67 
Gl cNAc ((31-3) VII 1 104.50 57.12 75.81 73.13 76.52 60.83 175.44 23.51 
Gal((31-4)VI 1 103.04 72.04 82.53 69.60 76.06 62.43 

Fuc(a1-3} 1 100.12 68.97 70.54 73.19 67.99 16.63 
.... - - .... .... 

GlcNAc((31-3)V 1 103.72 57.29 76.05 74.27 76.52 61.11 176.00 23.57 
Gal((31-4)IV 1 103.04 71.84 82.92 69.90 76.06 62.74 
Fuc(a1-3) 1 99.96 68.97 70.54 73.19 67.99 16.63 
GlcNAc((31-3)111 1 103.79 57.29 76.05 74.27 76.45 60.98 175.91 23.57 
Ga 1 ( (31-4) II 1 104.25 71.33 83.36 69.82 76.17 62.25 
Glcal 1 93.11 72.52 72.70 79.76 71.33 61.26 

(31 1 97.05 75.18 75.67 79.67 76.05 61.40 
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2> = 4.102 ppm and 2> = 4. 095 ppm proves th at the compound contai ns 3 

galactose units substituted at C-3 (the fourth being substituted at C-2) 

and consequent ly a 11 ows to defi ne compound X-1 as a 1 i ne ar 

oligosaccharide. 

H-1, H-5 and H-6 resonances of 2 L-fucosyl groups are characteristic 

for a-1 ,3-1 i nked res i dues and consequent ly, the dodecasacchari de 

displays two Lex determinants [8]. 

The anomeric protons of GleNAc III and GleNAc V are distinguished on 

the previous observations (15, 16] that the anomerization effect 

influences the H-1 signal of GleNAc III owing to the spatial proximity 

of this H-1 to the reducing end of the oligosaccharide. The GleNAc III 

H-1 resonance can be a 1 so deduced by compari ng of the spect rum with 

those of another milk oligosaccharides carrying the dimer Lex 

determinant [8]. 

On the basis of these results, the structure of oligosaccharide X-1 

ori gina tes from a new oeta ose core, proposed to be named "para 1 ac to-N-

octaose" 

VIII VII VI V IV III II I 
Fuc(al-2)Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)GlcNAc(P1-3)Gal(Pl-4)Glc 

Fuc(al-4)J Fuc(al-J)J Fuc(al-3)J 

The structure of this oligosaccharide was also verified by FAB-MS 

analysis. The pseudo-molecular ions observed at m/z 2523 and 2499 for 

M + Na+ and M + H+ (calculated chemical mass : 2520 and 2497) confirmed 

the molar composition established by 1H-NMR. The primary fragments at 

m/z 1435 (Fuc3Gal 2GlcNAc2) and m/z 812 (Fuc2GalGlcNac) together with the 

secondary fragments at m/z 1259 and 402 formed by elimination of 

C-3-linked Fuc and Fuc-Gal, respectively, confirm the proposed linear 

sequence (Fig. Sa). 
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Fig. 5 (a) : FAB-MS of compound X-1. 



- 114 -

Structure of compound X-3,5 

From the 1H-NMR spectrum, oligosaccharide X-3,5 (Fig. 4b and Table 

IV) was defined as a dodecasaccharide containing four fucose (ô= 5.186, 

5.150, 5.081 and 5.027 ppm, H-1), four galactose (ô = 4.662, H-1, 

3.605,H-2, 4.643, H-1, 3.588, H-2, 4.416, H-1, 3.472, H-2, 4.410, H-1, 

3.552, H-2), three 2-acetamido-2-deoxyglucose (o= 4.635, H-1, 3.89, H-2, 

4.620, H-1, 3.811, H-2, 4.598, H-1, 3.816, H-2) and one glucose residues 

(ô= 5.216, H-1a, 4.662, H-1~). 

The 1H-NMR COSY spectrum shows that H-3 atoms of both GleNAc III and 

GleNAc v• residues are deshielded and possess chemical shift values o = 

4.130 and 3.987 ppm, respectively, which are characteristic of a 

2-acetamido-2-deoxyglucose residue substituted at C-3 by a galactose 

residue. 

One fucosyl group is linked to the C-2 of a galactose unit (H 

determinant) and one to the C-3 of a 2-acetamido-2-deoxyglucose unit 

(Lex determinant), as shown by the chemical shift values of their H-1, 

H-5 and H-6 atoms (Table IV). The set of the chemical shifts of Fuc(1-2) 

and Fuc(1-4) H-6 atoms (o = 1.272 and o= 1.255 ppm) and GleNAc III, Gal 

IV H-1 atoms (o = 4.598 and o = 4.662 ppm) is typical of the Leb 

determinant [15]. 

The presence of two galactose H-4 signals, shifted downfield at o = 

4.075 and 4.118 ppm, respectively, is significant of C-3 substitution. 

As the two other Gal residues are C-2 substituted with terminal Fuc 

res i dues, the o 1 i gosacchari de X-3, 5 consequent ly possesses a branched 

structure. 

According to this NMR spectroscopy analysis, the structure of X-3,5 
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TABLE IV : H1 and c13-NMR data for compound X-3,5 

Chemical shift (o) 

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 NHCOCH3 

Fuc(al-2) 5.150 3.754 3.670 3.720 4.342 1.272 
Gal(~l-3)IV 4.662 3.605 3.807 3.850 N.O. N.O. 
Fuc(a1-4) 5.027 3.803 3.921 3.820 4.868 1.255 
Gl cNAc (~1-3) II 1 4.598 3.816 4.130 3.732 N.O. N.O. 2.052 

Fuc(al-2) 5.186 3.754 3.666 3.735 4.290 1.231 .... 
Ga1(~1-3)VI' 4.643 3.588 3.846 3.880 N.O. N.O. - ...... 

0\ 

GlcNAc(~1-3)V' 4.620 3.811 3.987 3.530 N.D. N.D. 2.052 
Gal(~l-4)IV' 4.416 3.472 3.700 4.075 N.O. N.O. 

Fuc(al-3) 5.081 3.688 3.881 3.780 4.814 1.145 

GlcNAc(~1-6)III' 4.635 3.890 3.810 3.920 3.590 N.O. 2.049 
Gal (JH-4) II 4.410 3.552 3.710 4.118 N.D. N.D. 
Glcal 5.216 3.583 3.816 3.610 N.O. N.O. 

~1 4.662 3.286 3.630 3.610 N.O. N.O. 



Table IV continued 

1 C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 co CH3 

Fuc(a1-2) 1 100.86 69.47 70.75 73.39 67.54 16.65 
Ga1(~1-3)IV 1 101.93 77.79 74.95 70.05 76.05 62.90 
Fuc(a1-4) 1 99.08 69.12 70.44 73.39 68.33 16.67 
GlcNAc(~1-3)111 1 104.51 57.13 75.79 73.08 76.44 60.78 175.49 23.49 
Fuc(a1-2) 1 100.84 69.37 70.75 73.18 67.80 16.58 .... 
Gal(~1-3)VI' 1 101.57 77.98 74.81 70.44 76.39 69.45 - - .... 

....... 

GlcNAc(~1-3)V' 1 104.51 56.29 78.49 69.96 76.59 61.74 175.53 23.47 
Gal(~1-4)1V' 1 103.11 72.05 82.52 69.85 75.68 62.77 

Fuc(a1-3) 1 100.14 68.96 70.53 73.18 68.02 16.65 
Gl cNAc (~1-6) II 1 • 1 102.10 57.00 74.65 74.23 76.68 61.09 175.65 23.78(a) 

23.82(~) 

Gal (~1-4) II 1 104.38 71.38 82.62 69.78 76.05 69.66 
Glca1 1 93.11 72.51 72.72 80.27 71.33 61.24 

~1 1 97.02 75.17 75.68 80.19 76.05 61.38 
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has been established as : 

VI' V' IV' 
Fuc(a1-2)Gal(al-3)GlcNAc(a1-3)Gal(a1-4~ III' 

GlcNAc(al-6) 
Fuc(al-3)" \ II I 

IV Gal(a1-4)Glc 
Fuc(al-2)Gal (a1-3)\ III / 

GlcNAc(a1-3 
Fuc(a1-4)1 

Structure of this tetrafucosyl iso lacto-N-octaose is confinned by 

FAB-MS analysis (Fig. Sb) which shows a pseudo-molecular ion M+Na+ at a 

value of m/z 2523 and two primary fragments at m/z 812 (Fuc2GalGlcNAc) 

and m/z 1261 (Fuc2Gal 2GlcNAc2). Secondary ions m/z 402 and m/z 1055 can 

be considered as a result of the preferred elimination of FucGal(1-3) 

from m/z 812 and Fuc(l-3) from m/z 1055, respectively. The ion m/z 228 

arises by preferential elimination of FucGal(1-3) from the fragment m/z 

638 [FucGalGlcNAc(l-3)]. Moreover, the occurrence of fragment m/z 1261 

clearly shows that the Fuc(1-2) and Fuc(1-3) residues are carried by the 

same branch. 

Structure of compound XI-1 

NMR spectroscopy analysis of compound XI-1 shows that this compound 

is a mixture of two oligosaccharides which differ in a fucose unit. 

This observation was confirmed by the laser desorption time-of-flight 

mass analysis (Fig. 6), since two molecular ions respectively m/z 2660 

(75%) and m/z 2487 (25%) were observed. 

