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AlINAc: N-Acétylallosamine

As: asialo

Asn: asparagine

BHK: baby hamster kidney

Cer: céramide

ConA: concavanaline A

COSY: correlated spectroscopy

Fuc: fucose

Ga: gala

Gb: globo

Gal: galactose

GalNAc: N-Acétylgalactosamine

Glc: glucose

GlIcNAc: N-Acétylglucosamine
HAMA: human anti-mouse Ig antibody
HPLC: high performance liquid chromatography
KDN: keto deoxy nonulosaminic acid
Lc: lacto

Lac: lactose

Le: lewis

L-PHA: Phasoleus vulgaris leukoagglutinating
lectin

Man: mannose

ManAc: N-Acétylmannosamine

NeuAc: acide N-Acétylneuraminique
NeuGe: acide N-Glycolylneuraminique
nlc: néolacto

NMR: nuclear magnetic resonance
PBS: phosphate buffered saline

PNA: peanut agglutinin

ppm: parties par million

Sia: acide sialique

TAAs: tumor associated antigens
TalNAc: N-Acétyltallosamine

TLC: thin layer chromatography

ID: monodimensionnel

2D: bidimensionnel
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La transformation maligne s'accompagne de profondes modifications structurales des glycoconjugués de
la membrane cellulaire. Celles-ci sont le résultat de I'expression «anormale» de certaines
glycosyltranférases, notamment fucosyl-, sialyl- et glucosaminyltransférases.

Bon nombre de ces substances «oncofoetales» sont apparentées aux structures antigéniques du systéme
de groupe sanguin Lewis (LewisX, LewisY, sialyl-LewisX, sialyl-Lewis2, polyméres ou hybrides Lewis)
ou a leurs précurseurs biosynthétiques.

Dans la pratique, les antigénes oncofoetaux sont mis en évidence au niveau des tumeurs & l'aide
d‘anticorps monoclonaux produits aprés immunisation murine par des antigénes purifiés ou en mélange,
obtenus de tumeurs ou de lignées cellulaires. L'observation selon laquelle ces antigénes associés aux
tumeurs étaient retrouvés en quantité pondéralement plus importante dans certains milieux biologiques
tels le lait de Femme ou le méconium de Nouveau-né, a suscité notre programme de recherche consistant
en la caractérisation de nouveaux «onco-antigénes», en particulier au niveau des glycolipides et mucines
d'origine foetale. L'objectif de cette étude étant la préparation en grande quantité de ces oligosaccharides
porteurs d'épitopes associés aux tumeurs, dans l'intention de produire des anticorps monoclonaux «anti-
sucres» en vue de leur utilisation future dans l'immunodiagnostic ou I'immunothérapie des cancers.

Nous nous sommes intéress¢ a l'isolement du matériel glucidique du méconium et plus particuliérement
aux mucines et aux glycolipides. Au-cours de ce «screening» des glycoconjugués méconiaux, nous
avons associé différentes techniques chimiques, en particulier une méthode originale de libération des
chaines O-glycanniques, chromatographiques et immunochimiques pour l'isolement des antigénes
glucidiques ainsi qu'a leur caractérisation structurale par la résonance magnétique nucléaire.

L'exposé de ces travaux sera précédé par une revue générale au-cours de laquelle nous définirons:

- le méconium et ses origines;

- la chimie des glycoconjugués susceptibles d'étre rencontrés dans le méconium,;

- les structures qui y ont été isolées ou détectées a ce jour;

- enfin, un chapitre sera consacré aux antigeaes associ€s aux tumeurs, et plus particulierement a leur

biosynthése, leurs mécanismes d'expression dans les tumeurs et le cas échéant a leur application

diagnostique.

introduction
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DEFINITION, ORIGINE
ET COMPOSITION CHIMIQUE
DU MECONIYM

Le méconium se définit classiquement comme les matiéres accumulées dans lintestin du foetus, a
compter de la fin du troisiéme mois de gestation et que l'enfant évacue immédiatement aprés la
naissance.

L'aspect macroscopique du méconium se modifie au fur et 4 mesure de sa progression dans I'intestin
au-cours de la vie intra-utérine. A la naissance, il se présente sous la forme d'une pite homogene,
visqueuse, d'une coloration olivatre, sans odeur et de saveur fade.

Microscopiquement, il est classique de distinguer les éléments d'origine gastro-intestinale et hépato-
biliaire, des éléments d'origine ammniotique:

= les éléments d'origine gastro-intestinale sont essentiellement représentés par le mucus et les cellules
épithéﬁaleé desquamées;

= les éléments d'origine hépato-biliaire sont représentés par des éléments cellulaires provenant de la
desquamation des voies biliaires, par des éléments cristallins, en particulier cristaux de bilirubine;

& |es éléments d'origine amniotique ne font leur apparition dans le méconium qu'a partir du début du
9¢me mois. Ils sont représentés en particulier par des poils foetaux et par des éléments cutanés
provenant de I'épiderme, qui forment les corps méconiques blancs visibles a l'oeil nu dans le méconium a
I'état frais (pour revue: Harries, 1978).

S'agissant de la composition chimique du méconium, celle~ci est la suivante:

- teneur en ecau: comprise entre 70 et 80%;

- composition centésimale de la matiére séche:

80% de substances glucido-protidiques,

8% de lipides et apparentés,

7% de protéines,

4% d'e'lémenﬁ minéraux,

1% divers dont pigments biliaires, vitamines, métaux rares...

définition, origine et composition chimique du méconium



STRUCTURE CHIMIQUE
DES GLYCOCONJUGUES

Les glycoconjugués forment un groupe trés
hétérogeéne de composés qui conticnnent tous
une partie glucidique liée de fagon covalente a
une protéine (O- et N-glycannes) ou a un lipide
(glycosphingolipides). La

toutes (v

caractéristique
commune a classes de
glycoconjugués est leur formidable diversité
structurale.  Celle<ci est un  élément
fondamental pour les hypothéses autorisant ces
chaines glycanniques a d'importantes fonctions
biologiques. Les structures et abréviations des
monosaccharides majeurs rencontrés dans les
glycoconjugués sont rassemblés dans le tableau

1 ci-contre.

LES N-GLYCANNES

Schématiquement, tous les N-glycannes (pour

tableau 1

12

structures et abréviations des principaux monosaccharides

trouvés dans les glycoconjugués

NH-CO-CHg

N-Acétyigalactosamine
(GaiNAc)

CHy-CO-NH \ COO0H
OH

OH

Acide N-Acétyinsuraminique
(NeuAc)

CH,0H

NH-GO-CHg

N-Acétyigiucosamine
(GlcNAc)

t
CH,0H-CO-KH /L, COOH
OH

oM

Acide N-Glycolyineuraminique
(NeuGc)

revue: Cummings,1993) possédent un core commun, le trimannosyl-di-N-Acétylchitobiose lié a un

résidu asparaginyl:

Manal-6
\

Manf1-4GlcNAcB1-4GIcNAcB1-N Asn

/
Manal-3

structure chimique des glycoconjugués
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A- type oligomannosidique

+Man a1-2 Man a1—6\
/Man al-6
+Man a1-2 Man a1-3 Man B1-4 GlcNAc B1-4 GlcNAc B1-Asn

(Manau1-2), , Man a1-3

B- type complexe

D Gal 1-4 GlcNAc B1-6
\
A Gal B1-4 GicNAc B1-2 Man ot.1-6\

fge““ Man B14 GIcNAG B1-4 GIcNAC B1-Asn
THFUC .
B Gal p14 GioNAc p1-2 Manatd’ | ]
/ * GlcNAc p1-4 *Fuc o1-6

( Gal p14 GlcNAc B1-4

L'association des antennes A+B, A+B+C, A+B+D et A+B+C+D conduit respectivement aux structures dites
bi- tri-, fri"- et téfra-anfennées

C- type hybride
Man oc1-6,
Man o1-6
Man 13/ Man B1-4 GIcNAc P1-4 GlcNAc P1-Asn
Gal B1-4 GlcNAc B1-2 Man ata’ 1
/ +GlcNAc B1-4

Gal 14 GlcNAc B1-4

figure 1

* les 3 classes de N-glycannes

structure chimique des glycoconjugués
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C'est la nature de la partic externe, substituant ce noyau pentasaccharidique, qui va déterminer les
principales classes de N-glycannes (Montreuil, 1982).

Le type oligomannosidique (figure 1A, page 13) dont le core n'est substitué que par des résidus de
mannose variant dans leur position et leur nombre: la structure minimale Mana.1-6(Mana.1-3)Mana1-
6(Mana.1-3)ManP 1-4GlcNAcB1-4GIcNAc dite "Mans" pouvant étre substituée par 1 a 4 nouveaux
résidus a1-2 mannosyl pour aboutir a la structure limite "Mang".

Les glycannes de type complexe (ou N-Acétyllactosaminique) dérivent de la substitution des résidus a-
mannosyl du core par 1 a 6 unités de type N-Acétyllactosaminique, Galf1-4GlcNAc, générant des
structures mono- jusqu'a hexa-antennées (figure 1B, page 13). Plus que l'expression de N-
Acétylglucosamine dite intercalaire et de fucose, respectivement liés aux résidus B-mannosyl et de N-
Acétylglucosamine; ce sont surtout les substitutions des antennes qui vont contribuer a la grande
hétérogénéité des N-glycannes de type complexe. D'une part, ces antennes sont fréquemment sialylées
par de I'acide N-Acétylneuraminique lié¢ en a2-3 ou a2-6 aux galactoses terminaux, voire polysialylées,
particuliérement dans 1¢s molécules d'adhésion aux cellules nerveuses (N-CAM), sous la forme d'un
enchainement (NeuAca2-8)g.joNeuAca2-3Gal (Finne,1982). D'autre part, lé fucosylation des
monosaccharides constitutifs de l'unité N-Acétyllactosaminique conduit a la formation de déterminants
de groupes sanguins ABH et Lewis (Finne et al,1989). Enfin, la polymérisation des umités N-
Acétyllactosamine (3Galp1-4GIcNAcB1), ou n = 1 & 50, conduit & des glycannes regroupés sous un
terme générique commun avec certains O-glycannes et glycolipides, les polylactosaminoglycannes
(pour revue: Kobata et Takasaki, 1992). Ces glycannes existent sous forme linéaire ou branchée (figure

2 ci-apres), représentant respectivement les structures des antigénes i et [ (Feizi, 1980).

forme linéaire
GalB1-4GlcNAcp 1-(3GalB1-4GIcNAcp 1),-3Gal

forme branchée

Galp1-4GIcNAcB1-6

\
Galp 1-4GIcNAcB 1-(3Galp 1-4GIcNACB 1),-3Gal
figure 2

les deux types de structures de répétition trouvées dans les polylactosaminoglycannes

structure chimique des glycoconjugués
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Comme les autres N-glycannes de type complexe, ces polylactosaminoglycannes peuvent exprimer des

déterminants ABH et Lewis (Krusius et al,1978; Fukuda et al,1984a). Les résidus galactosyls

terminaux peuvent aussi étre sialylés en a2-3 ou 2-6, de méme la N-Acétylglucosamine interne 4 l'unité

de répétition peut étre fucosylée pour donner naissance a des glycannes dits polyfucosylés (Finne et

al,1989).

Quant au demnier type de N-glycannes, ceux-ci résultent de la combinaison sur le méme glycanne d'une

structure de type oligomannosidique et d'une structure de type N-Acétyllactosaminique, c'est pourquoi

ils sont appelés N-glycannes de type hybride (figure 1C, page 13).

Cette description est sans doute sommaire, mais elle nous prouve néanmoins la grande disparité

structurale existant au sein de ces N-glycannes.

LES 0-GLYCANNES DE TYPE MUCINE

Outre la N-Acétylgalactosamine impliquée dans la liaison
sucre-protéine, les O-glycannes de type mucine contiennent
communément de la N-Acétylglucosamine, du galactose, du
fucose et des acides sialiques divers. Gal, GIcNAc peuvent
en outre se¢ trouver sous forme sulfatée, ¢t de ce fait
contribuent avec l'acide sialique a l'acidité de beaucoup
d'oligosaccharides de type mucine.

En dépit de leur complexité apparente due a une grande
variabilité structurale, les chaines O-glycanniques de type
mucine se composent de trois régions distinctes (Hounsell &
Feizi, 1982), a savoir:

- le noyau ou "core" incluant la liaison avec 'axe peptidique,
- le squelette ou "backbone”, région chamiére qui peut étre
linéaire ou branchée,

- la ‘périphérie, région terminant la chaine glycannique

(figure 3 ci-contre).

monosaccharides

ducore @
du squelette Q
de la pérphérie

figure 3

représentation schématique des chaines glucidiques
des glycoprotéines de type mucine (d'aprés Hounseli et Feizi, 1982)

structure chimique des glycoconjugués



16

Les cores O-glycanniques (tableau 2, page 17)
L'action d'une N-Acétylgalactosaminyltransférase (McGuire et Roseman,1967) sur un résidu sérine ou
thréonine d'un peptide accepteur conduit 4 la formation de la séquence GalNAc-o-Ser/Thr, la seule
commune a toutes les chaines O-glycanniques de type mucine. A partir de celle~ci, plusieurs routes sont
possibles pour la biosynthése menant a la formation des principaux cores (figure 4, page 18).
Le core de classe 1, Galfl-3GalNAc-a-Ser/Thr, le plus répandu, a été découvert le premier
(Carlson,1968) dans les mucines sous-maxillaires de Porc. Il constitue le déterminant antigénique T
(antigéne Thomsen-Friedenreich) reconnu par PNA, la lectine de cacahuéte (Lotan, et al,1975);
le core de classe 3, GIcNAcB1-3GalNAc-a-Ser/Thr, est peu fréquent,;
les cores de classes 2 et 4, Galp1-3[GlcNAcB1-6]GalNAc-a-Ser/Thr et GIcNAcB1-3[GIcNAcB1-
6]GalNAc-a-Ser/Thr, dérivent de la substitution des cores de classes 1 et 3 par un résidu de N-
Acétylglucosamine li¢ en B1-6. Les deux réactions sont catalysées par la méme enzyme: la B6-N-
Acétylglucosaminylitransférase (Brockhausen et al,1985), laquelle nécessite la substitution en C3 du
résidu de N-Acétylgalactosamine par du galactose ou de la N-Acétylglucosamine. En effet, cette enzyme
obéit a ce que l'on appelle 1a régle du "3 avant 6", c'est a dire que le carbone 3 doit étre substitué avant
le carbone 6 (Schachter, 1986).
Ce phénoméne est similaire a celui rencontré lors de la formation du déterminant antigénique I, au cours
duquel la B6-N-Acétylglucosaminyltransférase (identique a celle qui synthétise les cores 2 et 4) n'agit
que sur la structure GIcNAcB1-3GalBl-R pour former l'embranchement GlcNAcB1-3(GlcNAcB1-
6)GalB 1-R (Piller et al,1984). D'autres cores beaucoup plus rares ont été décrits:
Le core de classe 5, GalNAcal-3GalNAc-a-Ser/Thr, montre une distribution trés restreinte puisque
chez I'Homme, il n'a été trouvé que dans les sécrétions intestinales foetales (Hounsell et al,1985) et
l'adénocarcinome rectal (Kurosaka et al,1983). Une a3-N-Acétylgalactosaminyltransférase, .isolée de
tumeurs intestinales humaines, est capable de synthétiser ce core in vitro (Kurosaka et al,1985);
le core de classe 6 (figure 4, page 18), GIcNAcB1-6GalNAc-a-Ser/Thr, n'a été isolé que dans des
glycoprotéines humaines. Ceci suggeére que ces tissus humains possédent une B6-N-
Acétylglucosaminyltransférase agissant directement sur le substrat GaINAc-a-Ser/Thr, n'obéissant pas
" a la régle du "3 avant 6", donc différente de celle synthétisant les cores 2 et 4. Effectivement, une telle

activité, ne nécessitant pas la substitution en C3 de la N-Acétylgalactosamine, a été¢ décrite dans des

structure chimique des glycoconjugués



tissus ovariens humains (Yazawa et al,1986). Ceci excluerait
donc l'hypotheése selon laquelle ce core proviendrait d'une
dégradation des cores 2 ou 4. En outre, selon Schachter et
Brockhausen (résultats non publiés), la faible abondance du core
de classe 6 pourrait étre due a l'activité B3-galactosyltransférase
qui convertirait celui-ci en core 2,

le core de classe 7, Gal 1-3[GalP 1-6]GalNAc-a-Ser/Thr, n'a été
rapporté que dans les mucines gastriques humaines (Slomiany et
al, 1984);

enfin le disaccharide GalNAca1-6GalNAc-a-Ser/Thr ou core de
classe 8, isolé a ce jour que des mucines sous-maxillaires bovines
(Chai et al,1992). Comme nous venons de le voir, la N-
Acétylgalactosamine est habituellement liée en al-3 (core de
classe 5), ceci suggérerait l'existence dans ce cas d'une N-
Acétylgalactosaminyltransférase privilégiant la liaison o1-6.

Dans de nombreuses mucines, un résidu d'acide sialique (NeuAc,
NeuGc ou KDN) peut substituer la séquence GalNAc-a-Ser/Thr,
sous l'action d'une a.2-6 sialyltransférase (Carlson et al,1973). Le
disaccharide résultant Siac2-6GalNAc-a-Ser/Thr ne peut alors
plus servir comme accepteur pour les enzymes responsables de la
formation des cores 1 et 3 (Sadler et al,1979) illustrant le
mécanisme "Go-NoGo" postulé par Schachter en 1986. Par
ailleurs, des séquences polysialylées peuvent étre formées a partir
de ce résidu sialylé, en particulier dans les oeufs de poissons

(pour revue: Troy,1992).

tableau 2

les cores O-glycanniques de type mucine
(classification selon Schachter et Williams, 1982)

17

GalNAc-a-Ser/Thr

Galp1-3 core ]

GleNAcB1-6
GalNAc-a-Ser/Thr

GalB1-3 core 2

GalNAc-o.-Ser/Thr

GlcNAcB1-3 core 3

GlcNAcB1-6
GalNAc-a-Ser/Thr

GlcNACB1-3 core

GalNAc-a-Ser/Thr

GalNAco.1-3 cere S

GlcNAcp1-6

GalNAc-a-Ser/Thr

care §
Galp1-6
GalNAc-o.-Ser/Thr

Galp1-3 core ]

GalNAca1-6

GalNAc-a-Ser/Thr

care §
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GlcNAcp1-6

GalNAc-o-Ser/Thr

Galp1-3 core 2
"8 pocnac 16 7
Siaa2—b /g TFase i
o-Sia 2-6 TFase
GalNAc-o-Ser/Thr GalNAc-o.-Ser/Thr
core 1
Galp1-3 Galp1-3
pGal 13 !
TFase "-‘_.:
Siao2-6 GlcNAcB1-6
a-Sia 2-6 TFase \
GalNAc-o-Ser/Thr i GalNAc-o-Ser/Thr GalNAc-a-Ser/Thr
6
g /C;ZCNAI; 16 TFase core 6
—_ BGIcNAC 13
Siao2-6 | Trase
o 7
GalNAc-o-Ser/Thr < GalNAc-o-Ser/Thr
GlcNAcB1-3 GlcNAcB1-3 core 3
gﬁacmc 16 .,.-"j’
TFase
GlcNAcB1-6 - ?/
GalNAc-o-Ser/Thr
GlcNAcB1-3 core4
léegende

j

} réaction impossible

mécanisme Go / No Go

WM% mécanisme No Go/ Go

+ réaction lente

figure 4

schéma de biosynthése des principaux cores O-glycanniques
(d'aprés Schachter et Brockhausen,1992)
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Le squelette des O-glycannes

L'addition de résidus de galactose et de N-Acétylglucosamine sur les cores (4 l'exception du type 8)
conduit a la formation du squelette des O-glycannes organisé en 2 types de séquences (Watkins, 1980):

Galp1-3GlcNAc (type 1 ou lacto) et Galp1-4GlcNAc (type 2 ou néolacto).
Ces séquences, pouvant étre répétitives ou former des structures ramifiées, différent de celles inclues
dans les poly-N-Acétyllactosamines des N-glycannes de type complexe, et ce en plusieurs points.
» En premier lieu, les unités GalB1-3GlcNAc et Galf1-4GIcNAc sont trouvées comme séquences
répétitives dans les O-glycannes (Rovis et al,1973) tandis que seulement les chaines de type 2 sont
répétées et la chaine de type 1 trouvée en position terminale non réductrice dans les N-glycannes
(Yamashita et al,1989);
= deuxiémement, toutes les unités disaccharidiques sont allongées via une liaison 31-3. Néanmoins, des
séquences linéaires Galp1-4GIlcNAcB1-(6GalB 1-4GIcNAcP1);_4-6Gal ont été trouvées dans les chaines
glycanniques de mucines isolées du lait humain (Hanisch et al,1989). La p6-N-
Acétylglucosaminyltransférase impliquée serait donc une enzyme d'extension et non de branchement
comme celle responsable de la formation des cores 2 et 4, et du déterminant antigénique I;
= troisiémement, aucune séquence de répétition n'a été trouvée sur le c6té GIcNAcP1-6 des O- et N-
glycannes possédant le branchement GIcNAcP1-6(GIcNAcB1-3)Gal. Cependant, de telles unités
peuvent exister a partir de la f1-6 N-Acétylglucosamine du core de type 2 (Fukuda et al,1986; Hanisch
et al,1989).
Notons toutefois que la présence d'unités disaccharidiques de type 1 ou 2 n'est qu'une régle générale
dans la formation des squelettes O-glycanniques. Certains d'entre eux font ainsi exception en n'étant
formés que par un unique résidu de N-Acétylglucosamine lié en B1-3 ou B1-6 au galactose des cores 1
(Lhermitte et al, 1991) ou 2 (Rana et al, 1984; Chandrasekaran et al1984).

La pariphérie des 0-glycannes
Les substitutions rencontrées sur les séquences Galp1-3GlcNAc et Galf1-4GlcNAc sont trés souvent
similaires a celles trouvées sur les antennes des N-glycannes de type complexe ou dans certains

glycolipides. Les structures les mieux connues sont celles qui possedent les activités de groupe sanguin

structure chimique des glycoconjugués
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ABH et Lewis, et ont été déterminées grice au remarquable travail de Morgan, Watkins et Kabat sur les
glycoprotéines de kystes ovariens (Watkins, 1980).

Les chaines terminales de type 1 (figure 5A, page 21) peuvent étre fucosylées sur les résidus de
galactose ou de N-Acétylglucosamine définissant respectivement les‘antigénes H et Lewis 2 (Rege et
al,1964a et b). La présence simultanée des deux résidus de fucose correspondant a l'antigéne Lewis b
(Marr et al, 1967). Les structures des déterminants antigéniques A et B différent du groupe H, seulement
par la nature du sucre terminal non réducteur qui le substitue (Painter et al 1965): N-
Acétylgalactosamine pour I'antigéne A et galactose pour l'antigéne B.

Comme pour les chaines de type 1, les déterminants antigéniques ABH sont retrouvés sur les chaines
terminales de type 2 (figure 5B, page 21), mais la substitution de la N-Acétylglucosamine par du
fucose définit de nouveaux antigénes (Hakomori et Kobata,1974):

- 'antigéne X : Galf1-4(Fucal-3)GIcNAc-R ;

- 'antigéne Y: Fucal-2GalP 1-4(Fuca1-3)GIcNAc-R .

Exceptée la présence des monosaccharides constitutifs des antigénes ABH et Lewis, de nombreuses
autres substitutions plus ou moins fréquentes ont été décrites, notamment par l'acide sialique ou les
groupements sulfates (figure 5, page 21).

Une singularité des chaines O-glycanniques est la glycosylation terminale directement exprimée sur les
cores, et non sur les seules unités N-Acétyllactosaminiques du squelette. Les monosaccharides et les
liaisons impliqués sont aussi variés que pour une terminaison sur chaines de type 1 ou 2, contribuant a
accroitre la déja grande hétérogénéité des O-glycannes. La fucosylation y est la substitution la plus
courante. Celle-ci s'exprime en particulier sur le résidu galactosyl du chainon Galf1-3GalNAc-a-R des
cores 1 et 2, en association avec de I'al-3 galactose ou al-3 N-Acétylgalactosamine, définissant ainsi
des déterminants groupaux ABH. Cette séquence Galf 1-3GalNAc-a-R dite chaine de type 3 n'est, par
ailleurs, pas restreinte aux O-glycannes puisqu'elle représente l'extrémité terminale non réductrice de

certains glycolipides (Clausen et al, 1985a).

structure chimique des glycoconjugués



GalNAco1 NeuAc a2

sulfatek <|S
NeuAco2 é
Gal B1-3GIcNAcB1...
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b

GIcNAc 1
NeuAca2
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Ao GalNAcal | |
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figure §

substitutions trouvées sur les chaines terminales de type 1 et 2 des O-glycannes
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LES GLYCOSPHINGOLIPIDES

Les glycosphingolipides ou pour simplifier les glycolipides (pour revue: Kundu,1992) sont des

molécules amphiphiles formées d'une partie glycannique liée glycosidiquement a une céramide.

La céramide (figure 6 ci-contre), résultant de CH3-(CH2)12-CH=CH-CHOH-CH-CH20H

I'association d'un amino-alcool a longue chaine carbonée R -CO-NIH

(généralement la sphingosine) avec un acide gras de  (R: acide gras & longue chaine)

longueur variable (Cjg a Cp4) via une liaison amide,

constitue la partie hydrophobe des glycolipides. Celle-ci  figure 6

présente une microhétérogénéité structurale inhérente a  structure générale d'une céramide
{base sphingoide: la sphingosine)

ses deux composants, dont les plus rencontrés sont

rassemblés dans le tableau 3 ci-aprés.

tableau 3

bases sphingoides et acides gras constituant la céramide

bases sphingoides (a) acides gras (b)
sphinganine (d18:0) palmitique (16:0)
sphingosine (d18:1) stéarique (18:0)
phytosphingosine {t18:0) hydroxystéarique (h18:0)
eicosasphingosine (d20:1) arachidique (20:0)

béhénique (22:0)
lignocérique (24:0)
cérébronique (h24:0)
nervonique (24:1)

(a) abréviations concemant les bases sphingoides (b} abréviations concemnant les acides gras

nombre d'atomes de carbone : nombre d'insaturations nombre d'atomes de carbone : nombre d'insaturations
les lettres d et t pour dihydroxy et trihydroxy la lettre h pour les substitutions a-hydroxylées
respectivement

La partie hydrophile de nature oligosaccharidique est formée d'une unité interne de lactose (Galp1-
4Glc) liée a la fonction alcool primaire de la céramide (figure 6 ci-dessus), exception faite d'une
minorité de glycolipides possédant un résidu de galactose en position terminale réductrice (série gala) et

du fucosylo.1-céramide isolé de tumeurs du cSlon (Watanabe et al,1976b).
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Les glycolipides sont ensuite construits par 'addition séquentielle de résidus monosaccharidiques: Gal,

GalNAc, GIcNAc, Fuc, NeuAc ou NeuGec voire KDN. Le mannose, trés fréquent dans les

glycoprotéines (voir paragraphe sur les N-glycannes), n'est rencontré que dans les glycolipides isolés

d'invertébrés.