Oligosaccharides XI-lA and XI-18 were furthermore obtained in pure 

state by HPAEC (Fig. 1d) and studied by NMR spectroscopy and FAB-MS. 
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Fig. 6 : Laser desorption time-of-flight mass analysis of the mixture of 

compound XI-lA (MM : 2671) and XI-IB (MM : 2497) 
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* Compound XI-lA 

According to the 1H-NMR spectrum (Fig. 4c) compound Xl-lA contains 5 

Fucose, 4 Galactose, 3 N-Acetylglucosamine and 1 Glucose residues. The 

i nt ensi ty of the H-1, H-5 and H-6 signal s relative to Fuc2, Fuc3 and 

Fuc4 are in the ratio 2:1:2, and the chemical shifts of H-1 and H-6 

cl ear ly i nd ica te the presence of two Leb determinants and one Lex 

determinant ( see a hove). The NMR parameters relative to Gal IV and 

GleNAc III are identical to those observed for compound X-3,5 and 

similar analogies were found for the residues rn• and 1v• from XI-lA 

and compounds des cri bed in [7, 8] . On the bas i s of the se re su 1 ts and 

those of FA8-MS (Fig. Sc), the structure of the tridecasaccharide was 

established as : 

VI' 
Fuc(al-2)Gal(~l-3)\ V' IV' 

GlcNAc(~l-3)Gal(Pl-4> III' 
Fuc (al-4 )1 1 cNAc(Pl-6 )\ 

Fuc(al-3 \II I 
IV Ga1(~1-4)Glc 

Fuc(a1-2)Gal(~1-3h III / 
GlcNAc(P1-3 

Fuc(a1-4 )1 

* Compound XI-18 

FA8-MS and NMR spectra of XI-18 are identical to those of the tetra 

fucosyl derivative of iso-lacto-N-octaose, corresponding to compound 

X-1. 

1H and 13c-NMR data for oligosaccharides X-1 and XI-1 

The 20-COSY spectrum of the mixture X-1, XI-1 was recorded before the 

material was recognized to be a mixture of two oligosaccharides. 

According to the results obtained from the 10-NMR of the pure compound 
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TABLE V : 1H and 13c-NMR data for compound Xl-1 

Chemical shift (o) 

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 NAc 

Fuc(a1-2) 1 5.151 3.755 3.673 3.716 4.343 1.272 
Gal(~1-3)IV 1 4.654 3.604 3.806 3.840 N.O. N.D. 
Fuc(a1-4) 1 5.026 3.806 3.922 3.820 4.853 1.235 
GlcNAc(JH-3) III 1 4.601 3.836 4.129 3.730 3.550 N.O. 2.058 
Fuc(a1-2) 1 5.151 3.755 3.673 3.716 4.343 1.272 

....... 
Gal(~1-3)VI' 1 4.663 3.604 3.806 3.840 N.O. N.D. - 1'\) 

w 

Fuc(a1-4) 1 5.026 3.806 3.922 3.820 4.853 1.235 
GlcNAc(J31-3)V' 1 4.601 3.836 4.129 3.730 3.550 N.O. 2.052 
Gal(J31-4)IV' 1 4.419 3.475 3.694 4.076 N.O. N.O. 
Fuc(a1-3) 1 5.082 3.690 3.875 3. 770 4.800 1.147 
GlcNAc{J31-6)III' 1 4.641 3.890 N.O. N.D. N.O. N.O. 2.046(a) 

2.049(~) 

Gal ( ~ 1-4) II 1 4.409 3.548 3.694 4.076 N.O. N.D. 
Glcal 1 5.216 3.583 3.823 3.61 N.D. N.O. 

PI 1 4.663 3.286 3.620 3.620 N.O. N.O. 



Table V continued 

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 co CH3 

Fuc(a1-2) 1 100.87 69.50 70.76 73.32 67.53 16.63 
Gal(~1-3)IV 1 101.93 77.81 74.96 70.06 76.05 62.87 
Fuc(a1-4) 1 99.08 69.15 70.43 73.32 68.31 16.67 

GlcNAc(~1-3)111 1 104.50 57.12 75.81 73.12 76.45 60.83 175.44 23.51 

Fuc(cx1-2) 1 100.87 69.50 70.76 73.32 67.53 16.63 
...... 

Gal(~1-3)VI' 1 101.93 77.81 74.96 70.06 76.05 62.87 - - N 
..j;:o 

Fuc(cx1-4) 1 99.08 69.15 70.43 73.32 68.31 16.67 
GlcNAc(~l-3)V' 1 104.50 57.12 75.81 73.12 76.45 60.83 175.44 23.51 
Gal(~1-4)IV' 1 103.10 72.04 82.63 69.95 75.67 62.74 
Fuc(a1-3) 1 100.10 68.97 70.51 73.19 67.99 16.63 
GlcNAc{~1-6)III' 1 102.08 57.05 74.63 74.27 75.67 61.01 175.61 23.79(a) 

23.82(~) 

Gal (~1-4) II 1 104.38 71.33 82.53 69.82 76.17 69.95 

Glccxl 1 93.11 72.52 72.70 80.29 71.33 61.26 

~1 1 97.01 75.18 75.67 80.22 76.05 61.40 
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(Fig. 4c) , most of the 1H resonances were ass i gned and reported in 

Tables III and V. The 13C-NMR data for the two compounds, obtained by 

comparing their 13c spectrum with those of reference compounds [3, 7, 8] 

are reported in Tables III and V. 

CONCLUSION 

In the present study 5 o li gosacchari des were characteri zed start i ng 

from a pool of human milks. Three of them were novel structures and a 

new core (paro-lacto-N-octaose) has been described. 

According to the possible phenotype of the donors, compounds having 

H, Lea, Leb and Lex determinants are present in the samples, and despite 

the combination of various chromatographie technics, only sorne of them 

were isolated in a pure state. As demonstrated and discussed before [2, 

8, 9, 15], NMR and MS appear to be the best methods for structural 

elucidation of complex carbohydrate structures. 

The list of the twelve "core" oligosaccharides found in milk is given 

in Fig. 7. All the fucosyl-octaoses recently isolated from human milk 

possess the iso-lacto-N-octaose core [7, 8, 12] instead of the classical 

cores previously described as lacto-N-octaose and lacto-N-neo-octaose. 

Despite the fact that these structures were establ ished 20 years ago 

using conventional technics and not yet verified by NMR or MS, it is too 

early to refute the existence of such a core, since we have not yet been 

extensively analyzed all the octaose core-containing fractions of human 

mil k. 
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Gal(P1-4)Glc 
Lactose 

Gal(Pl-3)GlcNAc(P1-3)Gal(P1-4)Glc 
Lacto-N-tetraose 

Gal(Pl-4)GlcNAc(P1-3)Gal(Pl-4)Glc 
Lacto-N-neotetraose 

Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-6)1 
Gal(P1-4)Glc 

Gal(P1-3)GlcNAc(P1-3)J 
Lacto-N-hexaose 

Gal(P1-4)GlcNAc(P1-6)1 
Gal(Pl-4)Glc 

Gal(Pl-4)GlcNAc(P1-3)J 
Lacto-N-neohexaose 

Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)GlcNAc(P1-3)Gal(Pl-4)Glc 
para-lacto-N-hexaose 

Gal(P1-4)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)GlcNAc(Pl-3)Gal{Pl-4)Glc 
para-lacto-N-neohexaose 

Gal{Pl-4)GlcNAc{Pl-3)Gal{Pl-4)GlcNAc{Pl-6)1 
Gal(Pl-4)Glc 

Gal(Pl-3)GlcNAc(P1-3)J 
Lacto-N-octaose 

Gal(Pl-3)GlcNAc(Pl-3)Gal(Pl-4)GlcNAc{P1-6)1 
Gal(P1-4)Glc 

Gal(P1-4)GlcNAc(P1-3)J 
Lacto-N-neooctaose 

Gal(Pl-3)GlcNAc(P1-3)Gal(P1-4)GlcNAc(P1-6)1 
Gal(P1-4)Glc 

Gal(Pl-3)GlcNAc{P1-3)J 
iso-lacto-N-octaose 

Gal(P1-3)GlcNAc{P1-3)Gal(Pl-4)GlcNAc{P1-3)Gal(P1-4)GlcNAc{P1-3)Gal(Pl-4)Glc 
para-lacto-N-octaose 

Gal(P1-4)GlcNAc{P1-6)1 
Gal(Pl-4)GlcNAc(P1-6)1 

Gal(P1-3)GlcNAc(Pl-3)J Gal(Pl-4)Glc 
Gal(P1-3)GlcNAc(P1-3)J 

Lacto-N-decaose 

Fig. 7 List of the twelve "core" oligosaccharides found in human milk 

(see References : 1, 2 and 7) 
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B - FRACTION OLIGOSACCHARIDIQUE ACIDE 

Les oligosaccharides acides, retenus sur la résine échangeuse 

d'ions lors du fractionnement des glucides du lait de Femme (voir 

appendice technique), sont élués par des concentrations croissantes 

d'acétate de pyridine de 5 à 500 mM. La fraction 200 mM est soumise à 

une première chromatographie sur papier de 2 jours afin d'éliminer le 

disialyl-lacto-N-tétraose, composé acide majeur du lait de Femme. Les 

oligosaccharides de masse moléculaire plus élevée, restés à l'origine 

1 ors de cette première chromatographie, sont soumis à une nouve 11 e 

chromatographie sur papier de 2 semaines. 7 fractions sont ainsi 

obtenues (voir figure B, page 132). 

L'association de la chromatographie sur papier et de la 

chromatographie liquide haute performance à la résonance magnétique 

nue 1 éa ire et 1 a spect romét rie de masse nous a permis, à partir de 1 a 

fraction VI, d'isoler et de caractériser le premier oligosaccharide 

trisialylé du lait de Femme. 

Les résultats de cette étude sont rapportés dans l'article 

qui suit. 
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Il 

. 1 :f 
f . 

fig. B Chromatographie sur papier de la fraction 200 mM (d•acétate de 

pyridine) des oligosaccharides acides du lait de Femme. 

1 Fraction 200 mM totale (1 = Disialyl-lacto-N-tétraose) 

2 Fraction contenant le trisialyl-oligosaccharide, obtenue 

par chromatographie sur papier 
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A DOYel oliqonccbarlde hu been Ulolated froa tw.an ailk and .ldentitied 
- a triaialylated ~rhathe ot lacto-•-be~. Tbia cœapound v
puritlecS by C011binin9 ion-eschange chr011atograpby, pr~atbe paper 
cbro.at.()9rapby &Dd bi9b pertoraance liquid cbro.atoc;rapby. Structural 
analy-• by ..tbylation, t~ au. boalbardlleftt--....s apectraaetry &Dd 
proton nuclear .aqnetic reaonanca epectroacopy are con.btent vitb tbe 
follow1ng .t.ructurea 

a.uAc(a2-6)Cal(81-4)Clc~(81-6) 

JeuAc(a2-3)Gal(ll-3}. 'cal(81-4)0lc 
GlcDc(Bl-3)/ 

JleuAc(a2-6)/ 
e 1991 Acadea1c Pres$. Inc. 

Buman aillt contains numerous fucosylated and aialylated 

oligosaccharides the structure of which ia related to cell surface 

antigens epitopea {1-9]. Up to now, more than 70 oligosaccharides have 

been characterized. The introduction of HPLC hae made possible the 

separation of new iaomera that could not be purified by traditional 

technica of gel-filtration, ion-exchange chromatography or paper 

chr~tography. 

In the present paper, we describe the isolation of the firat 

triaialylated oligosaccharide found in human aillt. 

Fract1onat1ou of .tl~ a1alylated ol1goaaccbar1de• : Practionation of 
milk oligosaccharides leading to the isolation of aialylated 
oliqosaccharidea bas been previoualy described (10]. The aialylated 
oligosacch~idea were eluted from an anion-exchanger (Dowex lx2; 200-400 
meah; BCOO formt with a diacontinuous gradient of pyridine-acetate 
buffer (pli s. S) from 5 to SOO IIIM. 

* Author for correspo~dence. 

Abbreviationa: BPLC, high performance liquid chromatography; PAB-HS, 
f'at atom bombardment-maes epectrometry; IIMR, nuclear magnetic 
r _sonance; GLC-HS, gas-liqid chromatography-maes epectrometry. 

0006-29' X/91 SI. 50 
Copyrig, Cl /99/ b)· Acatkmic Prt!sS, /ne. 
Ali righ. of rt!production in an~· form rl!sl!~d. 
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Analyt1cal procedures : Descending paper chromatography waa performed 
on Whatman n•J paper uaing the aolvent pyridi.ne-ethyl acetate-acetic 
ac~d-water (5:5:1:3, by vol.) and sugara were detected with an aniline 
oxalate reagent [11]. Preparative reveraed phase HPLC of native 
aialylated oligosaccharidea waa carried out on two 5~m OOS Zorbax 
columns (0.94 cm x 25 cm ; du Pont Instrument, Paris, France). The HPLC 
apparatus was equipped with a refractometer. The aolvent used waa a 
triethy1amine-acetic buffer (10 mM, pH 5) [5]. 

l'tethylat1on analys1s : The oligosacchar ide waa methy1ated and then 
methanolyaed (methanol-O.SM HC1, 24 hat 80°C). The partia1ly methylated 
methy1 glycoaidea were acetylated {12] (1:1 pyridine-acetic anhydride, 
0.2ml) and the products were analyaed by GLC-MS uaing a capillary column 
(O. 33 mm x 25 rn) coated with fuaed ailica CP-SIL SCB (temperature 
program : lOO to 240°C, at 4°/min). 

FAB-HS FAS-MS was performed on a ltratoa Concept II HH maas 
apec~rometer using xenon as the bombarding atom (operating conditions : 
7.3 kV, 1.2 ma). The apectra were recorded in positive-ion mode at 8 kV 
acceleration voltage. The permethyled oligosaccharide (5-lO }19), 

dissolved in 1 ~1 of methanol, was added to the thioglycerol matrix with 
previoua coating with sodium acetate. 

RHR spectrocopy : The 400 MHz H
1

-NMR experimenta were P1rf~~d on a 
Bruker AM-400 WB spectrometer equipped with a 5 mm H/ C mixed 
probe-head, operating in the pulse Fourier transform mode and controlled 
~y an aspect 3000 computer. Each olig~accharide was dissolied in 0.4 ml 

H 0 after three exchanges with H
2
o (99.96\ atom H, Aldrich, 

Hifwaukee, WI, USA) and intermediate lyophilisations. The producta were 
analysed at 300 Jt with a spectral width of 3000 Hz for 16 Jt frequency 
domain points and time domain data points giving a final digital 
resolution of 0.365 Hz/ point. The 20 homonuclear COSY 45 experimenta 
were performed using the standard Bruker pulse programme COSY. 

RISOLTS AJO DISCUSSIOI 

The acidic oligosaccharides eluted from anion-exchanger by 200 mM 

pyridine-acetate buffer were eubmitted to a first preparative paper 

chromatography of 2 daya in order to isolate the dieialyllacto-R

tetraose which constituted the major compound. The material remaining at 

the starting point was further fractionated by paper chromatography 

developped during 2 weeks. The compound having a migration rate of 0.14 

relative to disialyllacto-N-tetraose was obtained as an homogeneoua spot 

(Fig. 1) but was further fr act ionated into 5 peaks by RPLC 

chromatography (Fig. 2). Finally, 2 mg of compound 1 were iaolated in a 

pure atate, starting from 10 1 of human milk. 

Sugar analysis of the aialyloligosaccharide 1 indicated the presence 

of 3 Gal, 1 Glc, 2 GleNAc and 3 NeuAc residues. This result was 

conf irmed by the P'AB-HS analysis of the permethylated compound which 

furniahed a pseudo-molecular ion m/z 2459.3 (Fig. 3), correaponding to 

the formula c
108

H
189

o
55

N
5

Na (chemical maas : 2458). Moreover, the two 

pri.mary fragments at m/z 825 (NeuAc;Gal;GlcNAc) and 1186 (NeuAc
2
;Gal; 

GleNAc) are signifiant of the occurence of two branches , reapectively 

mono and disialylated (Fig. 4). Analyais by GLC-MS of the methylated 



- 135 -

Vo 1 1 7 7 No 2. 1991 BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS 

2 

CD 
Fig. l • Paper chromatography of the sialyloligosaccharidee obtained by 

anion exchange chromatography. For experimental conditions, eee 
Materiale and Methode. 1 : Total fraction; 2 : Fraction 
containing the trisialyloligoeaccharide, obtained by 
preparative paper chromatography. 

Fig. 2 • HPLC of fraction VI. For experimental conditions, aee Materials 
and Methode. R.l. : refraction index. PeLk 1 corresponds to the 
trisialyloligosaccharide. 

3i6: 82S··: 
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NeuAc'(a2-6)Gai(,S1-4)GicNAc"(ft 1-6) 1 ) 1 rv 1 Gai(J 1-4 Glc 
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Fig. 3 • FAB-KS of the permethylated tri8ialyloligoe•eeharide. 
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rv r 
NeuAc(a2-6)Gal(p 1-4}GicNAc(p 1-6) 1 1 
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1 
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Fig. 4 • 20-COSY apectrum of the trisialyloligoaaccharide. 

monosaccharides showed the presence of 4,7,8,9 He
4

Neu(Me)Ac; 2,3,4 

Me
3
Gal; 2,4,6 Me

3
Gal; 2,4 Me

2
Gal; 3,6 Me

2
GlcN(Me}Ac; 4 Me GlcN(Me)Ac and 

2,3,6 Me
3
Glc in the ratio 3:1:1:1:1:1:1, respectively. 

The 
1s-NMR data are given in Table 1 and in Fig. 4. The B-1 signala 

of Gal and GleNAc residues can be easily distinguished on the COSY 

spectrum according to the upfield resonances of the Gal H-2 atome, in 

opposition with the downfield resonances of the GleNAc H-2 atome. The 

H-l signal of Glc B is correlated with the H-2 signal at 3.320 ppm. 
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T&))le l 1 
H- chemical ah if ta {ppm) for triaialyloligoaaccharide 

H-l K-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-6' liAC 

!leuAc(a2-6) 1. 714(ax) 3.6-47 II.D. N.D. 2.027 

2. 672 {eq) 

IV' Gal(lH-4) 4.443 3.533 3.669 3.926 3.94 4.01 3.55 

III' GlcNAc{B1-6) 4.692 .3. 757 !1.0. !I.D. 3.54 3.92 3.79 2.091{a) 

2.088(6) 

NeuAc(a2-3) 1.783(ax) 3.678 N.D. 11.0. 2.027 

2.758(eq) 

IV Gal(Bl-3) 4.496 3.529 4.078 3.931 JII.O. K.O. !1.0. 

NeuAc(a2-6) 1.684(ax) 3.678 H.D. K.O. 2.037 

2.746(eq) 

Ill GlcHAc(B1-3) 4. 726 3.889 li.D. !I.D. 3.54 3.96 3.82 2.019 

II Ga1(Bl-4) 4.439 3.581 3. 717 4.153 JII.D. N.D. JII.D. 

I Glc a 5.223 3.608 !I.D. !t.D. N.O. JII.D. 111.0 • 

.8 4.659 3.320 3.640 JII.D. JII.D. N.D. R.D. 

The structural feature NeuAc(a2-3)Gal(Bl-3) {NeuAc(a2-6) }GlcNAc(Bl-3) 

is characterized by significant Gal H-l resonances observed at 6=4. 499 

ppm and 6= 4.726 ppm, as infered by comparison with reference compound 

disialyllacto-N-tetraose ( 7]. It can be also deduced from the 

characteristic chemical shifts of the H-3ax and H-3eq of NeuAc residue 

a-2,6-linked to GleNAc-III (7}, and the lowfield shifted value of GaliV 

H-3 at 6•4.078 ppm, correlated with the H-l and H-2 resonances on the 

COSY spectrum. 