C'est la nature du monosaccharide substituant le résidu galactosyl du noyau lactose qui va définir les

principales séries glycolipidiques (tableau 4 ci-apres).

tableau 4

les séries glycolipidiques majeures

série structures majeures Nom trivial Abréviation
gala (Ga) Gala1-4Galp1-Cer galabiose Gag
globo (Gb) Gala.1-4Galp1-4Glcp1-Cer antigéne pK Gbg
GalNAcp 1-3Galo1-4Galp 1-4Glep 1-Cer antigéne P Gby
GalNAca.1-3GalNAcB1-3Galo.1-4Gal 1-4Gicp 1-Cer antigéne Forssman
Galp1-3GalNAcp 1-3Galo1-4Galp 1-4Glcp 1-Cer antigéne SSEA-3
ganglio (Gg) GalNAcp1-4Galp 1-4Glcp1-Cer gangliotriacse Gg3
Galp1-3GaiNAcp1-4Galp 1-4GlcB 1-Cer gangliotétraose Gagq
lacto (Lc) Galp1-3GlcNAcp1-3Galp1-4Glcpf1-Cer lactotetraose Leg
néolacto (nLc}  Galf1-4GlcNAcP1-3Galp1-4Glcp1-Cer néolactotetraose nLcy
Galp 1-4GIcNAcp 1-3GalB 1-4GleNAcB 1-3Gal 3 1-4Glep 1-Cer néolactohexaose nLcg
Galp1-4GlcNAcp1-6
\
Galp1-4GlcNAcp1-3Galp1-4Gicp1-Cer isolactooctaose nLcg

/
Galp1-4GIcNACB1-3

Les abréviations sont en accord avec la Commission de Nomenclature Biochimique IUPAC-IUB (1977)
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Ainsi, l'addition d'al-4 galactose et de P1-4 N-Acétylgalactosamine conduit respectivement a la
formation des glycolipides des séries globo et ganglio. La N-Acétylglucosamine peut également
substituer le lactosylcéramide. Le résultat: GIcNAcP1-3Galf1-4GlcB1-Cer est ensuite galactosylé en
B1-3 ou B1-4, menant aux séries lacto et néolacto (figure 7 ci-dessous).

Les deux derni¢res séries contiennent une séquence oligosaccharidique identique aux chaines extérieures
des N-glycannes de type complexe et O-glycannes de type mucine (voir paragraphes précédents).
Comme ces glycoprotéines, les séries lacto et néolacto glycolipidiques expriment des activités ABH, Ii et
Lewis (Hakomori et Young,1983b). De méme, les glycolipides de la série globo (encore appelés
globosides) peuvent également posséder des déterminants ABH, via la chaine porteuse Galpl-
3GalNAcB-R dite de type 4 (Oriol et al,1986), épitope de 'antigtne SSEA-3 (tableau 4, page 23). La
biosynthése des globosides sera développée dans le chapitre consacré aux antigénes associés aux

tumeurs (pages 63-64).

Glep1-Cer

p-Gal 1-4
TFase

Laclo/;yl
Cérdamaide

a-Gal 1-4 p-GalNAc1-4
TFase TFase
B-GlcNAC1-3
TFase
Galo1-4 GlcNAcp1-3 GaiNAcB1-4 -
p-GaiNAc1-3 p-Gal 1-3
TFase TFase
GalNAcp1-3Gala1-4 Galp1-3GalNAcB1-4 4

floﬁa ghn ft lo

p-Gal 1-3 p-Gal1-4
TFase TFase

GalB1-3GIcNAcB1-3 Galp1-4GIcNAcB1-3

lacto, type 1 Lecto, Type 2

figure 7

voies de biosynthése des principales séries glycolipidiques
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Des polyglycosylcéramides complexes possédant parfois jusqu'a 60 résidus monosaccharidiques par
molécule, et particulicrement présents dans les membranes érythrocytaires humaines, ont été mis en
évidence (Koscielak et al,1976). Ces chaines glucidiques possédent, comme pour les autres
«polylactosaminoglycannes» rencontrés dans les O- et N-glycannes, des unités répétitives de N-
Acétyllactosamine. Les structures de ces mégaglycolipides expriment aussi des déterminants ABH, Ii

mais pas Lewis.

Les 'glycolipides contenant une ou plusieurs molécules d'acide sialique sont trivialement appelés
gangliosides (Klenk,1935). Au sein de cette superfamille coexistent d'une part, des glycolipides
d'origine neutre présents sous forme sialylée et d'autre part, les glycolipides de la série ganglio - par
nature - acides.

Ainsi donc, les épitopes des séries globo (GalB1-3GalNAcB1-R), lacto (GalB1-3GIlcNAcB1-R) et
néolacto (GalB1-4GIcNAcB1-R) présentent-ils une sialylation de terminaison traduite par l'expression
trés majoritaire de NeuAca2-3GalB1-R. La sialylation en a2-6 y est rare (non présente dans la série
lacto), ceci contrairement aux glycoprotéines. L'addition d'un deuxiéme résidu d'acide sialique lié en a.2-
3 au résidu subterminal (exception faite de la série néolacto), ou lié en a2-8 sur le résidu sialyl déja
présent conduit a la formation de structures disialylées.

Dans la série ganglio, dont les principales structures sont rassemblées dans le tableau S (page 27), la
sialylation est un phénoméne omniprésent. L'étape clef de leur biosynthese (ppur revues: Basu et
al,1980; Van Echten et Sandhoff;1993) est le transfert d'acides sialiques sur le lactosylcéramide. Le
premier est additionné en a.2-3 sur le galactose, les second et troisiéme le sont par une liaison a2-8 sur
l'acide sialique précédent (figure 8, page 26). A partir des GM3 (NeuAca.2-3GalB1-4Glcp1-Cer), GD3
(NeuAca2-8NeuAca2-3Galp 1-4Glcp1-Cer) ét GT3 (NeuAca2-8NeuAca2-8NeuAca2-3Galp1-
4GlcP 1-Cer) ainsi formés, de la N-Acétylgalactosamine et du galactose sont additionnés. Les résidus de
galactose externes de ces trois lignées de gangliosides sont également sialylés sous 2 formes: NeuAca2-
3Gal et NeuAca2-8NeuAca2-3Gal.

Par ailleurs, les gangliosides de la série ganglio sont aussi synthétisés par une autre voie dite Handa-
Burton (1969). Quand GalB1-3GalNAcB1-4GalP1-4Glcp1-Cer (gg4 ou asialo-GM,) est formé sans

sialylation a partir du lactosylcéramide, son galactose externe peut étre sialylé le premier en a2-3, et le

structure chimique des glycoconjugués



26

résidu N-Acétylgalactosamine subterminal est alors sialylé en a2-6 (GM]pet GD1). Ces deux acides
sialiques de sites distincts peuvent aussi étre sialylés en a2-8 (GTIB et GQIB)~

Généralement, l'acide sialique est de type N-Acétylneuraminique. Cependant, hormis du KDN
récemment trouvé dans le GM3 et le GD,4 (Song et al, 1991 et 1993), de 'a2-3NeuGce peut Etre
exprimé en lieu et place de son homologue N-Acétylé dans les séries néolacto et ganglio. Cette structure,
normalement absente chez 'homme mais présente en faible quantité dans certaines tumeurs (Higashi et

al,1984), possede une activité antigénique de type Hanganutziu-Deicher .

Galg1-4Glcp1-Cer LcCer

B-GalNAc 1-4
TFase

a-NeuAc 2-3 et
2-8 TFases

n=1 GM3
n=2 GD
. 3
NeuAca2-3 n=3 GT,
,?;2521-3 (NeuAco2-8)
B-GaiNAc 1-4 ]
TFase
Galp1-3GalNAcp1-4+ n=0 GM,
gg4 NeuAca2-3 n=1 GD,
I n=2 GT2
a-NeuAc 2-3, 2-6 (NeuAca2-8),
et 2-8 TFases
B-Gal 1-3 ‘
TFase
GIaIB1-3GalNl}c[31-4» Galp1-3GalNAcp1-4 4 :f? gln)ha
. - R - 1b
a NeuAlcoc2 3 NeIuAcoc2 6 b NeiJACaZ 3 n=2 GT 4o
d NeuAcp2-8 NeuAco¢2-8c {(NeuAcu2-8),
. a-NeuAc 2-3
o e |
c:GT1B
d: GQ”; Galp1-3GalNAcpB1-4 » n=0 GD1a
| =
Aa-B NeuAco2-3 NeluAcoc2-3 :=; gg:b
fr I' - 4 c
(voie Handa-Burton) (NeuAca2-8),
a-NeuAc 2-8 l
TFase
Galp1-3GalNAcp1-4 - n=? g;h
n:
. - 1b
Ne:JAca2 3 NeluAcaZ 3 n=2 GP 1o
NeuAca2-8 (NeuAca2-8),

figure 8

biosynthése des gangliosides (série ganglio)
les symboles utilisés sont baseés sur la nomenclature de Svennerholm (1963)
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les principaux gangliosides
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structure désignation IUPAC-1UB (a) symbole (b)
NeuAcc2-3Galp1-Cer 13NeuAca-GalCer GMy
R-Galp1-4Glcp1-Cer
R = NeuAca2-3 I3NeuAca-LacCer GM3
R = NeuAca2-8NeuAca2-3 113(NeuAcor)y-LacCer GD3
R = NeuAco2-8NeuAco2-8NeuAco2-3 113(NeuAcor)3-LacCer GT3
GalNAcp 1-4Galp 1-4Gicp1-Cer

R/
R=H Gg3 AsGM,
R = NeuAca2-3 I1I3NeuAca-GgaCer GMj
R = NeuAco2-8NeuAca2-3 113(NeuAcar)p-GgaCer GDy
R = NeuAca2-8NeuAco2-8NeuAco2-3 113(NeuAca)3-GgzCer GTy
Galp1-3GalNAcp 1-4GalB 1-4Glcp 1-Cer
/ I
R1 R2
R4=H, R=H Gg4 AsGM1
R1 = H, Ry = NeuAca2-3 I13NeuAcaL-Gg4Cer GM4g
Rq = NeuAca2-3, Ry = H IV3NeuAca-GgyCer GMqp
R{ = NeuAca2-3, Ry = NeuAco2-3 113NeuAcar, IVINeuAca-Gg4Cer GDy4
Ry = H, Ry = NeuAca2-8NeuAco2-3 113(NeuAcor)p-Gg4Cer GDyp
R1 = H, Ry = NeuAca2-8NeuAca2-8NeuAca2-3 113(NeuAco)3-GgCer GTye
R¢ = NeuAco2-3, Ry = NeuAco2-ENeuAGo2-3 I13(NeuAca)p, IV3NeuAco-GgaCer  GTqp
R{ = NeuAca2-8NeuAca2-3, Ry = NeuAco2-3 3NsuAco.,IV3(NeuAca)y-GgaCer  GTyq
R4 = NeuAca2-8NeuAca2-3, Ry = NeuAca2-8NeuAca2-3 II3(NeuAccc)2,IV3(NeuAca)2-Gg4Cer uQqp
Rq = NeuAco2-3, Ry = NeuAco2-8NeuAco2-8NeuAca2-3 113(NeuAcau)s, IV3NeuAco-GggCer  GQyg
Rq = NeuAco2-8NeuAca2-3, Ry = NeuAca2-8NeuAca2-8NeuAca2-3  13(NeuAcar)3,Vi(NeuAcar)y-GggCer - GP

(a) désignation selon les recommandations de la Commission de Nomenclature Biochimique IUPAC-IUB (1977)

(b) les symboles sont basés sur {a nomenclature de Svennerholm (1963)
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LES GLYCOCONUGUES
DU MECONIUM

Depuis la caractérisation structurale de substances actives de groupe sanguin dans les glycoprotéines
(Fraser et Clamp,1975; Coté et Valet,1976) et glycolipides (Karlsson et Larson,1978) du méconium, de

nombreuses études ont été menées sur ces glycoconjugués.