The structure of the 8-1,6-linked branch can be also confirmed by the 

relevant NKR parameters of the NeuAc(a2-6)Gal(Bl-4)GlcNAc(Bl-6) sequence 

previously described in compounds 52:10:6 and 52:11:4 by Gronberg et al. 

(5 J. 

The combination of sugar analysis methylation, PAB-MS and NMR 

spectroscopy allows to propose the following structure for the new 

oligosaccharide: 

NeuAc(a2-6)Gal{Bl-4)GlcNAc(Bl-6) 
\ 

NeuAc{a2-3)Gal{Bl-3) Gal(Bl-4}Glc 
\ 1 
G1cNAc(Bl-3) 
1 

NeuAc(a2-6) 
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In apite of the relative law amount of thia triaialyloligosaccharide 

in human milx, it may be assumed that it representa the major compound 

of this new series of sialylated material. Indeed, it possesse& the 

lacto-N-hexaoae core [13], which predominates arnong the hexaose series. 

The Gal(Bl-J)GlcNAc branch (type Il ia aialylated at the c-3 and C-6 

poaition of Gal and GleNAc, reapectively, as in disialyllacto-N

tetraoae which is the major diaialylated oligosaccharide of human œilk. 

The Gal(Bl-4)GlcNAc branch is a-2,6-sialylated, and this branch of type 

II had not yet been found to bear an a-2,3-linxed sialic acid residue. 
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C - CONCLUSION 

L1 étude des fractions oligosaccharidiques neutre et acide du lait 

de Femme nous a permis, d•une part, de faire une attribution complète 

des paramètres RMN de 5 o 1 i gosacchari des précédemment caractérisés par 

d•autres auteurs. Dans le cas des glucides récemment décrits, les 

quantités de materiel isolé étaient alors trop faibles pour réaliser une 

te 11 e étude. Ces o 1 i gosacchari des sont répertoriés ci -dessous se 1 on 1 a 

nature de 1 eur 11 noyau 11
• 

LACTD-N-HEXAOSE 

Gal(~l-4)GlcNAc(~l-6) 
j 1 

Fuc(al-3) Gal(~l-4)Glc 
j 

Fuc(al-2)Gal(~l-3)GlcNAc(~l-3) 

(YAMASHITA et al., 1977a) 

Gal(~l-4)GlcNAc(~l-6) 
j 1 

Fuc(al-3) Gal(~l-4)Glc 
j 

Fuc(al-2)Gal(~l-3)GlcNAc(~l-3) 

Fuc(al-4) 
j 

(STRECKER et al., 1989) 

LACTD-N-NEOHEXAOSE 

Gal(~l-4)GlcNAc(~l-6) 
j 1 

Fuc(al-3) Gal(~l-4)Glc 
j 

Gal(~l-4)GlcNAc(~l-3) 

Fuc(al-3) 
J 

(BRUNTZ et al., 1988) 

Paro-LACTD-N-HEXAOSE 

Gal(~l-3)GlcNAc(~l-3)Gal(~l-4)GlcNAc(~l-3)Gal(~l-4)Glc 
j j 

Fuc(al-4) Fuc(al-3) 
(YAMASHITA et al., 1977b) 
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Para-LACTQ-N-NEOHEXAOSE 

Gal(~1-4)GlcNAc(~1-3)Gal(~1-4)GlcNAc(~1-3)Gal(~1-4)Glc 
J J 

Fuc(a1-3) Fuc(a1-3) 
(YAMASHITA et al., 1977b) 

Ces deux derniers oligosaccharides dérivés des noyaux para-lacto

N-hexaose et para-1 acto-N-néohexaose avaient été caractérisés en 

mélange. L'oligosaccharide porteur du déterminant dimère Lex a été 

décrit, associé à un 1 ipide, dans des adénocarcinomes du colon et du 

foie humain (HAKOMORI et al., 1984; ITZKOWITZ et al., 1986). Il est 

reconnu spécifiquement par l'anticorps monoclonal FH4 (FUKUSHI et al., 

1984a). 

D'autre part, nous avons pu, par l'association de la résonance 

magnétique nucléaire à la spectrométrie de masse, élucider la structure 

de 5 nouveaux o 1 i gosacchari des de haute masse mo 1 écu 1 ai re. Ces 

oligosaccharides porteurs des déterminants H, ou 

répertoriés ci-dessous selon la nature de leur "noyau". 

LACTQ-N-HEXAOSE 

NeuAc(a2-6)Gal(~1-4)GlcNAc(~1-6) 
1 
Gal(~1-4)Glc 
J 

NeuAc(a2-3)Gal(~1-3)GlcNAc(~1-3) 
J 

NeuAc(a2-6) 

Iso-LACTo-N-ocTAOSE 

Fuc(a1-2)Gal(~1-3)GlcNAc(~1-3)Gal(~1-4)GlcNAc(~1-6) 
J 1 

Fuc(a1-3) Gal(~1-4)Glc 
J 

Fuc(a1-2)Gal(~1-3)GlcNAc(~1-3) 

Fuc(a1-2)Gal(~1-3)GlcNAc(~1-3)Gal(~1-4)GlcNAc(~1-6) 
J 1 

Fuc(a1-3) Gal(~1-4)Glc 
J 

Fuc(a1-2)Gal(~1-3)GlcNAc(~1-3) 

Fuc(a1-4) 
J 

sont 
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Fuc{a1-2)Gal(~1-3)GlcNAc(~1-3)Gal(~1-4)GlcNAc(~1-6) 
J J 1 

Fuc{a1-4) Fuc(a1-3) Gal(~1-4)Glc 
J 

Fuc(a1-2)Gal(~1-3)GlcNAc(~1-3) 

Fuc(a1-4) 
J 

Paro-LACTQ-N-QCTAOSE 

VIII VII VI V IV III II 1 

Fuc(a1-2)Gal{~1-3)GlcNAc(P1-3)Gal(P1-4)GlcNAc(P1-3)Gal{Pl-4)GlcNAc{Pl-3)Gal{Pl-4)Glc 
J J J 

Fuc(a1-4) Fuc(al-3) Fuc(al-3) 
le para-lacto-N-octaose est un nouveau "noyau" octasaccharidique. 

la description de cette nouvelle structure porte maintenant A 12 le 

nombre de noyaux rencontrés dans les glucides du lait de Femme. Nous 

pouvons remarquer qu'à ce stade de l'étude, les oligosaccharides isolés 

dé ri vent es sentie 11 ement du "noyau" iso-lacto-N-octaose, caractérisé par 

STRECIŒR et oZ. en 1989. Nous n'avons effectivement pas retrouvé de 

glucides dérivés des noyaux lacto-N-octaose et lacto-N-néooctaose 

décrits par le groupe de kOBATA (YAMASHITA et al., 1976b; TACHIBANA et 

al., 1978). 

Nous avons alors réalisé une hydrolyse partielle de la fraction 

oligosaccharidique neutre du lait de Fenune (voir appendice technique) 

afin de vérifier l'existence de ces 2 noyaux (voir Figure C, page 142). 

l'hydrolyse partielle entraîne la perte des résidus de fucose, dont les 

liaisons sont plus fragiles. Nous voyons ainsi apparaître, dans le cas 

du gynolactose hydrolysé, des "bandes" correspondant à chaque famille de 

noyaux (di- (A), tétra- (B), hexa- (C), oeta- (D) et décasaccharides 

{E); voir Figure C, page 142 et Tableau I, page 29). l'étude par 

chromatographie liquide haute performance et résonance magnétique 

nucléaire de la fraction contenant les octasaccharides ne nous a pas 

permis de caractériser ces 2 noyaux. Par contre, nous avons pu isoler et 

caractériser l'iso-lacto-N-octaose. Cependant, avant de mettre 

totalement en doute leur existence, une étude plus approfondie des 

fractions mono- et disialylées devra être poursuivie. 
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1 2 3 5 6 

c 

0 

E 

fig. C : Chromatographie sur couche mince de la fraction neutre 

hydrolysée (3 migrations) 

1 : Témoin Fucose; f : Témoin Lacto-N-tétraose; ~ et ~ : 

Fraction neutre hydrolysée; ~ : Fraction neutre native; Q 

Témoin lactose. 
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Il - ETUDE STRUCTURALE D'OLIGOSACCHARIDE-ALDITOLS ISOLES D'UN 

PSEUOOMYXOME HUMAIN 

Comme nous l'avons vu précedemment, les oligosaccharides du lait 

de Femme peuvent être porteurs de déterminants identiques aux épitopes 

glycanniques des glycoprotéines ou des glycolipides membranaires des 

cellules tumorales, comme le Lex, le dimère Lex ou encore le sialyl Lea. 

Parallèlement à notre étude sur ces glucides libres du lait de 

Femme, nous avons eu la possibilité d'étudier une substance gélatineuse 

provenant d'une tumeur du péritoine humain appelée pseudomyxome. 

Celle-ci nous a été donnée par le Docteur GROSLAMBERT du Centre 

Hospitalier Régional et Universitaire de Grenoble. 

A notre connaissance, aucune étude sur la nature des antigènes 

présents dans cette substance mucoïde n'avait été faite. 

Ainsi, l'étude de la fraction glycannique nous a permis de 

déterminer la structure des principaux antigènes glucidiques. L'épitope 

de l'un de ces antigènes majeurs est curieusement identique à ce 1 u i 

porté par un des oligosaccharides majeurs du lait de Femme, à savoir la 

séquence disialylée NeuAc(a2-3)Gal(Pl-3)[NeuAc(a2-6)]GlcNAc-. 
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ABSTRACT 

Five oligosaccharide-alditols released from the Pseudomyxoma 

peritonei mucoïd substance by reductive ~-elimination were studied by 
1H- and 13c-NMR spectroscopy. Among the major components ana lyzed, 

sialyl Lewis X and disialyl isolactosamine-0-containing carbohydrate 

determinants were characterized. The disialyl isolactosamine 

determinant, previously found to be associated to the carbohydrate 

moiety of adenocarcinoma specifie glycolipids, is here isolated for the 

first time from mucus glycoprotein. 
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1 NTRODUCTION 

Pseudomyxoma peritonei is a rare disease which may develop in 

patients with a benign or a low grade malignant intestinal tumor. It is 

characteri zed by an i ntraperitonea 1 hypersecretion of ge 1 at i nous 

substance rich in carbohydrates which could be identified as a mucin, on 

the bas i s of the sugar composition and the a 1 ka 1 i -1 a bi l ity of the 

glycan-protein linkages [1]. In the present report, we describe the 

isolation and structural characterization of five major 0-glycosidic 

oligosaccharides released by reductive ~-elimination. 
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MATERIAL AND METHODS 

* Preparation of oligosaccharide-alditols 

The delipidated dry material (6 g) was submitted to alkaline 

reductive degradation in 50 mM NaOH containing lM NaBH4 (400 ml) at 37°C 

for 24 h. The reaction was stopped by acetic acid, followed by 

centrifugation. After evaporation, borie acid was removed by 

distillation in the presence of methanol. The material was then desalted 

on a Biogel P4 column. Neutral and acidic oligosaccharide-alditols were 

fractionated on anion exchanger (Dowex 1 x 2; mesh 200-400; HCOO- form; 

2 x 40 cm) which was stepwise eluted by water, then by 30, 100 and 200 

mM pyridine acetate buffer (pH 6.0) (1 l of each). Each fraction was 

desalted on Biogel P2 and fractionated by high performance liquid 

chromatography (HPLC). 

* Analytical procedures 

Oligosaccharide-alditols were isolated by HPLC on primary-amine

bonded silica (Supelcosil LC-NH2, 4.6 mm x 25 cm; Supelco Inc., 

Bellefonte, USA) using acetonitrile 1 30 mM phosphate (pH 7.0) gradient, 

wi th a flow rate of 1. 5 ml /min. 01 i gosacchari des were detected by UV 

spectroscopy at 206 nm. 

* NMR spectroscopy 

The 400 MHz 1H-NMR experiments were performed on a Bruker AM-400 
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WB spectrometer equipped with a 5 mm 1H; 13c- mixed probe head, operating 

in the pulse Fourier transform mode and controlled by an Aspect 3000 

computer. After three exchanges with 2H20 (99.95% atoms 2H, Aldrich) and 

intermediate lyophilisations, the products were analysed with a spectral 

width of 3000 Hz for 16 K frequency domain points and the time domain 

data points giving a final digital resolution of 0.365 Hz/point. The 

chemical shifts are given relative to sodium-4,4-dimethyl-4-

silapentane-1-sulfonate, but were actually measured to the methyl of 

internal acetone (o = 2.225 ppm for 1H) in 2H20 at 27°C. 

The 2-D homonuclear-correlated spectroscopy (20 COSY) experiments 

were performed using the standard Bruker pulse library. 

RESULTS 

* Fractionation of reduced oligosaccharides 

Four fractions, Neutral (NF), 30, 100 and 200 mM, eluted from the 

ani on exchanger were ana lysed by HPLC us i ng a LC-NH2 co 1 umn. A 11 the 

fractions exhibited an extreme complexity (di to dodecasaccharide

alditols). Moreover the high molecular weight components gave a very bad 

resolution by HPLC. For this reason, we used in the present study a 

gradient CH3CN : Phosphate buffer which separated the low molecular 

weight components (up to hexasaccharides) and furnished the higher 

isomers in one piece, by increasing the proportion of water (Fig. 1). 

These fractions will be subjected to further analysis. This study 

concerns the structural investigation of the five major oligosaccharide-

alditols isolated from the fractions NF, 100 and 200. 
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* NMR analyses 

- FRACTION NF-5 (39 mg) 

The 1H-NMR spectrum of NF-5 indicated a disaccharide-alditol 

structure with the GleNAc unit ~ (J1,2 - J2,3 - J3,4 - J4,5 - 10 Hz) and 

the GalNAc-ol unit (o H-2 = 4.283 ppm; o H-5 = 4.135 ppm; o NAc = 2.038 

ppm). The chemical shifts of 1H resonances (Table I) accord exactly with 

those of the reference compound GlcNAc(~1-3)GalNAc-ol [2,3] (Fig.2). The 

complete 13C-NMR assignments of the compound are reported in Table II. 

- FRACTION NF-6 (32 mg) 

The 1H-NMR data for fraction FN-6 are quite superposable to 

those described for the classical Gal(~1-3)GalNAc-ol structure isolated 

from various sources [3-5]. The complete 1H- and 13c-NMR assignments for 

this compound are reported in Tables 1 and II. 

- FRACTION lOD-5 (6. 7 mg) 

The 1H-NMR spectrum of component 100-5 (Fig. 3) shows three 

doub 1 ets in the a nome ri c regi on, together with the Fuc H-5 quadrup 1 et 

and two NeuAc H-3ax and two NeuAc H-3eq resonances. The H-1 resonances 

observed at 4.508 and 4.646 ppm were easily related to Gal and GleNAc 

residues, according to their J2,3, J3,4 and J4,5 vicinal coupling 

constants observed on the two-relayed COSY spectrum. The sequence 

GlcNAc(~l-3)[NeuAc(a2-6)]GalNAc-ol was deduced from the GalNAc-ol H-3 



TABLE 1 - 1H che.1ca1 sh1fts of o11gosacchar1de ald1tols 

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-7 H-8 H-9 NAc 

GlcNAc(Pl-3) 
1 

4.611a 3.735 3.617 3.348 3.486 3.948 - - - 2.088 
GalNAc-ol 3.614 4.283 3.993 3.540 4.135 3.658 - - - 2.038 

3.618 
Gal(P1-3) 1 4.476 3.563 3.688 3.915 3.729 3.74 
GalNAc-ol 1 3.787 4.386 4.053 3.500 4.189 3.677 - - - 2.056 

3.739 3.626 
NeuAc(a2-3) 1 - - 1.798(ax) 3.688 3.859 3.678 3.597 3.891 3.877 2.031 

2.772(eq) 3.645 
Gal(P1-3) ' 4.540 3.606 4.116 3.927 3.706 3.80 1 

3.72 
[NeuAc(a2-6)] 1 - - 1.692(ax) 3.674 3.821 3. 713 3.576 3.884 3.877 2.031 

2. 721 ( eq) 3.631 
GalNAc-ol 1 3.808 4.374 4.066 3.522 4.238 3.855 - - - 2.041 .... 

3.739 3.481 0'1 
w 

NeuAc(a2-3) ' - - 1.796(ax) 3.682 3.853 3.666 3.604 3.894 3.88 2.034 1 
2.759(eq) 3.64 

Gal(P1-4) 1 4.508 3.524 4.092 3.939 3.604 3.76 . 
3.71 

[Fuc(a1-3)] 1 5.124 3.682 3.893 3. 779 4.804 1.169 
GlcNAc(P1-3) 1 4.642 3.981 3.903 3.903 3.616 4.038 - - - 2.063 

3.980 
[NeuAc(a2-6)] 1 - - 1. 697 ( ax) 3.676 3.827 3.701 3.586 3.894 3.88 2.030 1 

2.734(eq) 3.64 
GalNAc-ol 1 3.612 4.249 3.984 3.625 4.176 3.827 - - - 2.024 

3.581 3.488 
NeuAc(a2-3) 1 - - 1.781(ax) 3.661 3.846 3.701 3.58 3.87 3.87 2.029 

2.760(eq) 3.64 
Gal(P1-3) 1 

4.484 3.526 4.080 3.931 3.68 -3.72 
[NeuAc(a2-6)] 1 - - 1. 721 (ax) 3.675 3.846 3.701 3.57 3.87 3.87 2.029 

2.730(eq) 
GlcNAc(P1-3) 1 4.609 3.873 3.784 3.539 3.57 3.92 - - - 2.054 

3.86 
Gal-ol 1 3.697 4.126 3.798 3.890 3.994 3.671 

3.666 3.636 



Table II - 13c chemical shifts of oligosaccharide-alditols 

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7 C-8 C-9 co CH3 

Gl cNAc (JH -3) 1 103.69 57.18 74.48 71.28 76.73 62.11 - - - 176.29 23.59 
GalNAc-ol 1 61.59 52.57 78.11 70.56 70.83 64.22 - - - 175.49 23.39 
Gal(P1-3) 1 105.18 72.27 73.68 69.69 76.30 62.25 
GalNAc-ol 1 61.79 52.66 77.64 70.30 70.56 64.14 - - - 175.96 23.19 
NeuAc(a2-3) 1 175.98 101.01 41.09 69.54 53.00 74.26 69.42 73.09 63.90 176.33 23.35 
Gal(P1-3) 1 104.93 70.60 76.86 68.66 76.28 62.15 
(NeuAc(a2-6)] 1 174.87 101.65 41.46 69.54 53.19 73.86 69.60 72.98 63.96 176.33 23.35 -GalNAc-ol 1 61.83 52.61 77.35 70.48 69.11 66.89 - - - 175.90 23.20 U'l 