LES 0-GLYCANNES LIBERES APRES (3-ELIMINATION

Clest au groupe de Ten Feizi et  notre Laboratoire que nous devons 'essentiel des travaux réalisés sur
cette classe particuliére de glycoprotéines. Les structures isolées a ce jour sont rassemblées dans le
tableau 6 (pages 29-31) et dans un diagramme synoptique présenté en figure 9 (page 32). En 1985,
Hounsell et al. ont caractérisé des oligosaccharides-alditols de petite taille; dont les déterminants
antigéniques T et Tn déja connus a 1'époque comme associés aux tumeurs (voir chapitre suivant, pages
70-73) et la structure GalNAca1-3GalNAc-ol que nous venons d'évoquer précédemment (page 16) et,
qui bien qu'apparentée au groupe sanguin A, a été obtenue d'individus présumés de groupe O. Le core
de classe 6, GlcNAcp1-6GalNAc-ol, dont nous discutions l'origine dans le chapitre précédent (pages
16-17), est également présent, mais la découverte de l'oligosaccharide Galp1-4GlcNAcp1-6(Galpl-
4GIcNAcP1-6Galp1-3)GalNAc-ol est particuliérement intéressante car abonderait pour l'existence
supposée d'une B6-N-Acétylglucosaminyltransférase humaine particuliére ne nécessitant pas la
substitution en 3 du monosaccharide accepteur (voir pages 16-17). Ainsi la séquence GalPl-
4GIcNAcB1-6... serait le résultat de l'action d'une enzyme d'élongation et non de branchement. Ceci
semble d'ailleurs étre corroboré par les résultats obtenus par Hanisch et al. (1989) dans le lait humain
(voir page 19). En outre, les autres possibilités pour expliquer la présence de telles structures, telles
qu'une dégradation bactériologique ou une décomposition chimique durant la procédure d'isolement,
semblent improbables a cause de la quantité trouvée relativement élevée de ces oligosaccnarides, de la
supposée inexistence de bactéries dans le tractus gastrointestinal foetal et de la plus grande stabilité
chimique des liaisons glycosidiques 1-3 par rapport aux 1-6 (Hounsell et al,1988). D'autres structures

penta- et hexasaccharidiques ont également été rapportées (Capon et al,1989; Hounsell et al, 1989;

les glycoconjugués du méconium
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oligosaccharides libérés aprés -Elimination
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STRUCTURES NEUTRES

références et remarques

GalNAc-ol

= core de type 1
Galp1-3GaiNAc-ol

Galp 1-3/4GlcNAcB 1-3GalB 1-3GalNAc-ol

Galp1-?GlcNAcp 1-3GalB 1-?GicNAcB 1-3GalB 1-3GaiNAc-ol

= core de type 2
GIcNAcﬁ1-6\

,GaINAc-ol
Galp1-3
GaIB1-4GIcNAcB1-6\
IGaINAc-oI
Galp1-3
Fuco1-2GalB1-4GlcNAcB 1-6
\GaINAc-ol
Galﬁ1-3/
GaIB1-3GIcNAcB1-3GaIB1-4GIcNAcB1-6\

IGaINAc-oI

Galp1-3
Galp1-4GIcNAcB1-6 \
GalNAc-ol
Galﬁ1-4GlcNAcB1-6GaIB1-3/
GaIB1-4GIcNAcB1-6\

GaiNAc-ol
GalB1-3I4GIcNAcB1-363I[31;3,
GaIB1~4GIcNAcB1-6\

GalNAc-ol
Fuca1-2GaIB1-3/
GleNAcau1-4GalP 1-4GIcNAcB 1-6
}EaINAc-oI
Galp1 -3/

Hounsell et al (1985)
épitope Tn

épifope T

Lawson et al (1991)
(en mélange)

Hounsell et al (1985)

Lawson et al (1991)

Hounsell et al (1989) )
(en mélange avec trois composés mineurs)

Hounsell et al (1988)

Hounsell et al (1989)
(en mélange avec un autre composé mineur)

Capon et al (1989)

Hounsell et al (1989)
(en mélange avec 2 composés mineurs)
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tableau 6 (suite)

GlcNAcou1-4GalB1-4GIcNAcB 1-6 \
GalNAc-ol

GlcNAca1-4Galp1-3 /

GlcNAca1-4GalB 1-4GlcNAcB 1-6 .
GalNAc-ol

Fuca1-2Galp1-3 /

ar core de type 3
GleNAcB 1-3GalNAc-ol

Galp1-3GlcNAcB1-3GalNAc-ol

Galp 1-4GlcNAcB 1-3GalNAc-ol
GalB1-3GlcNAcB1-3Galf 1-3/4GlcNAcB 1-3GalNAc-ol
GlcNAcB1-3GalB1-?GlcNAcB 1-3GalNAc-ol
GalNAco1-3Galp 1-?GlcNAcp 1-3GalNAc-ol

GleNAcp 1-3GalB 1-?GlcNAcp 1-3GalB1-?GleNAcB 1-3GalNAc-ol

= core de type 4
GaIB1-4GIcNAcB1-6\

GalNAc-ol
Galﬁ1-3/4GlcNAcB1-3/
GalB1-4GlcNAcp1-6
\GaINAc-ol
Fuca1-ZGaIB1-3GIcNAcB1-3/

= core de type 5
GalNAca.1-3GalNAc-ol

= core de type 6
Galp1 -4GIcNAc|31-6\

GalNAc-ol

Capon et al (1989)

Hounsell et al (1989)
{en mélange avec un autre composé mineur)

Hounsell et al (1985)

Hounssll et al (1989) (en mélange)

]
Lawson et al (1991) (en mélange)
)

(en mélange)

on mélange avec un composé mineur
épitope de groupe sanguin H-1

Hounsell et al (1985)
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références et remarques

core de type 1
NeuAco2-6

\
Galp1-3GalNAc-ol

NeuAcor.2-6\
NeuAca.2-3GalB1-3GalNAc-ol

core de type 2
GalB1-4GlcNAc|31-6\

GalNAcal
NeuAca2-3Galp1-3

core de type 3
NeuA0a2-6\

GleNAcB1-3GalNAc-ol

NeuAcx2-6
GaIB1-46lcNAcB1-3\GalNAcoI

NeuAco2-6
GalB1-3GIcNAcB1-3éaINAc—oI

NeuAca2-6

Fuca1-2GaIB1-3GIcNAcB1-3}3aINAc-o|

NeuAca2-6
GaIB1-45;IcNAcB1-3é3aINAc-oI
Fuco1-3
NeuAcaZ-BGaIB1-4$3IcNAcB1-3GaINAc-oI

Fuca1-3
NeuAca2-6

0OSO3H ?GaIB1-4IGIcNAcﬁ1-3\GaINAc-ol

Fuca1-3

NeuAca2-6
NeuAca2-3Ga|B1-4GlcNAcB1-3(\3aINAc-ol
NeuAco2-6
NeuAca2-3GalB1-4$5IcNAcB1-323aINAc-oI
Fuca1-3

core de type 5
NeuAca2-6

\
GalNAco.1-3GalNAc-ol

Capon et al (1989)
é:?tgpe sialyl T

~ (en mélange)

(en mélange)
{en mélange)
épitope LewisX
(en mélange)

épitope sialyl-LewisX
{en mélange

épitope si.lyl-LewisX
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périphérie

Neufco 2-6

NeuAca2-3

GlcNAca 1-4
Fuca1-2

NeuAca2-3

GlcNAco 1-4
Fuco 1-2

NeuAco 2-6

GalNAca 1-3
GIcNAcB1-3
Fuca1-2

SOzH?¥0
NeuAca2-3
Fuca1-3

Fuco1-2

NeuAca2-6

figure 9

32

backbone core
< GalINAc-a-Ser/Thr
Galp1-3/4 GlcNAGBI-3
I:GaIB1—5ou4 ?GlcNAcB1—5] A Galp1-3 cone ]
2 /./
< Galp1-4
s >GIcNAcB1—6
GalP1-3 GIcNACB1-3 Galpl-4 \
GalNAc-a-Ser/Thr
GalP1-4GlcNAcBI-6 /
>GaIB1-3 cone 2
. Galp1-3/4GIcNACB1-3
»
<. Galpt-Bous ? “GalNAc-a-Ser/Thr
¥ Galp1-3GleNAcBI1-3 GalBi-3/4 /
< Galp1-3 > GlcNAcp1-3 core 3
< Galpt-4 < /
Galp1-4 «——GlcNAcp1-8
GalNAc-a-Ser/Thr
Galp1-4 /
>GIcNAcB1—3 core §
< Galp1-3
< GalNAc-a-Ser/Thr
GalNAca1-3 cone S
GalB1-4 ~—— GlcNAcp1-6
GalNAc-a-Ser/Thr
core §

diagramme composite des différents domaines des O-glycannes du méconium
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Lawson et al,1991).

S'agissant des glycannes de nature acide, la prospection réalisée au Laboratoire en 1989 a notamment
conduit & l'isolement de structures exprimant I'épitope sialyl-Lewis* et son précurseur biosynthétique:
I'a2-3 sialyl-type 2 dont nous discuterons la nature d'antigénes associés aux tumeurs dans le chapitre
suivant. Par ailleurs, la présence de nombreux oligosaccharides mono- et disialylés possédant la N-
Acétylgalactosamine terminale réductrice substituée par un résidu d'acide N-Acétylneuraminique,
indique vraisemblablement une forte activité de 'a2-6 sialyltransférase dans la muqueuse intestinale
foetale (Capon et al,1989). Enfin, et de fagon anecdotique, rappelons que le méconium est jusqu'a

présent le seul milieu biologique connu pour posséder les six principaux types de cores O-glycanniques.

LES N-GLYCANNES

Découvert en 1965 par Gold et Freedman, l'antigéne carcino-embryonnaire (CEA) est un marqueur
produit par des cancers dhistologie aussi différente que les cancers du poumon, du sein ou
gastrointestinaux. Depuis, des glycoprotéines d'antigénicité associée avec le CEA ont été trouvées dans
des tissus variés et fluides corporels, en particulier dans les féces d'adultes normaux et le méconium
(Burtin et al,1973). Ces antigénes ont été respectivement dénommés NFA-2 (Normal Fecal Antigen-2)
et NCA-2 (Nonspecific Cross-reacting Antigen-2). Partie intégrante d'une série d'études menées sur ces
antigénes, l'analyse du NCA-2 méconial par Yamashita et al. (1989) a montré I'existence de 27 chaines
N-glycanniques par molécule antigénique. Face a une telle complexité, une prospection analytique
classique ne peut étre menée et les structures présentées dans la figure 10 (page 35) sont le résultat de
diverses hydrolyses enzymatiques et chimiques destinées a désialyler et défucosyler ces chaines
glycanniques, et sont basées:

- sur les données obtenues a partir de leurs spécificités de fixation avec diverses lectines;

- sur leur taille, déterminée par passage sur une colonne de tamisage moléculaire pré-calibrée;

et confirmées par digestions enzymatiques .

Enfin, dans le but d'obtenir des données sur la nature des liaisons fucosyl et sialyl, une méthylation du
matériel de départ a indiqué que 90% des acides sialiques sont liés en a2-3 sur le galactose externe et
que les épitopes HI, H2, X, Y, Le2 et Leb étaient exprimés (tableau 8, page 34). Malgré le nombre

quasi-similaire de chaines N-glycanniques présentes dans ces antigénes, cette étude a révélé les
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différences importantes qui existent entre les N-glycannes du CEA et ceux du NCA-2 (proportions de
glycannes N-Acétyllactosaminiques, différence dans la quantité de N-Acétylglucosamine intercalaire,
prédominance des chaines externes de type 1 dans le NCA-2 ...). L'objet de cette étude comparative était
basé sur l'obtention de données susceptibles de permettre la discrimination entre l'antigéne CEA malin,
considéré comme excellent marqueur de récidives du cdlon en particulier, et sa contrepartie non maligne
et ce dans un but diagnostic. Malheureusement, de récents résultats ont indiqué les faibles résultats a
attendre pour les patients, puisque la survie des malades bénificiant d'une surveillance par dosages du

CEA ne serait prolongée que d'environ 7 jours (Kievit et Van De Velde,1990).

tableau 8
caractéristiques des chaines glucidiques désialylées des antigenes NCA-2 et CEA

NCA-2 CEAQ
- nombre de chaines/molécule 27 25
- type oligomannosidique (%) 0 8
- type complexe (%) 100 92
intercalaire 80 40
oligosaccharides avec chaines de type 1 terminales 3B 5
monoantenné 2 3
biantenné 14 28
triantenné 57 34
tétraantenné 27 27
-épitopes présents dans les chaines extérieures (%)
Galp1-4GicNAcB1-R (type 2) 450 43,8
Galp1-3GlcNAcP1-R (type 1) 23,1 1,1
Fuca1-2Galp1-4GlcNAcS 1-R (type H2) 11,5 2,2
Fuca1-2GalB1-3GIcNAcB 1-R (type H1) 76 0,0
Galp1-4(Fuca1-3)GlcNAcB1-R (X) 95 35,1
Fuco.1-2GalB1-4(Fuca.1-3)GlcNAcB 1-R (Y) 07 138
Galp1-3(Fuco.1-4)GlcNACB1-R (Led) 1.1 40
Fuco1-2GalB1-3{(Fuca 1-4)GlcNAcB 1-R (Leb) 0,3 0
GaiNAcp 1-3Galp 1-3GIcNAcP 1-3Galp1-4GlcNACB1-R 1,2 0

{a) Yamashita et al (1985)
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structures proposées pour les oligosaccharides du NCA-2
R représente 4GIcNAcp 1-4GlcNAc(+Fuca1-6)GleNAcoT
(d'aprés Yamashita et al, 1989)
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LES OLIGOSACCHARIDES LIBRES

En dehors des glycoprotéines et des glycolipides, le méconium contient une large variété

d'oligosaccharides (tableau 7, pages 36-37). Les structures dérivant du catabolisme des O-glycannes

suggerent l'action d'endo-N-Acétyl-a-D-galactosaminidase, d'endo-N-Acétyl-B-D-glucosaminidase et

d'endo-B-D-galactosidase.

GaINActa-SerlT hr

Gal ou GlcNAcp1-3

Quant aux oligosaccharides produits du catabolisme des N-glycannes, ils semblent indiquer l'action

d'une endo-N-Acétyl-B-D-glucosaminidase (Herlant—Péers et al,1981).

tableau 7
oligosaccharides libres isolés du méconium

structures

remarques

o dérivées des O-glycannes

Galp1-3GIcNAc

Galp1-3GalNAc

Galp1-4GIcNAc

Fuca.1 -3/

Galp1-3GlcNAcB1-3Gal

Galp1-4GIcNAcp1-3Gal

= dérivées des N-glycannes
GlcNAcp1-2Mana.1-6

Galp1-4 ou | GlcNAcB1-«\1ManB1-4GIcNAc

/
GleNAcp1-2Mana -3

épitope LewisX (type 2)
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tableau 7 (suite)

Mano.1-6
\
Manp 1-4GlcNAc
/
NeuAco2-6Gal 3 1-4GIcNAcB 1-2Mana1-3

NeuAco:2-6Galp1-4GIcNACB1-2Mana1-6
\
ManB1-4GIcNAc
/
Manc1-3

GlcNAcB1-2Mana1-6
\
ManB1-4GIcNAc
/ |
NeuAco2-6Galp 1-4GIcNACB 1-2Mana1-3

NeuAca2-6Galp 1-4GicNAcp 1-2Manc.1-6
\
Manp1-4GlcNAc
/
GlcNAcf 1-2Mana1-3

Galp1-4GlcNAcf 1-2Manc1-6
\
Manp 1-4GicNAc
/
NeuAco2-6Galp 1-4GIcNAcb1-2Manat-3

NeuAco2-6Galp1-4GIcNAcp 1-2Mana1-6
\
Manp1-4GlcNAc
/
Galp1-4GlcNAcB1-2Manal-3

NeuAco.2-6Galp 1-4GlcNAcp 1-2Mana 1-6
\
Manp 1-4GlcNAc
/
NeuAca2-6Galp 1-4GIcNAcp 1-2Mana.1-3

= autres

Galp1-4Gle
/
Fuca1-3

Fucc.1-2Galp1-4Gie
/
Fuca1-3

37

en mélange (A1)

jn mélange (A2) ratio 2/1

en mélange (A3)

(A9

épitope Lewis* (type6)

épitope LewisY (type6)

(d'aprés Herlant-Peers et al, 1981)
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LES GLYCOLIPIDES

Sans aucune équivoque, les glycolipides représentent la classe de glycoconjugués la plus étudiée du
méconium. Suspecté d'étre une source d'antigénes groupaux (Coté,1970), celui-ci s'est effectivement
révélé trés riche en fucolipides puisque leur taux y est deux fois plus élevé que dans l'intestin adulte, et
50 a 100 fois plus élevé que dans une unité de sang (Karlsson et Larson,1978).

Sur ce constat ont été entreprises de nombreuses études menées par le groupe de Karl-Anders Karlsson
ayant permis la description de tous les glycolipides neutres isolés a4 ce-jour du méconium (tableau 9,
pages 39-40). Bon nombre des ces structures sont apparentées aux antigénes de groupes sanguins et a
leurs précurseurs, ceci selon le statut groupal des sujets étudiés. Présents également des antigénes tels le
globotriaosylcéramide (Karlsson et Larson,1981), le paragloboside immunodétecté par Myoga et al.
(1988) ou encore les Lewis*-nLcg et LewisY-nLcg (Karlsson et Larson,1981) dont la relation avec la
tumorisation est bien connue, et qui seront décrits dans le prochain chapitre consacré aux antigénes
associés aux tumeurs (pages 65, 55, 56 a 59 respectivement). En outre, beaucoup de ces structures sont
basées sur la série lacto et sont souvent incrémentées d'une unité N-Acétyllactosaminique de type 2
comme c'est le cas pour le dimére LeY/Le? (tableau 9, page 40) dont la nature d'antigéne associé aux
tumeurs n'a pu encore étre déterminée jusqu'a présent par manque d'anticorps monoclonal disponible.
Ces structures hybrides type2/typel ou typel/type2 semblent effectivement étroitement associées a la
cancerisation.

S'agissant des gangliosides (tableau 9, pages 40-41), leur concentration méconiale est 100 fois plus
¢levée que dans la muqueuse intestinale adulte (Svennerholm et al,1982), mais reste néanmoins trés
inférieure a celle des glycolipides neutres. Comme pour la muqueuse intestinale adulte, le GM3 est le
ganglioside majeur (80% des gangliosides totaux) mais il semble faire exception puisque tous les autres
gangliosides de la série ganglio sont en trés faible quantité par rapport a la muqueuse aduite
(Svennerholm et al,1982). Aprés le GM3, I'a2-6 sialylparagloboside (2-6 SPG) représente le
ganglioside pondéralement majeur du méconium (Nilsson et al,1981). Facilement isolé en grande
quantité, celui-ci a permis la conception des anticorps monoclonaux LM-4 (Nilsson et al,1984) et
MSG-15 (Taki et al,1990) dirigés contre les épitopes NeuAca2-6Gal fortement liés 4 la cancérisation.
Les autres gangliosides méconiaux de la série néolacto exprimant cet épitope sont sous forme branchée

rarissime (Taki et al,1992a). La nature oncofoetale de ce type de structures sialylées sera largement
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discutée dans le prochain chapitre (pages 55-56). D'autres antigénes relatifs aux tumeurs ont été
détectés tels le sialyl-Lewis? (Magnani et al,1982) ou le sialyl-LewisX (Blaszczyk et al,1984). Enfin,
des antigénes hétérophiles de type Hanganutziu-Deicher seraient présents dans le méconium
(Hirabayashi et al,1987), le HD-5: NeuGca2-3Galp1-4GlcNAcB1-3GalB1-4Glcp1-Cer et le HD-7:
NeuGea2-3GalB1-4GIlcNAcB1-3Galp1-4GlcNAcB1-3Galp1-4GlcB1-Cer, détectés par un anticorps
anti-HD3 réagissant contre le domaine immunodominant de ces molécules qu'est l'acide N-
Glycolylneuraminique. Ces antigénes sont absents des tissus humains normaux, mais peuvent étre
exprimés dans des tumeurs variées (Higashi et al,1984). 11 est cependant encore difficile de prédire la
signification clinique de ces antigénes dans les cancers humains, ceux-ci étant présents en quantités
infinitésimales.

tableau 9

glycolipides isolés ou détectés dans le méconium

STRUCTURES DES GLYCOLIPIDES NEUTRES désignation IUPAC-IUB (a) références et remarques

= glucosyl- et lactosylcéramide

Glep1-Cer GleCer Karisson et Larson (1981)

Galp1-4Glcp1-Cer LacCer b

= série gala

Galp1-Cer GalCer "

Gala1-4Galp 1-Cer GagCer '

= série globo

Galo.1-4Galp 1-4Glcp1-Cer Gb3Cer antigéne PK

GleNAcp1-3Galo1-4Galp 1-4Glep 1-Cer III3GIcNAcB-Gb3Cer Larson (1986)

GalNAcB 1-3Gala1-4Gaip 1-4Glep1-Cer Gb4Cer Karisson et Larson (1981)
antigene P (globoside)

= série lacto

Galp1-3GlcNAcB1-3Gal 1-4GlcfB 1-Cer LcqCer Karisson et Larson (1979)

Galp1-4GlcNAcp1-3Galp1-3GIcNAcB1-3GalB 1-4Gle1-Cer IV3(GaIB1-4GIcNAc[3)-Lc4Cer Karisson et Larson (1981)

(Galp 1-4GlcNAcp1-3]2Gal B 1-3GlcNAcB 1-3Gal B 1-4Glef 1-Cer |V3(Gal[314GIcNAc|3)2-Lc4Cer '

= série néolacto

Galp1-4GlcNAcP 1-3Gal 1-4Glcf1-Cer nLc4Cer Myoga et al (1988)
paragloboside
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STRUCTURES DES FUCOLIPIDES désignation IUPAC-IUB (a) références et remarques
= série globo
Fuca1-2Galp1-3GalNAcp1-3Gala1-4Gal B 1-4Glcp 1-Cer IV3(Fuca1-2Ga| B)-Gb4Cer Karisson et Larson

(1981)

globo-H
o série lacto
Fuco1-2GalB1-3GleNAcB 1-3Galf 1-4GlcB 1-Cer IV2Fuc<x-Lc4Cer épitope H-5-1
Galp1-3(Fuca1-4)GicNAcp 1-3Galp 1-4Glcp 1-Cer Ill4Fuca-Lc4Cer épitope Lewis 3 (LeA-5)
Gala1-3(Fuca1-2)Galp 1-3GlcNAcp 1-3Galp 1-4Glep 1-Cer IV2Fuca,IV3GaIa-Lc4Cer Angstrém et al (1982)
épitope B-6-1

Fuca1-2Galf1-4GleNAcB 1-3Gal B1-SGIcNAcB1-3GaIB1- IV3(Fucoc1-ZGa|[31-4GIcNAcB)- Karlsson et Larson
4Glcp1-Cer Lc4Cer (1981)

Galp1-4(Fuca.1-3)GlcNAcp 1-3GalB 1-3GlecNAcB 1-3Galp 1-
Glep1-Cer

Fucou1-2Galp 1-3(Fuco.1-4)GlcNAcB 1-3Gal 1-4Glcf1-Cer

Fuca.1-2Galf 1-4({Fuca.1-3)GIcNAcp 1-3Galp1-3GlcNAcB 1-
Galp1-4Gicp1-Cer

Gala1-3(Fuco.1-2)Galp 1-3(Fuce 1-4)GlcNAcB 1-3Galp 1-
4Glep1-Cer

Fuco1-2Galp1-4(Fuca1-3)GleNAcB 1-3Galf1-3(Fuca 1-
4)GlcNAcp1-3GalB 1-4GIcB1-Cer

STRUCTURES DES GANGLIOSIDES

épitope H sur type 2

IV3(Galp 1-4[Fucat-3|GIcNACB)- épitope Lewis X étendu
Lc4Cer

14Fucar,IV2Fuca-LeaCer épitope Lewis D (LeP-6)
IV3(Fucau1-2Galp1-4[Fucat-  épitope Lewis Y étendu
3]GIcNAcB)-LcaCer
I4Fucc, V2Fucae, V3Gale-  Angstrom et al (1962)
Le4Cer épitope BLeD (B-7-1)
I4Fucor, IV3(Fucat-2Galp1- :(1%1818)"" et Larson
4[Fuca1-3)GlcNAcB)-Le4Cer

[ ] PHcd dimére LeV/Le?
désignation IUPAC-IUB (a) références et remarques

& série ganglio
NeuAca2-3Galp 1-4Glcp 1-Cer

NeuAca2-8NeuAca2-3Gal 3 1-4Glcp1-Cer
Galp1-3GalNAcf 1-4(NeuAca2-3)GalB 1-4Glcp1-Cer

Ne'1Aca2-3Galp 1-3GalNAcp 1-4(NeuAca2-3)Gal B 1-4GIcp1-
Cet

NeuAca2-3Galp 1-3GalNAcp 1-4(NeuAca2-8NeuAca2-
3)Galp1-4Glep1-Cer

I3NeuAca-LacCer Nilsson et al (1981)
GM3
13{NeuAcau)p-LacCer GD3
ll3NeuAca-Gg4Cer GM1;
11I3NeuAca, IV3NeuAca-GgaCer GD1a
13(NeuAcar)p, IV3NeuAca- GT1p

Gg4Cer
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= gérie néolacto
NeuAco2-6GalB 1-4GlcNAcB 1-3Galp 1-4Glep 1-Cer
NeuAco.2-3GalP 1-4(Fuca1-3)GIcNAcB 1-3Gal 3 1-4GlcB 1-Cer
Galp1-4GIcNAcB1-6
\
NeuAco2-6Galp 1-4GlcNAcp 1-3Galp 1-4Glcp 1-Cer
GalpB1-4GlcNAcp1-6
\
NeuAca2-6Galp1-4GIcNAcB 1-3Gal 3 1-4GleNAcB 1-3Galp1-
4Glcp1-Cer

= gérie lacto
NeuAcc2-3GalB1-3GlcNAcB 1-3Galp 1-4Glcp 1-Cer

Galp1-3(NeuAca2-6)GIcNACp 1-3Galp 1-4Glcp 1-Cer

NeuAco2-3GalB 1-3(Fucau1-4)GleNAcp 1-3Galp 1-4Glep 1-Cer

GalNAcp 1-4{NeuAca2-3)Gal B 1-3GlcNAcf 1-3Galp 1-4Glep 1-
Cer

= antigénes de type Hanganutziu-Deicher
NeuGca2-3Galf3 1-4GlcNAcf 1-3Galp1-4Glep 1-Cer