-'='" 
NeuAc(a2-3) 1 175.19 101.02 41.08 69.63 53.05 74.23 69.43 73.13 63.93 176.37 23.36 
Gal(P1-4) 1 102.90 70.60 76.93 68.66 76.17 62.77 
[Fuc(a1-3)] 1 99.87 69.09 70.51 73.24 68.03 16.62 
GlcNAc(P1-3) 1 102.90 57.54 76.11 73.13 76.28 61.24 - - - 175.50 23.67 
[NeuAc(a2-6)] 1 174.87 101.71 41.51 69.59 53.21 73.90 69.63 73.04 64.01 176.33 23.36 
GalNAc-ol 1 61.67 52.75 78.10 71.01 69.46 66.78 - - - 175.74 23.43 
NeuAc(a2-3) 1 175.15 100.98 41.13 69.70 52.99 74.13 69.39 73.13 63.82 176.30 23.36 
Gal(P1-3) 1 104.81 70.43 76.98 68.61 76.41 62.32 
[NeuAc(a2-6)] 1 174.68 101.66 41.40 69.66 53.13 73.84 66.66 73.01 63.82 176.26 23.36 
GlcNAc(P1-3) 1 102.81 56.08 83.50 69.70 75.19 64.80 - - - 176.07 23.72 
Gal-ol 1 63.93 71.07 79.41 70.78 70.17 64.21 
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(3.984 ppm) and H-6 (3.488; 3.487 ppm) resonances [6]. The H-1, H-5 and 

CH3 Fuc resonances at i5 = 5.124; 4.804 and 1.169 ppm, respectively, 

indicated for Fuc an a(1->3) linkage to GleNAc [6]. The H-3ax and H-3eq 

signa 1 s of one of the NeuAc res i dues were observed at i5 = 1. 796 and 

2. 7 59 ppm, respective 1 y and i nd i cated the presence of a a-2, 3-l in ked 

NeuAc res i due to Ga 1, the H-3 of whi ch bei ng des hie 1 ded at o = 4. 092 

ppm. These findings determine the structure of component 100-5 as : 

NeuAc(a2-3)Gal(a1-4)[Fuc(a1-3)]GlcNAc(a1-3)[NeuAc(a2-6)]GalNAc-ol. 

The combination of 20 homonuclear and heteronuclear spectroscopy 

led to the complete 1H and 13c-NMR assignments for the oligosaccharide

a l dito 1 (Fig. 3 and 4; Tables I and I I) • 

- FRACTION 200-2 (40 mg) 

The 1H-NMR spectrum of 200-2 is quite superposable to that of 

NeuAc(a2-3)Gal(al-3)[NeuAc(a2-6)]GalNAc-ol [5] (Fig. 5). The complete 1H 

and 13c-NMR assignments for the compound are reported in Tables I and 

II. 

- FRACTION 20D-4 (3 mg) 

The double-relayed COSY spectrum of oligosaccharide-alditol 

200-4 is shown in Fig. 6, from which a near-complete assignment of the 

signals could be made. The region of NAc signals indicates the presence 

of NeuAc (o NAc = 2.029 ppm) and GleNAc (o NAc = 2.054 ppm), while NAc 

signal related to GalNAc-ol residue is not present. The set of the H-2 

to H-6 resonances of residue I (see Fig. 6 for nomenclature) are 
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significant of galactitol substituted at C-3 position, as confinned by 

the deshielded value of C-3 observed at 79.41 ppm on the 1H/ 13c 

heteronuclear spectrum. According to the vicinal coupling constants 

J 1,2, J2,3, J3,4 and J4,5 of residues II and III corresponding sugars 

were identified as GleNAc and Gal, respectively. Two NeuAc residues are 

present , one a-2,3-linked to Gal (~ H-3 = 4.080 ppm), the second a-2,6-

linked to GleNAc (~ C-6 = 64.21 ppm). The complete assignment of 1H and 
13c-NMR spectra of component 200-4 is reported in Tables I and II. On 

the basis of these findings the structure of oligosaccharide-alditol 

200-4 was determined as : 

NeuAc(a2-3)Gal(~l-3)[NeuAc(a2-6)]GlcNAc(~l-3)Gal-ol. 

DISCUSSION 

The 400 MHz 1H- and 100 MHz 13C-NMR spectra of fi ve 

oligosaccharide-alditols released from the mucoïd substance of 

pseudomyxoma peritonei have been interpreted in full detail. The cores 

type 1 [Gal (~1-3)GalNAc] and type 3 [GlcNAc(~l-3)GalNAc] were 

characterized as main components. In the case of component 100-5, in the 

branch linked to C-3 of GalNAc-ol, the sialyl Lewis X determinant was 

found. This complete disialyl glycanic chain of core type 3 has been 

previously described, for the first time, in new-born meconium mucoïd 

substance [7], but the corresponding type 3 monosialyl Lewis X 

determinant is also present in branchial mucus glycoproteins [6]. 

The oligosaccharide-alditol 200-4, which possesses Gal-ol as a 

reducing end, probably results from a peeling process occuring during 

the reductive ~-elimination. Consequently, the native product should be 

NeuAc(a2-3)Gal(~l-3)[NeuAc(a2-6)]GlcNAc(~l-3)Gal(Pl-3)GalNAc-ol. 

A glycolipid having the disialyl Gal(~l-3)GlcNAc sequence has 
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fig. 6 : Double-relayed COSY spectrum of compound 200-4. 
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been previously described as a marker of an adenocarcinoma cell line 

[8]. To our knowledge, this sequence has never been described as being 

associated to human mucus glycoprotein. Nevertheless, the analogous 

compound disialyllacto-N-tetraose is the major sialyl-oligosaccharide 

present in human milk [9]. 

Numerous oligosaccharide-alditols from the pseudomyxoma still 

remain to be fractionated. According to the HPLC analyses, compounds 

with a OP 8 to 12 are present. These components are very heterogenous, 

therefore other approaches should be undergone to analyse them. 
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Conclusion 

La fraction glycoprotéinique de la substance gélatineuse 

provenant du pseudomyxome a été soumise à une réaction de ~-elimination 

en milieu réducteur. L'étude des oligosaccharide-alditols ainsi libérés 

nous a permis de déterminer la structure de 5 déterminants glucidiques 

présents dans cette substance mucoïde : 

Gal(~1-3)GalNAc-ol (NF-5) 

GlcNAc(~l-3)GalNAc-ol (NF-6) 

NeuAc(a2-6) 
1 
GalNAc-ol (100-5) 
J 

NeuAc(a2-3)Gal(~1-4)GlcNAc(~1-3) 
J 

Fuc(a1-3) 

NeuAc(a2-6) 
1 

NeuAc(a2-3)Gal(~1-3) 

GalNAc-ol (200-2) 
J 

NeuAc(a2-3)Ga1(~1-3)GlcNAc(~1-3)Gal-ol (200-4) 
J 

NeuAc(a2-6) 

Trois de ces structures retiennent particulièrement notre 

attention : 

* Le disaccharide-alditol Gal(~1-3)GalNAc-ol (NF-5), isolé à 

partir de la fraction neutre et communément appelé antigène T (Thomsen

Fri edenrei ch) correspond au core 1 des 0-glycosyl protéines de type 

mucine (voir revues de HOUNSELL & FEIZI, 1982; FEIZI et al., 1984; 

ROUSSEL et al., 1988; LAMBLIN et al., 1991; STROUS & DEKKER, 1992). 

L'antigène T a précédemment été décrit comme "antigène associé 

aux tumeurs" (voir revue de SPRINGER, 1984). En effet l'accumulation, 
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dans des adénocarcinomes humains, de cet antigène porté par des 

0-glycosylprotéines est un exemple remarquable de synthèse incomplète de 

la chaîne glycannique avec accumulation du précurseur. 

Cet oligosaccharide-alditol a également été caractérisé dans le 

méconium de nouveau-né (HOUNSELL et al., 1985). 

* L'oligosaccharide-alditol 100-5 possède l'épitope sialyl LeX, 

décrit comme étant un antigène onco-foetal. 

En effet, cet antigène foetal, caractérisé sous forme de 

glycoprotéine dans le méconium de nouveau-né (CAPON et al., 1989), est 

également décrit associé à un lipide dans des adénocarcinomes du poumon 

et du colon humains (FUKUSHIMA, 1991; BLASZCZYK et al., 1984). 

Cet épitope sialyl Lex est spécifiquement reconnu par l'anticorps 

monoclonal CSLEX1 (FUKUSHIMA et al., 1984). 

I 1 est toutefois intéressant de noter que cet antigène a été 

décrit pour la première fois sous forme de glycolipide dans le rein 

humain sain (RAUVALA, 1976). 

* L'oligosaccharide-alditol 200-4 possède l'épitope NeuAc(cx2-3) 

Gal(~1-3)[NeuAc(cx2-6)]GlcNAc, caractérisé pour la première fois à partir 

d'une mucine d'adénocarcinome et donc associé à une protéine. Cette 

séquence disialylée est identique à celle présente au niveau d'un 

oligosaccharide libre majeur du lait, isolé par GRIMMONPREZ & MONTREUIL 

en 1968, le Disialyllacto-N-tétraose. 

Toutefois, cet épitope a été décrit associé à un lipide dans des 

cellules de carcinomes embryonnaires (FUKUDA et al., 1986) et est 

spécifiquement reconnu par l'anticorps monoclonal FH9 (FUKUSHI et al., 

1986). 

Cet oligosaccharide présente la particularité de posséder non pas 

un résidu de N-acétylgalactosaminitol eh position terminale réductrice, 
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mais un résidu de ga 1 act i to 1. Un phénomène de 11 pee 1 i ng.. au cours de 1 a 

~-elimination est certainement responsable de la formation de cet 

oligosaccharide-alditol. Néanmoins, nous ne sommes pas parvenus à 

caractériser 1•oligosaccharide natif, dont la structure devrait être la 

suivante : 

NeuAc(a2-3)Gal(~l-3)GlcNAc(~l-3)Gal(~l-3)GalNAc-ol 
J 

NeuAc(a2-6) 

Cependant, nous n • avons étudié que que 1 ques uns des antigènes 

glucidiques présents dans cette substance mucoïde et bon nombre de 

glycannes restent à isoler. 