NeuGcai2-3(Galp1-4GIcNAc)2p1-3GalB 1-4GIcp1-Cer

IV6NeuAca-nLc4Cer

H13Fuca, IV3NeuAca-nLc4Cer

116(GalB 1-4GIcNACB),IVENeuAc
o-nLeqCer

IV3(NeuAco2-6GalB 1-4GIcNAG
B),IV6(Galp1-4GicNACB)-
nLc4Cer

IV3NeuAca-Lc4Cer

116NeuAca-LcqCer

IV3NeuAca-Lc4Cer

IV3NeuGca-nLc4Cer

IV3(NeuGeo2-3Galp 1-4GlcNAc
B)-nLcaCer
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2-6 SPG

Blaszezyk et al (1984)
antigéne sialyl-lewis X

Taki et al (1992b)

Prieto et Smith (1986)
2-3 Type 1

Prieto et Smith (1985)

Magnani et al (1982)
antigéne sialyl-lewis 3

Fredman et al (1989a)
hybride lacto/ganglio

Hirabayashi et al (1987)
HD-5

HD-7

(a) désignation selon les recommandations de la Commission de Nomenclature Biochimique IUPAC-IUB (1977)
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Dans le tableau ci-aprés ont été rassemblés les principaux antigénes associés aux tumeurs isolés ou

détectés dans le méconium et dont les mécanismes de formation et d'expression seront discutés dans le

prochain chapitre.

tableau 11
les antigenes associés aux tumeurs, isolés ou détectés dans le méconium

structures désignation
GalNAc-c-Ser/Thr épitope Tn
Galp1-3GalNAc-a-Ser/Thr épitope T
Galp1-4(Fuca1-3)GlcNAcB1-R épitope LewisX
NeuAca2-3Galp 1-4(Fuca1-3)GlcNAcf 1-R épitope sialyl-LewisX
antigéne NCA-2 apparenté a I'antigéne carcino-embryonnaire (CEA)

Galo1-4Galp1-4Glep1-Cer antigéne pk ou Gbg
Fuca.1-2Galp 1-3GalNAcp 1-3Gala.1-4Gal B 1-4Glcp1-Cer globo-H
Galp1-4GIcNACB1-3Galp1-4Gicp1-Cer paragloboside
Galp1-4(Fuca.1-3)GlcNAc 1-3Gal B 1-3GlcNAcB 1-3Gai B 1-4GIcB 1-Cer Lewis*-nLcg
Fuco1-2Galp 1-4{Fuca.1-3)GIcNAcp 1-3Gal p 1-3GlcNAcB 1-3GalB 1-4GIcB1-Cer  LewisY-nLeg
NeuAca2-6GalB 1-4GIcNAcp 1-3GalB1-4Gicp1-Cer sialyl o2-6 paragloboside

Galp 1-4GIcNACB 16
NeuAca2-6Gal[31-4GlcNAcﬁ1-3\Gal[31-4Gch1-Cer
NeuAco2-3Galp1-3GIcNAcp 1-3Galp1-4Glcp1-Cer
NeuAcor2-3GalP 1-3(Fuco.1-4)GIcNAcB1-3Galp 1-4GIcB1-Cer
NeuGco2-3Galp 1-4GIcNAcp1-3Galp1-4Gicp1-Cer

NeuGca2-3(Galp 1-4GlcNAc)2f 1-3Gal B 1-4Glcp1-Cer

116(Galp 1-4GIcNACB), IVENeuAc-o-nLc4Cer
sialyl 023 type 1

sialyl-Lewis?

HD-5

HD-7
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CHANGEMENTS MOLECULAIRES
DES ANTIGENES GLUCIDIQUES
ASSOCIES AU CANCER

En 1964, a Boston, Sen-itiroh Hakomori et Roger Jeanloz isolent pour la premiére fois des glycolipides
contenant de grandes quantités de fucose, a partir d'adénocarcinomes humains. A 1'époque, le fucose
n'était reconnu que comme un constituant mineur des glycolipides de groupe sanguin A. Ce n'est
qu'ultérieurement que ces glycolipides tumoraux furent identifiés comme étant les antigénes Lewisd,
Lewist et LewisX (Hakomori et Andrews,1970; Yang et Hakomori,1971). Mais ce sera l'avénement
-technologique des anticorps monoclonaux (Kéhler et Milstein,1975) qui va confirmer la relation existant
entre la glycosylation aberrante et la transformation oncogénique. En effet, les anticorps monoclonaux
développés a partir de cellules tumorales se montrent dirigés contre des antigénes glucidiques. De méme,
les anticorps dirigés contre des glycannes purifiés a partir de cellules tumorales, et utilisés dans le but de
«screener» un large éventail de tissus cancéreux, ont permis la classification des antigénes associés aux

tumeurs selon leur distribution et leur spécificité (tableau 10 ci-dessous).

tableau 10

classification, selon leur spécificité d'expression, des antigénes glucidiques associés aux tumeurs

1/ structures nouvelles fortement exprimées dans les cellules tumorales, absentes de leurs cellules ancestrales
mais exprimées dans un nombre limité d'autres cellules tumorales.

(ex: GD3 dans les mélanomes; polyméres LewisX, sialyl Lewis? et sialyl LewisX dans les cancers gastrointestinaux)

2/ structures communes fortement exprimées dans les cellules tumorales, mais présentes en petite quantité
dans des types variés de cellules normales. Les anticomps peuvent reconnaitre cette forte densité ou une conformation
induite par cette forte densité. C'est I'anticorps dirigé contre la structure et non la structure qui définit la spécificité
tumorale.

(ex: GM3 dans les mélanomes; Lewis* dans les cancers gastrointestinaux)

3/ structures exclusivement exprimées dans les cellules tumorales, mais absentes ou présentes en des taux

immunologiquement indétectabies dans les cellules normales.

(ex: antigénes A incompatibles, Tn et sialylTn dans des cancers variés)

changements moléculaires des antigénes glucidiques associés au cancer



La majorité des antigénes glucidiques associ€s aux tumeurs appartient aux deux premiéres catégories.
Une telle classification est faite par commodité, car chaque tumeur peut exprimer différentes classes
d'antigénes, selon des mécanismes encore non élucidés, expliquant pourquoi l'utilisation d'anticorps

combinés est souvent nécessaire pour le diagnostic et les applications thérapeutiques.

Apres avoir classifi€ ces antigénes associés aux tumeurs, deux questions fondamentales se posent:
= par quels mécanismes sont-ils formés ?

s sous quelles formes s'expriment ces épitopes ?

A la premiére question, nous pouvons répondre que ces antigeénes associés aux tumeurs sont le résultat
de plusieurs mécanismes basiques qui sont (tableau 11 ci-apres): la synthése incompléte, la néosynthése

et les changements d'organisation membranaire.

tableau 11

mécanismes conduisant a la formation des antigénes associés aux tumeurs

A / Synthése incompléte avec accumulation de structures précurseurs
gangliosides GMp, GD2, GD3 dans les mélanomes et neuroblastomes

globoside Gb3 dans le lymphome de Burkitt
antigénes glycoprotéiques T et Tn dans divers cancers

B / Néosynthése

polymeéres des séries lacto: di- ou tri-LewisX, trifucosyl LewisY ainsi que les sialyl-Lewis? et sialyl-LewisX dans différents
adénocarcinomes

glycolipides a épitope: NeuAca2-6Galp 1-4GIcNAc dans les adénocarcinomes du foie et du colon

sialyl Tn dans divers adénocarcinomes

C / Changements dans I'organisation membranaire des antigénes glucidiques
- présents dans tous les types de tumeurs
- forte exposition des antigenes causée par une perte de crypticité influencée par;

=> |es glycoconjugués et protéines adjacents aux antigénes glycolipidiques

=> la densité des glycolipides

=> [a composition de la céramide

changements moléculaires des antigénes glucidiques associés au cancer



Les antigénes tumoraux résultant d'une synthése incompléte sont des structures relativement nouvelles
pour des tissus normaux, représentant des précurseurs de glycannes plus complexes et sont fortement
accumulés en raison d'une synthése accrue de ces précurseurs ou d'un blocage dans la synthése des
glycannes plus complexes (tableau 11A, page 44);,

beaucoup d'antigénes, particuliérement ceux des séries lacto, possédent des structures nouvelles qui sont
les fruits d'une néosynthése causée par I'activation de glycosyltransférases normalement «silencieuses»
(tableau 11B, page 44);

des changements d'organisation des antigénes glucidiques membranaires (tableau 11C, page 44)
observés dans les cellules tumorales, sont causés par un démasquage induit par la délétion de
glycoconjugués et protéines adjacents par des sialidases ou protéases (Urdal et Hakomori, 1983). De
méme, certains antigénes glycolipidiques communs (GM3, Gb3 ou Lewis* par exemple) présents en
densité élevée dans les cellules tumorales sont reconnus par des anticorps ne réagissant pas contre les
tissus normaux qui expriment moins fortement ces antigénes (Hakomori et al,1981; Nores et al,1987).
Enfin, la composition de la céramide (longueur de la chaine d'acide gras et la présence ou absence de
groupements a-hydroxylés) influence fortement l'exposition des chaines glucidiques donc leur

antigénicité (Yoshino et al,1982; Nudelman et al,1982).

A la deuxiéme question, la réponse est fournie par la figure 12 (page 46):

- une premiére classe d'antigénes (dits de classe 1) est caractérisée par des chaines glucidiques de type 1
et 2 des séries lacto portées a la fois par des glycolipides et des glycoprotéines;

- les antigénes de classe 2 ne sont exprimés que sous forme glycolipidique et consistent essentiellement
en les séries ganglio et globo;

- la troisiéme classe d'antigénes est associée aux glycoprotéines, en particulier de type mucine.

C'est dans cet ordre que nous allons maintenant aborder plus en détail les différences structurales
existant entre les glycoconjugués tumoraux et normaux, et que nous illustrerons notre propos par

quelques exemples d'applications thérapeutiques impliquant ces antigenes.
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1/ épitopes exprimés a la fois sur les glycolipides et les glycoprotéines

e

‘%/ & structures des séries lacto type 1 et type 2

2/ épitopes exclusivement exprimés sur les glycolipides

=

=& structures des séries ganglio et globo

2/ épitopes exclusivement exprimés sur les glycoprotéines

LR

i i
/ — T
@ T, Tn, sialyl Tn
figure 12 /
principaux modes d'expression des antigenes glucidiques associés aux tumeurs Q\ :
(d'aprés Hakomori, 1992) ‘
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CARACTERISTIQUES NORMALES ET ONCOFOETALES
DES ANTIGENES PORTES PAR LES CHAINES DE TYPE 1 ET 2

Chaines Lacto de type 1

1. Yoies normales de synthese (figure 13, page 48)

Le disaccharide GalB1-3GlcNAc représente le support des déterminants de goupe sanguin ABH et des
antigénes Lewis?, Lewisb, A Lewisb et B.Lewis? (Watkins, 1980). Les chaines de type 1 prédominent
sur celles de type 2 dans les tissus épithéliaux gastrointestinaux adultes et sont largement fucosylées. A
I'état non substitué, ce disaccharide - alors appelé LewisC - y est rarement rencontré (Graham et
al,1977). Quant 2 la sialylation de ces chaines dans les tissus normaux, elle est trés limitée par rapport a

la fucosylation.

2. Yoies oncofoetales (figure 13, page 48 et tableau 13, page 52)

Dans les tumeurs, les chaines de type 1 peuvent subir les modifications suivantes:

= sialylation accrue, aussi bien sur le résidu galactosyl terminal que sur la N-Acétylglucosamine
pénultiéme, conduisant aux chaines monosialyl a2-3 et disialyl a2-3,02-6 respectivement définies par
les anticorps monoclonaux C-50 (Nilsson et al,1985b) et FH9 (Fukushi et al,1986).

& o1-4 fucosylation de la chaine 0:2-3 monosialylée conduisant a I'antigéne sialyl Lewis? reconnu par
I'anticorps 1116 NS 19-9 (Koprowski et al,1979). L'ordre des réactions enzymatiques nécessaires pour
la synthése du sialyl Lewis? est une a2-3 sialylation suivie d'une a.1-4 fucosylation. L'ordre inverse ne
se produit jamais (Hansson et Zopf,1985).

Les épitopes glycanniques portés par des chaines de type 1 comme ceux portés par les chaines de type 2
(voir paragraphe suivant, pages 52-62) peuvent s'exprimer a la fois sur des glycolipides et des
glycoprotéines (antigénes dits de classe I: figure 12, page 46). Cependant, comme il est techniquement
moins difficile d'isoler un glycolipide qu'une glycoprotéine, il arrive trés souvent que la structure
chimique de I'épitope soit établie sur la base d'un glycolipide. Néanmoins, la quantité totale d'antigéne
associ¢ a une glycoprotéine doit étre plus €levée puisque les antigenes relargués dans la circulation sont

principalement des glycoprotéines, en particulier de type mucine (Hakomori,1989).
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C'est ainsi que I'antigéne sialyl Lewis® a été isolé sous forme gangliosidique dans les cancers
pancréatiques, gastriques et du colon (Magnani et al,1982) puis sous forme glycoprotéique dans
l'adénocarcinome colorectal (Kitagawa et al,1991). Associé¢ a une glycoprotéine (Magnani et al,1983;
Del Villano et al,1983), sa présence dans le sérum de patients cancéreux a des taux élevés a conduit a
son utilisation clinique dans le diagnostic de diverses tumeurs du tractus digestif (Herlyn et al, 1982).
Cependant, certaines pathologies hépatiques et pancréatiques bénignes géncrent aussi un taux de CA 19-
9 sérique élevé, induisant de faux résultats positifs (Kannagi et al,1988) et limitant donc sa valeur
diagnostique. L'association du sialyl Lewis? avec le processus métastatique sera étudiée dans le
prochain paragraphe consacré aux chaines de type 2.

Le disialyl Lewis? (TV3NeuAca,lI®NeuAca, lI%Fuca-LegCer) a été isolé dans l'adénocarcinome du
cdlon (Nudelman et al,1986). Bien qu'étant un composé mineur de cette tumeur, sa forte
immunogeénicité a conduit a 'établissement de l'anticorps monoclonal FH7 (Nudelman et al,1986a)
dirigé non seulement contre le disialyl Lewis? mais aussi contre son produit de dégradation issu d'un

traitement par la sialidase: I'a2-6 sialyl Lewis2 (tableau 12 ci-dessous).

tableau 12
réactivité des anticorps monocionaux dirigés contre I'antigéne Lewis? et ses dérivés sialylés

antigéne structure CA3-F4 (a) NS 199 FH7
anti-Le@
Lewis? Galp1-3GlcNAcp1-R +++ - =
/
Fuco1-4
2,3sialyl Lewis?  NeuAca2-3GalB1-3GIcNacB1-R - +++ -
!
Fuco.1-4
NeuAco.2-6
\
Disialyl Lewis? NeuAca2-3Galp 1-3GIcNAcB 1-R - - +++
/
Fuca1-4
NeuAca2-6
\
2,6 sialyl Lewis? Galp1-3GIcNACB1-R ++ - ++
/
Fucau1-4

(a) Young et al (1983)
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Des études immunohistochimiques comparatives utilisant les anticorps NS 19-9 et FH7, menées sur des
tissus gastrointestinaux et pancréatiques et concernant l'expression des antigénes 2-3 sialyl Lewis? et
disialyl Lewis? respectivement, ont montré:

- que le 2-3 sialyl Lewis? était peu ou pas exprimé dans les cellules normales contrairement au disialyl
Lewis®;

- que cette proportion était quasi inverse dans les cellules tumorales (Itzkowitz et al,1988; Itai et
al, 1988 et 1991).

Ainsi dans les tissus normaux, le rapport 2-3 sialyl/disialyl y indique la présence 3 a 4 fois plus élevée
de disialyl Lewis2. Dans les tumeurs, ce rapport est largement supérieur a 10, reflétant 'accumulation
du 2-3 sialyl Lewis® Par conséquent, la détermination de ce rapport permettrait une meilleure
diécrimination entre les pathologies non bénignes et cancéreuses de la sphére digestive (Itai et al,1991).
Récemment, des essais thérapeutiques utilisant une immunotoxine formée par le couplage entre
l'anticorps murin KM213 anti-sialyl Lewis2 et la chaine A de la ricine ont montré in vitro et in vivo une
forte cytotoxicité envers les cellules tumorales exprimant le sialyl Lewis? (Shitara et al,1991).

La forme afucosylée de I'antigéne 2-3 sialyl Lewis®, reconnue par l'anticorps C-50 (figure 13, page
- 48), a été isolée dans les adénocarcinomes pancréatiques et gastrointestinaux (Mansson et al,1985), les
cancers pulmonaires a petites cellules (Nilsson et al,1985b) et les gliomes (Fredman et al,1988). Par
ailleurs, des taux sériques élevés de cet antigéne ont été détectés chez des patients atteints de cancers
trés variés (Holmgren et al,1984). Ainsi ce marqueur est peu spécifique d'une localisation tumorale,
mais est toutefois particuliérement utile chez les sujets Lewis négatif qui n'expriment pas le CA 19-9
(Brockhaus et al,1985; Tempero et al,1987). |

En fait les marqueurs CA 19-9 et C-50 sont "limités" pour le dépistage d'un cancer, c'est a dire pour sa
mise en évidence chez un sujet en I'absence de tout signe clinique, et ceux-ci ont pour principal intérét la
surveillance des malades. La détermination du taux d'un marqueur avant, au-cours et aprés un taitement

pouvant avoir un intérét pronostique sur l'évolution de la maladie.

= élongation des chaines de type 1:
L'extension des structures de type lacto a toujours été considérée comme limitée aux chaines de type 2,

exception faite des embryoglycannes de tératocarcinomes possédant des chaines allongées de type 1
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mais terminées par des unités branchées de type 2 (Fukuda et al,1985). La présence de chaines étendues
constituées exclusivement d'unités de type 1 dans certaines tumeurs représente une nouvelle classe
d'épitopes associés aux tumeurs.
Ainsi le dimére Lewis?, GalP1-3[Fucal-4]GIcNAcB1-3Galpl-3[Fucal-4]GlcNAcB1-3Galpl-
4GlcB1-Cer, a été isolé d'une lignée cellulaire d'adénocarcinome du c6lon (Stroud et al, 1991) et montre
une réactivité¢ préférentielle avec l'anticorps monoclonal NCC-ST-421 (Watanabe et al,1985). Des
études menées sur différentes lignées cellulaires de carcinomes coliques et-pulmonaires en particulier,
ont indiqué que l'anticorps NCC-ST-421 exerce un effet anti-tumoral significatif in vitro et in vivo
n'affectant pas l'antigéne Lewis? exprimé dans les tissus normaux (Watanabe et al,1991). En
conséquence, cet anticorps posséde un potentiel thérapeutique certain sur les tumeurs qui expriment le
dimére Lewis2,
L'antigéne trifucosyl LewisP ou dimére Leb/Led: Fucal-2GalBl-3[Fucal-4]JGIcNAcB1-3Galpl-3
[Fuca1-4]GlcNAcB1-3GalB1-4GlcB1-Cer, a été isolé de la méme lignée cellulaire Colo 205
d'adénocarcinome du clon que le dimere Lewis2 (Stroud et al,1992). L'anticorps murin IMH2 préparé
par immunisation avec l'antigéne trifucosyl LewisP purifié, bien que présentant une forte réaction
croisée avec le déterminant LeY/LeX , montre une forte réactivité avec les tumeurs du cdlon, du pancréas
et du foie sans toutefois réagir avec la muqueuse colique normale et en présentant une réactivité
minimale avec les foie et pancréas normaux (Ito et al,1992). Ces résultats indiquent que le dimere
Leb/Le? est un marqueur de cancérisation, et que l'anticorps IMH2 posséde vraisemblablement une
potentialit¢ diagnostique et thérapeutique.
Enfin, I'antigéne Le®/X est un isomére du dimére Lewis? décrit précédemment: GalP1-3[Fucal-
4]GlcNAcB1-3Galp 1-4[Fuca1-3]GIcNAcB1-3GalB 1-4GlcB 1-Cer. Ce n'est pas a proprement parler une
structure étendue de type 1, mais un hybride ou I'épitope Lewis? est exprimé sur une chaine de type2.
Cet antigéne n'a, a ce jour, été isolé que de cancers épidermoides pulmonaires (Martensson et al,1988).
L'anticorps monoclonal 43-9F, établi a partir d'une lignée cellulaire de ce type de tumeur, présente une
trés forte affinité pour ce déterminant Le?/X accompagnée d'une faible réaction croisée avec l'antigéne
Lewis? (Pettijohn et al,1987). Bien que composé mineur, cet antigéne constituerait donc un marqueur du
cancer épidermoide du poumon, puisqu'il est fréquemment détecté dans le sérum des malades atteints de

cette tumeur et occasionnellement dans le poumon normal (Pettijohn et al,1987). Par ailleurs, un travail
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récent a montré que les patients Le?/X positif survivent plus longtemps que ceux dont les tumeurs sont

antigéne négatif (Battifora et al,1992).

tableau 13

antigénes associés aux tumeurs portés les chaines de type 1

anticorps structure

principales localisations tissulaires

C-50 sialyl 2-3 type 1
(Nilsson et al,1985b)

FH9 disialyl type 1
(Fukushi et al, 1986)

1116 NS 19-9 2-3 sialyl Lewis?
(Koprowski et al,1979)

FH7 disialyl Lewis?
{Nudelman et al,1986a)

43-9F antigéne Le?/X
(Pettijohn et al,1987)

NCC-ST-421 di Lewis?
(Watanabe et al, 1985)

IMH2 trifucosy! LewisP
(Ito et al, 1992)

- adénocarcinomes gastrointestinaux et pancréatiques
(Mansson et al, 1985)

- cancer du poumon & petites celluies (Nilsson et al,1985b)
- gliome (Fredman et al,1988)

- adénocarcinome du colon (Fukushi et al, 1986)
- gliome (Wikstrand et al,1991)

- adénocarcinomes gastrointestinaux et pancréatiques
{Magnani et al,1982)

- adénocarcinome du célon (Nudelman et al, 1986a)

- cancer épidemoide du poumon (Martensson et al,1988)

- adénocarcinome du cdlon (Stroud et al, 1991)

- adénocarcinome du cdlon (Stroud et al, 1992)
- tumeurs du foie, pancréas et colon (lto et al, 1992)

Chaines Lacto de type 2

1. Yoies normales de synthése (figure 14,page 53)

La chaine de type 2: Galp1-4GlcNAc est le support majeur des déterminants ABH des érythrocytes

humains, mais est également trouvée en petites quantités dans les cellules épithéliales. Dans les tissus et

hématies adultes normaux, la chaine de type 2 peut présenter les variations suivantes:
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= ¢longation de la chaine par répétition de la séquence GalB1-4GlcNAc, avec branchement, via
l'action de la B6-N-Acétylglucosaminyltransférase pour former l'antigéne I. Dans les érythrocytes et
tissus adultes, cette structure est prépondérante par rapport a la structure linéaire i majeure au stade
foetal (Watanabe et Hakomori, 1976a);

w fucosylation du galactose terminal pour donner une structure H pouvant étre ultérieurement
convertie en antigénes A et B. Reflétant la proportion des chaines de type 2, les structures branchées
prédominent sur les linéaires,

= comparc¢e aux chaines de type 1, la sialylation de la chaine de type 2 est plus importante, et toute une
série de structures sialylées en terminaison sont produites dans des cellules et tissus normaux variés
(pour revue: Stults et al, 1989);

= la chaine de type 2 a2-3 sialylée est rarement fucosylée sur le résidu GIcNAc pénultieme dans les
types cellulaires normaux, exception faite notablement de certaines lignées leucocytaires (Fukuda et
al,1984b);

= quant 2 la présence des structures LewisX et LewisY dans divers types cellulaires normaux, celle~ci a
été souvent rapportée. Néanmoins, les quantités d'antigénes LewisX et LewisY exprimés dans les tissus
épithéliaux normaux, en particulier, sont beaucoup plus faibles que dans diverses tumeurs dérivées de

ces tissus comme nous le verrons dans le prochain paragraphe.

2. Yoies oncofoetales (figure 14, page 53)

Les altérations des chaines de type 2 sont les plus fréquemment rencontrées dans les cancers. Les

principaux changements ci-aprés ont été rapportés:

= prédominance de chaines allongées linéaires (antigéne i) avec sialylation possible en a2-3 (figure 14,

page 53 et tableau 14, page 57). L' anticorps monoclonal humain NCC-1004, généré a partir de cellules

tumorales pulmonaires et dirigé contre la structure i:
Galp1-4GIcNAcB1-(3Galp1-4GIcNAcB1),-3Galoun 2 1,

réagit fortement avec une grande majorité de cancers pulmonaires épidermoides, de l'oesophage et de la

glande thyroide (Hirohashi et al,1986). Le processus d'élongation permettant la formation de ces chaines

linéaires a été bien étudié (Holmes et al, 1987b) et nous y ferons référence ultérieurement.
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Un précurseur de ces structures i, le lactonéotétraosylcéramide ou paragloboside trouvé en faible
quantité dans les érythrocytes (Siddiqui et Hakomori,1973), a été mis en évidence dans certaines lignées
cellulaires tumorales (Taki et al,1985) et un taux élevé de cet antigéne est détecté dans le sérum des
patients atteints de cancers hépatiques et pancréatiques (Myoga et al,1988). Par ailleurs, l'activité 4-
galactosyltransférase catalysant la formation du lactonéotétraosylcéramide a partir du Le3Cer est
accrue dans le sérum de patients cancéreux, et son dosage pourrait aider a la détection ou au suivi des
patients apres thérapie (Nishiwaki et al,1992).

La structure a2-3 sialylée du paragloboside, le 2-3 SPG: NeuAca2-3Galf1-4GIlcNAcB1-3Galp1-
4GlcB1-Cer bien que souvent exprimée dans divers types cellulaires normaux, est fortement réactive
avec l'anticorps NS-24 et ce dans les tumeurs d'origine gastrique (Suzuki et al,1991).