Les 5 structures glycanniques que nous avons décrites ne sont 

pas spécifiques du pseudomyxome puisqu•elles ont déjà été caractérisées 

dans d•autres milieux biologiques et plus particulièrement dans des 

adénocarcinomes humains. L1 étude des glycannes présents en plus faible 

quantité dans cette substance mucoïde permettrait probablement de 

caractériser de nouveaux épitopes glucidiques spécifiques de ces types 

de tumeurs. 



CONCLUSION 
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L•association de différentes techniques chromatographiques, comme 

la chromatographie sur papier et la chromatographie liquide haute 

performance, à des méthodes physiques d•analyse structurale, telles la 

spect romét rie de masse et 1 a résonance magnétique nue 1 éa ire, nous a 

permis d•isoler et d1 établir la structure de 5 nouveaux oligosaccharides 

du lait de Femme et de réaliser l 1 attribution complète des paramètres 

RMN de 10 de ces glucides libres. 

Deux des nouvelles structures que nous avons élucidées sont 

particulièrement intéressantes. En effet, nous avons caractérisé le 

premier oligosaccharide trisialylé du lait de Femme, et nous avons 

établi la structure d1 un nouveau 11 noyau 11 octasaccharidique : le para-

1 acto-N-octaose. Ainsi , ces 11 noyaux 11 présents dans les g 1 uc ides li bres 

du lait de Femme sont maintenant au nombre de 12. Néanmoins, les 

oligosaccharides de haute masse moléculaire que nous avons isolés 

dé ri vent es sentie 11 ement du noyau iso-1 acto-N-octaose. En effet, ancun 

d 1 eux ne présente les 11 noyaux 11 1 acto-N-octaose et l acto-N-néooctaose 

précédemment décrits par le groupe de KOBATA. L1 hydrolyse partielle que 

nous avons réalisée sur la fraction oligosaccharidique neutre du lait de 

Femme n1 a pas permis de caractériser ces 2 noyaux. Cependant, avant de 

mettre totalement en doute leur existence, une analyse approfondie de la 

fraction oligosaccharidique acide serait nécessaire. 

Ces glucides que nous avons isolés du lait de Femme sont porteurs 

des déterminants H, Leb et/ ou Lex. L 1 o 1 i gosacchari de présentant 

l 1 épitope dimère Lex a précédemment été décrit sous forme de glycolipide 

dans des adénocarcinomes humains. Cet oligosaccharide présentant un 

déterminant antigénique associé aux tumeurs S
1 ajoute à ceux déjà décrits 

dans le lait de Femme, comme le sialyl Lea ou encore la séquence 

disialylée NeuAc(a2-3)Gal(~1-3)[NeuAc(a2-6)]GlcNAc. Ces oligosaccharides 
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isolés en quantité appréciable peuvent être couplés à des lipides ou à 

des protéines afin de les rendre immunogéniques, et être utilisés à des 

fins d'études immunochimiques. 

L'étude structurale des oligosaccharides du lait de Femme et la 

comparaison entre leur structure et celle des antigènes associés aux 

tumeurs a été complétée par l'étude de la fraction glycannique d'une 

substance gélatineuse provenant d'une tumeur péritonéale humaine, le 

pseudomyxome. Nous avons ainsi pu caractériser 5 glycannes majeurs de 

cette substance mucoï de. L'un d • eux est porteur du déterminant 

onco-foetal sialyl Lex et un autre possède la séquence NeuAc(a2-3)Gal 

(~1-3) [NeuAc(a2-6)]GlcNAc caractérisée pour la première fois à partir 

d'une mucine d'adénocarcinome. Cette séquence disialylée constitue 

également un oligosaccharide majeur du lait de Femme. 

L'origine de ces oligosaccharides du lait de Femme peut 

s'expliquer par 1 'existence dans les tissus de la glande mammaire 

d'activités glycosyltransférasiques à caractère "foetal", ou bien encore 

par une activité différente des glycosyltransférases normalement 

rencontrée dans les tissus différenciés ou les milieux biologiques. En 

effet, dans le cas des oligosaccharides du lait de Femme, ces 

glycosyltransférases utilisent le Lactose comme accepteur et non des 

glycolipides ou des glycoprotéines. 
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LES OLIGOSACCHARIDES DU LAIT DE FEMME 

1 - FRACTIONNEMENT DES OLIGOSACCHARIDES DU LAIT 

Après délipidation du lait par centrifugation à 3000g pendant une 

heure à 4°C, les oligosaccharides sont isolés par ultrafiltration sur 

membrane AN 69 (hémodialyseur Hospal, Sodip, Meysieur, France). Les 

oligosaccharides sialylés sont retenus sur un échangeur d'anions (Dowex 

lx2, 200-400 mesh, forme bicarbonate). La solution neutre ainsi obtenue 

est concentrée et les oligosaccharides sont séparés du lactose par gel 

filtration sur Biogel P2 (140x8cm, Bio-Rad, Richmond, USA). 

A) Isolement des oligosaccharides neutres 

La fraction oligosaccharidique neutre est soumise à une 

chromatographie préparative sur papier Whatman n°3 pendant 3 jours. Par 

ce procédé, 1 es o 1 i gosacchari des majeurs sont iso 1 és a 1 ors que 1 es 

oligosaccharides de haut poids moléculaire restent à l'origine. Après 

élution du papier, cette dernière fraction est soumise à une nouvelle 

chromatographie préparative sur papier pendant douze jours. Onze 

fractions sont ainsi obtenues, chacune d'entre elles étant hétérogène 

aprés analyse par chromatographie liquide haute performance. 

B) Isolement des oligosaccharides acides 

Les oligosaccharides acides, retenus sur la résine échangeuse 

d'anions lors du fractionnement des glucides du lait, sont élués par des 

concentrations croissantes d'acétate de pyridine de 5 mM à 500 mM. 
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II - HYDROLYSE ACIDE MENAGEE DE LA FRACTION OLIGOSACCHARIDIQUE NEUTRE 

A) Conditions d'hydrolyse 

Après lyophilisation de la fraction oligosaccharidique neutre, 2 

grammes de ce mélange sont ajoutés à 100 ml d'acide sulfurique 0,05 N. 

L'hydrolyse ménagée est réalisée en portant cette solution à 100°C 

pendant 1 heure. La réaction est arrétée par refroidissement sous 

courant d'eau. L'hydrolysat est ensuite neutralisé par une solution 

d'ammoniaque à 15 % et déssalé sur une colonne de Biogel P2. 

8) Analyse des produits d'hydrolyse 

1) Analyse par chromatographie sur papier 

2) Analyse par chromatographie sur couche mince 

3) Analyse structurale par Résonance Magnétique Nucléaire 

Ces techniques d'analyses chromatographiques et structurales sont 

détaillées dans le paragraphe suivant. 

III - LES METHODES CHROMATOGRAPHIQUES 

A) La chromatographie sur papier 

Les chromatographies descendantes sont réalisées sur papier 

Whatman n°3. Le solvant utilisé est le mélange Pyridine/ Acétate 
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d•éthy1e/ Acide acétique/ Eau (5:5:1:3, v/v). La détection des 

o 1 i gosacchari des, réa 1 i sée a prés sêchage de 1 a feui 11 e de papi er, est 

obtenue par pulvérisation du réactif à 1•oxalate d•aniline (PARTRIDGE, 

1950) et chauffage à 200°C pendant 20 minutes. Dans le cas d•une 

chromatographie préparative, seules les bandes latérales sont révélées 

et les fractions oligosaccharidiques sont éluées par de 1•eau (une 

nuit), désalées sur Biogel P2 et concentrées. 

B) La chromatographie sur couche mince 

Différentes analyses chromatographiques ont été réalisées sur 

couche mince de silice. Sur une plaque Silicagel-60 (Merck, Allemagne) 

sont déposées des quanti tés correspondant à 10 à 20 ~g de maté rie 1 

oligosaccharidique. Deux ou trois migrations successives, avec séchages 

intermédiaires, sont réa 1 i sées dans le solvant n-butanol 1 acide 

acétique/ eau (2:1:1,5, v/v). La plaque est révélée par le réactif à 

1•orcinol sulfurique (solution à 0,2% d•orcinol dans H2so4 20%). 

C) La chromatographie liquide haute performance 

1) Isolement des oligosaccharides neutres 

La chromatographie préparative des oligosaccharides natifs est 

réalisée par chromatographie liquide haute performance en phase réverse 

sur deux colonnes ODS Zorbax (5~m, 25 x 0,94cm I.D., Du Pont 

Instruments, Paris, France). Le solvant utilisé est 1•eau distillée. Le 

débit varie de 0,5 à 2 ml/minute selon la fraction étudiée. Les 

oligosaccharides sont détectés à 206nm. 
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2) Isolement des oligosaccharides acides 

La chromatographie préparative des oligosaccharides acides est 

réa 1 i sée sur 1 es mêmes co 1 onnes que précédemment. Le so 1 va nt ut i 1 i sé 

dans ce cas est un tampon triéthylamine 10 mM ajusté à pH 5,0 par 

l'acide acétique. Selon la fraction étudiée, le débit varie de 0,5 à 2 

ml/minute. Les oligosaccharides sont détectés par réfractométrie. 

D) Chromatographie liquide d'échange d'ions haute performance 

La purification de certains oligosaccharides est réalisée par 

chromatographie liquide d'échange d'anions (Dionex, Sunny Vale, 

Californie). L'élution est réalisée de façon isocratique par une 

solution de soude 100 mM. Les oligosaccharides sont détectés par 

ampérométrie pulsée. 

Les potentiels utilisés et leurs durées respectives sont les 

suivants 

E1 = 0,05 V (t1 = 300 ms); E2 = 0,65 V (t2 = 180 ms); E3 
= 60 ms). 

= - 0,65 v (t3 

La co 1 on ne est une Carbo Pac PA 1 semi préparat ive (9 x 250 

mm) avec la même phase stationnaire pelliculaire que la colonne 

analytique (4 x 250 mm) qui a été utilisée pour la mise au point des 

conditions d'élution. Pour élaborer les conditions de purification, 10 

~g de l'échantillon sont injectés avec une sensibilité de détection de 

300 nA pleine échelle. Pour les préparatives, 1 à 5 mg de l'échantillon 

peuvent être injectés et la sensibilité de détection est alors de 10 ~A 

pleine échelle. Du fait que la ligne de base ne dérive pas en conditions 

isocratiques, il ne sera pas ajouté de Post-colonne. 

Les échantillons sont collectés manuellement après la cellule 
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de détection, ne ut ra 1 i sés avec une résine échangeuse de cati ons ( Dowex 

+ 50 x 2, forme H , 200-400 mesh, Biorad (Richmond) et déssalés sur 

colonne de Biogel P2. 

IV - LES METHODES D'ANALYSE STRUCTURALE 

A) La spectrométrie de masse 

1) Méthylation 

Les composés sont méthylés selon la méthode décrite par PAZ 

PARENTE et al. (1984). 

Les composés ( 100 à 200 11g) sont dissous dans 200 111 de 

diméthylsulfoxyde dans un tube en verre et la solution est placée dans 

un bain ultrasonique pendant 30 minutes. On ajoute ensuite 200 111 de 

base (lithium méthylsulfinyl carbanion) à la solution que l'on place de 

nouveau au bain ultrasonique pendant une heure. Aprés congélation, 400 

111 d'iodure de méthyle sont additionnés et l'alkylation se déroule 

pendant 1 heure au bain ultrasonique. 1 ml d'eau distillée contenant 

quelques cristaux de thiosulfate de sodium est ajouté, et le composé 

perméthylé est extrait par 3 fois 1 volume de chloroforme. Les phases 

organiques sont rassemblées, lavées abondamment à l'eau, évaporées sous 

courant d'azote et lyophylisées. 

Le composé perméthylé est méthanolysé pendant 24 heures à 80°C 

à l'aide de O,Sml de méthanol chlorhydrique 0,5N. Aprés évaporation sous 

courant d'azote, les méthylglycosides partiellement méthylés sont 

acétylés par 10 IJl de pyridine et 100 IJl d'anhydride acétique pendant 

une nuit à température ambiante. 
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2) Spectrométrie de masse par bombardement d'atomes accélérés 

Les expériences sont réa 1 i sées sur un spectromètre de masse 

Kratos Concept II HH en utilisant le xénon comme atome ionisant 

(conditions d•opération: 7,3 kV; 1,2 ms). Les spectres sont obtenus en 

mode ion-positif sous une accélération de 8 kV. Les oligosaccharides 

perméthylés (5 à 10 ~g dissous dans 1 ~1 de méthanol) sont ajoutés à une 

matrice de thioglycérol avec un "coating" préalable avec de 1•acétate de 

sodium. 

3) Spectrométrie de masse par désorption laser (MALD : Matrix 

Assisted Laser Desorption) 

Les ana 1 y ses ont été réa 1 i sées sur un appareil Lasermat de 

Finnigan, dans les Laboratoires d•application d•orsay. 

Le rayonnement obtenu à partir d•un laser pulsé à azote (337 

nm) est focalisé sur l 1 échantillon déposé sur une matrice d•acide 2,5-

dihydroxybenzoïque à l 1 aide d•une lentille en silice fondue. Les ions 

désorbés à chaque pulse d•ionisation sont accélérés à une énergie de 20 

KeV dans la direction du multiplicateur d1 électrons. Tous les ions 

reçoivent la même énergie cinétique et leur vitesse est donc inversement 

proportionnelle à la racine carrée de leur masse. La mesure des masses 

est donc réalisée par un simple enregistrement du signal en fonction du 

temps. 

8) La résonance magnétique nucléaire 

Les ex péri en ces de résonance magnétique nue 1 éa ire du proton à 

400MHz ont été réalisées à 1•aide d•un spectromètre à transformée de 
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Fourier BRUKER AM-400 WB équipé d'une sonde 5 mm 1H! 13c et controlé par 

un ordinateur Aspect 3000. 

Après trois échanges avec 2H2o (99,95%, Commissariat à l'Energie 

Atomique, Saclay, France) et lyophylisations intermédiaires, les 

échantillons sont repris par 0,5 ml de 2H2o et analysés avec une fenêtre 

spectrale de 3000Hz (résolution digitale= 0,365Hz/point). 

Les spectres de résonance magnétique nucléaire du carbone 13 ont 

été obtenus en utilisant le programme standard POWGATE avec découplage 

large-bande du proton. Dans tous les cas, la fenêtre spectrale est de 

20000Hz (0-200ppm) avec une résolution digitale de 1,221Hz/point. 

Les déplacements chimiques (o) sont mesurés par rapport au 

groupement méthylé du 2,2-diméthyl-2-silapentane sulfonate de sodium et 

indirectement par rapport au groupement méthylé de l'acétone: o = 2,225 

ppm pour le proton et o = 31,55 ppm pour le carbone 13. 

Les expériences bidimensionnelles de corrélation homonucléaire 

ont été réalisées en utilisant les programmes de la librairie BRUKER 

(COSY et COSY relayés). Les spectres de corrélation carbone/proton ont 

été obtenus en utilisant le programme standard XHCORRO, le délai de 

refocalisation étant choisi de manière à correspondre à un constante de 

couplage moyenne: JC-H = 142Hz. 



- VIII -

LE PSEUDOMYXOME 

1 - PREPARATION DE LA FRACTION GLYCANNIQUE A PARTIR DE LA SUBSTANCE 

GELATINEUSE PROVENANT D'UN PSEUDOMYXOME 

Après 1 yophil i sat ion de 1 a substance gé 1 at i ne use et extraction 

des lipides par un mélange chloroforme : méthanol , 2 : 1 (v/v), le 

matériel est traité dans un litre d'une solution de NaCl 9 pour mille 

auquel est ajouté 1 ml de toluène afin d'éviter toute prolifération. 

Après une nuit sous agitation, la suspension est soumise à une dialyse 

contre de l'eau distillée. La substance muco'ide est alors obtenue par 

centrifugation. 

II - FRACTIONNEMENT DES OLIGOSACCHARIDES REDUITS 

La fraction glycannique ainsi obtenue est lyophilisée et soumise 

à une dégradation alcaline en milieu réducteur dans une solution de NaOH 

50 mM contenant du NaBH4 1 M, à 37°C pendant 24 heures. La réaction est 

stoppée par addition d'acide acétique puis centrifugation. L'acide 

borique est éliminé par distillation en présence de méthanol. Le 

matériel est ensuite fractionné sur une colonne de Biogel P4. Les 

oligosaccharide-alditols neutres et acides sont ensuite fractionnés sur 

une résine échangeuse d'anions (Dowex 1 x 2, 200-400 mesh, forme HCOO-) 

é 1 uée par de l'eau puis par concentrations croissantes d • acétate de 

pyridine (20 à 500 mM) avant d'être purifiés par chromatographie liquide 

haute performance. 
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III - ISOLEMENT DES OLIGOSACCHARIDE-ALDITOLS PAR CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE 

HAUTE PERFORMANCE 

Les oligosaccharide-alditols sont purifiés par chromatographie 

liquide haute performance su colonne NH2 (Supelcosil LC-NH2; 4,5 mm x 25 

cm; Supelco, Bellefonte, USA) en utilisant un gradient Acétonitrile 1 

Tampon Phosphate (KH2Po4, K2HP04; pH 7) avec un débit de 1 à 1,5 ml par 

minutes selon les fractions étudiées. Les oligosaccharide-alditols sont 

détectés à 206 nm. 

IV - ANALYSE STRUCTURALE PAR RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE 

Se référer au paragraphe IV-B, page VI, du chap,tre sur les 

sucres du lait de Femme. 



RESUME 

Le lait de Femme renferme une centaine d'oligosaccharides 
fucosylés et sialylés qui résultent de l'action de glycosyltransférases 
spécifiques des tissus glandulaires sur le Lactose. Ces constituants ont 
bénéficié d'un regain d'intérêt lorsqu'il est apparu qu'ils portaient 
parfois des épitopes glucidiques marqueurs de la cancérisation, tels que 
1 e Lewis X, ou encore 1 e si a lyl Lewis a. Les progrès réa 1 i sés dans 1 e 
domaine des méthodes chromatographiques nous ont incitée à poursuivre 
l'analyse des oligosaccharides de haute masse moléculaire afin de 
rechercher de nouveaux épitopes d'intérêt biologique. 

Les structures d'une dizaine d'oligosaccharides ont été établies 
en se fondant sur la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire du 
proton et du carbone, et sur la spectrométrie de masse. Nous avons ainsi 
identifié un nouveau .. noyau .. oligosaccharidique, le para-lacto-N-octaose, 
et décrit l'ensemble des paramètres de résonance magnétique nucléaire de 
toutes les molécules étudiées. 

La comparaison entre les structures oligosaccharidiques du lait 
de Femme et celles des antigènes associés aux tumeurs a été poursuivie 
par l'étude de la substance mucoïde d'une tumeur du péritoine humain, à 

partir de laquelle nous avons caractérisé cinq glycannes majeurs, dont un 
porteur du déterminant sialyl Lewis X. En outre, la séquence disialylée 
NeuAc(a2-3)Gal(Pl-3)[NeuAc{a2-6)]GlcNAc- a pu être pour la première fois 
caractérisée à partir d'une mucine issue d'un adénocarcinome. Cet épitope 
glucidique, associé à un lipide, était connu comme l'un des marqueurs 
principaux de l'adénocarcinome colique, mais constitue également 
l'oligosaccharide acide majeur du lait de Femme. 

Ces glucides du lait de Femme peuvent être rendus immunogéniques 
par coup 1 age à des protéines ou des 1 i pi des et constituent a 1 ors un 
matériel de choix pour des études imrnunologiques. 