= 0.2-6 sialylation dans les glycolipides (figure 14, page 53) conduit a la formation de la séquence
terminale NeuAca2-6GalB1-4GlcNAc reconnue par de nombreux anticorps monoclonaux (tableau 14,
page 57). L'a2-6 sialylparagloboside ou 2-6 SPG, NeuAca2-6Galp1-4GIcNAcB1-3Galp 1-4Glcp 1-Cer,
accumulé dans les adénocarcinomes du foie et du cdlon (Hakomori et al,1983a; Taki et al,1990) et
détecté dans les tumeurs pulmonaires par l'anticorps LM-4 (Nilsson et al,1985a), fut le premier
glycolipide de ce type caractérisé dans les tumeurs. Jusqu'alors, celui-ci était connu comme étant un
composé mineur des érythrocytes (<1% des gangliosides totaux) et d'autres types cellulaires (Watanabe
et al,1979), alors qu'il représente pondéralement le second ganglioside du méconium (Nilsson et
al,1981). En fait, le 2-6 SPG appartient 4 une famille glycolipidique exprimant le rare épitope
NeuAca2-6Gal 1-4GlcNAc, alors que celui-ci est largement distribué au sein des glycoprotéines (pour
références: Montreuil, 1982). Ceci suggére donc que les sialyltransférases responsables de la formation
des épitopes NeuAca2-6Gal glycoprotéiques et glycolipidiques sont différentes (Taki et al,1992b). De
plus, l'accumulation de ces gangliosides dans les tumeurs (pouvant représenter jusqu'a 30% de la
fraction monosialogangliosidique de I'hépatome pour le 2-6 SPG; Taki et al,1990) ainsi que dans le
méconium, pourrait étre interprétée comme le résultat dv l'activation d'une NeuAca2-6Gal transférase
«foetale» normalement silencieuse dans les tissus adultes (Nilsson et al,1985a).

Un autre glycolipide linéaire, le ganglioside 6C: NeuAca2-6Galp1-4GlcNAcB1-3Galp1-4(Fucal-
3)GIcNAcB1-3Galf 1-4GlcB1-Cer, accumulé dans les adénocarcinomes du foie et du cdlon, est

caractérisé par la présence d'un unique résidu de fucose sur la GlcNAc interne (III) du core
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lactonéohexaosylcéramide (Hakomori et al,1983a). L'a2-6 sialylation du galactose terminal inhiberait-
elle ainsi la fucosylation de la GlcNAc¢ pénultiéme ?

En réponse a cette question, Holmes et al (1986) ont montré que I'al-3 fucosyltransférase isolée de la
lignée cellulaire pulmonaire PC9 pouvait synthétiser la formation des dérivés mono- et difucosylés
quand VI3NeuAanc6 était accepteur, alors que seul un dérivé monofucosylé sur la GlcNAc interne
était obtenu a partir de VI6NeuAanc6. Ceci est probablement di aux propriétés stériques différentes
du dérivé 02-6 sialylé, n'autorisant que l'incorporation d'un seul fucose sur le résidu GlcNAc (III) pour
former le ganglioside 6C.

Plus récemment encore, des gangliosides branchés (figure 14, page 53 et tableau 14, page 57) porteurs
de l'épitope NeuAco2-6Gal ont été isolés d'hépatomes (Taki et al,1992b). Le premier est un
disialoganglioside de type I, totalement nouveau a ce jour . Seule une structure monosialylée sur la
branche inférieure a été décrite dans le méconium (Taki et al,1992a). Le second est un
monosialoganglioside de type I également, mais particulier puisque la branche est fixée sur le résidu Gal
du core lactosyl interne. Exceptés le lait ou beaucoup d'oligosaccharides ont une unité N-
Acétyllactosaminique branchée sur le résidu de galactose attaché au glucose (Tarrago et al,1988), et le
méconium (Taki et al,1992a); c'est la premiére mise en évidence d'un ganglioside de ce genre. Ces
antigénes portés par des structures I sont vraiment rarissimes et leur découverte suggere que la B6-N-
Acétylglucosaminyltransférase responsable du branchement est activée dans les tissus embryonnaires,
en particulier intestinaux, et dans les tissus hépatiques cancéreux (Taki et al,1992a).

= Toute une série de chaines de type 2 non branchées sont al-3 fucosylées sur la GIcNAc pénultiéme,
puis sur les GIcNAc internes, conduisant aux polyméres Lewis (figure 14, page 53).

Les antigénes Lewis* (Yang et Hakomori, 1971), di- et tri-LewisX (Hakomori et al,1984) sont trouvés
accumulés dans de nombreux cancers humains et de nombreux anticorps ont été¢ générés contre ces
structures (tableaux 15 et 16, page 58). Le premier d'entre eux fut élaboré par immunisation a partir
de cellules de tératocarcinome F9, et définissait a 1'époque un antigéne inconnu fortement exprimé au
stade morula qui fut appelé «Stage-Specific Embryonic Antigen-1» ou SSEA-1 (Solter et
Knowles,1978). Ce n'est qu'en 1981 que la nature chimique de I'épitope reconnu par l'anti-SSEA-1 fut

¢lucidée: Galf 1-4(Fucal-3)GlcNAc ou Lewis* (Gooi et al,1981).
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tableau 14
antigénes associés aux tumeurs portés les chaines de type 2

anticorps structure principales localisations tissulaires
H-11 paragloboside - lignées cellulaires du poumon, de l'estomac et du cdlon
{Myoga et al,1988) (Taki et al,1985)
- tumeurs hépatiques et pancréatiques (Myoga et al,1988)
NCC-1004 antigéne i - tumeurs pulmonaires épidermoides, oesophage et giande
(Hirohashi et al,1986) thyroide (Hirohashi et al, 1986)
NS-24 2-38PG - adénocarcinomes gastriques (Suzuki et al, 1991)
(Suzuki et al,1991)
1B9 26 SPG - adénocarcinomes du foie et du colon
(Hakomori et al, 1983 a st ¢) (Hakomori et al, 1983a; Taki et al, 1990)
LM-4 - cancers du poumon {Nilsson et al,1985a)
(Nilsson et al,1985a)
MSG-15 ganglioside 6C - adénocarcinomes du foie et du cdlon (Hakomori et al, 1983a)

(Taki et al,1990)
reconnaissent tous la séquence
NeuAca2-6Galf disialyl a.2-6 type | - hépatomes (Taki et al, 1992b)

monosialyl 0.2-6 type| - hépatomes (Taki et al, 1992b)

Les anticorps FH4, FH5, 624H12 (tableaux 15 et 16, page 58) réagissent plus spécifiquement avec les
structures polymérisées di- ou tri-LewisX, fruits d'une néosynthése et qui sont accumulées dans les
adénocarcinomes du foie et du cdlon en particulier (Hakomori et al, 1982 et 1984). Récemment,
l'anticorps monoclonal 624H12 anti-hapténe di-LewisX a été utilisé pour la détection précoce du cancer
du poumon, ce qui n'a pas été possible avec d'autres techniques diagnostiques conventionnelles
(Kyogashima et al,1989). La présence d'un nouvel antigéne associé aux tumeurs gastrointestinales,
Galp1-4GlcNAcB1-3GalB 1-4(Fuca1-3)GlcNAcB 1-3GalB 1-4GlcNAcPB 1-3GalB 1-4GlcNAcB 1-3GalB 1-
4GlcP1-Cer, et réagissant fortement avec l'anticorps monoclonal ACFH-18, indique qu'une nouvelle
route biosynthétique jusqu'alors inconnue peut exister: I'élongation de la chaine de type 2 avec

fucosylation unique au milieu de cette chaine sialylée ou non (Nudelman et al,1988).
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- tableau 15
réactivité des anticorps monoclonaux dirigés contre les épitopes X

antigéne ool FHt P23 FH4  FHS  ACFH8  SH1 SH2 62412
LeXnley + - + - - - + - -
Le*-nLcg + + - - - + - _
diLeX-nLcs + + ++ + + - + +
triLe*-nLcg + + ++ + ++ - + +
antigéne ACFH-18 . +4+4

tableau 16

antigénes associés aux tumeurs portés les chaines de type 2

anticorps structure principales localisations tissulaires
Anti-SSEA-1 épitope LewisX - adénocarcinomes du célon (Hakomori et al, 1981;
{Solter et Knowies, 1978) Brockhaus et al, 1982); du foie (Hakomori et al, 1982) et
FH2,FH3 gastriques (Brockhaus et al, 1982);
(Fukushi et al, 1984a) - cancers du poumon: épidermoide, adénocarcinome, a
SH1 petites cellules (Huang et al, 1983);
(Singhal et al,1990) - cancers du sein (Narita et al, 1993);

- cancers de la vessie (Cordon-Cardo et al,1988)
FH4 dimére LewisX - adénocarcinomes du foie et du cdlon (Hakomori et al,
(Fukushi et al,1984a) 1982 et 1984);
624H12 - cancers du poumon; épidermoide, adénocarcinome, a
(Kyogashima st al,1989) grandes cellules {Zenita et al,1988; Kyogashima et al,1989)
SH2
(Singhal et al,1990)
FH5 et ACFH-18 trimére LewisX - adénocarcinomes du foie et du colon (Hakomori et al,
(Fukushi et al, 1984a) 1984);
624H12 - cancers du poumon; épidemmoide, adénocarcinome, a
{Kyogashima et al,1989) grandes cellules {Zenita et al,1988; Kyogashima et al, 1989)
ACFH-18 antigéne ACFH-18 - cancers de |'estomac et du cdlon (Nudelman et al,1988)

(Fukushi et al, 1984a)
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= Fucosylation respective en al-2 et al-3 des résidus de galactose et de N-Acétylglucosamine
conduisant 2 la synthése du déterminant LewisY: Fucal-2GalP1-4(Fucal-3)GIcNAc, distribué dans
quelques types cellulaires et tissulaires normaux, mais fortement accumulé dans des cancers variés
(Brown et al,1984). De nombreux anticorps monoclonaux dirigés contre cet épitope ont été préparés
(tableaux 17 et 18, pages 59 et 60 respectivement). C'est ainsi que l'anticorps AH6, généré & partir
d'une lignée tumorale gastrique (Abe et al,1983), réagit avec la quasi totalité des adénocarcinomes du
colon (Abe et al,1986; Kim et al, 1986). Mis a part ce IVzFucIH3FuanC4Cer (LeY-nLcy), ces tumeurs
accumulent des structures Y étendues (figure 14, page 53): le VIZFucV3Fuanc6Cer (LeY-nLcg) et le
majoritaire trifucosyl LewisY- VIZFucV3FucIII3Fuanc6Cer (Nudelman et al,1986b) réagissant
respectivement de fagon étroite avec les anticorps CC-1,-2 (Kim et al,1986) et KH1 (Kaizu et al,1986).
Ces observations suggerent que les structures Y, et plus particuliérement les structures étendues, sont
des marqueurs importants de la malignité, pouvant étre utiles dans le diagnostic du cancer du cdlon
notamment (Kim et al,1986). Dans cette optique, un anticorps chimérique appelé HI8A a été récemment
développé pour des essais diagnostics in vivo futurs (Kaneko et al,1993). Cette voie est doublement
intéressante puisque le taux d'antigénes LewisY solubles dans le sérum de patients cancéreux n'est pas
trop élevé (Zenita et al,1988) et que les anticorps chiméres ne provoquent pas l'apparition
d'immunoglobulines humaines anti-souris (réaction HAMA). Enfin, il apparait que les tumeurs LewisY-
positif de l'oesophage sont de plus mauvais pronostic que leurs contreparties négatives (Tauchi et

al,1991).

tableau 17
réactivité des anticorps monoclonaux dirigés contre les épitopes Y

antigéne AH6 CC-1et CC-2 KH1 MLuC1
LeY-nlcq + - - +
Le¥-nLcg + + - -
LeY/LeX-nLcg + - + _
(trifucosylLeY)
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tableau 18

antigénes associés aux tumeurs portés les chaines de type 2

anticorps structure principales localisations tissulaires

AH6 épitope LewisY - cancers gastriques (Abe et al,1983)

(Abe et al,1983) - adénocarcinomes du cdlon (Abe et al, 1986; Kim et
MLuC1 al,1986; Nudelman et al,1986b)

(Agresti et al, 1988) - cancers pulmonaires (Miyake et al, 1988; Leoni et al,1992)
H18A - cancers de 'oesophage (Tauchi et al, 1991)

(Kaneko et al,1993) - cancers de la vessie (Cordon-Cardo et al, 1988)

CC-1et CC-2 LewisY-nLcg - adénocarcinomes du célon (Nudelman et al, 1986b; Kim et
(Kim et al,1986) al,1986)

KH1 trifucosyl LewisY - adénocarcinomes du colon (Nudelman et al, 1986b)

(Kaizu et al, 1986)

w [ es chaines de type 2 sialylées en a2-3 peuvent étre converties en antigénes de type sialyl- LewisX
(figure 14, page 53). Ces composés sont reconnus par les anticorps monoclonaux suivants (tableau 19,
page 61). CSLEX1 (Fukushima et al,1984) et AM-3 (Hanski et al,1990) qui sont plutdt dirigés vers les
structures courtes alors que le FH6 montre une spécificité plus étroite envers les chaines étendues sialyl-
LewisX-i ou sialyl-dimére LewisX (Fukushi et al,1984b). De nombreuses études immunohistologiques et
sérologiques ont associé la forte expression des structures sialyl-LewisX avec des adénocarcinomes
humains variés (tableau 19, page 61). Parmi celles-ci, Itzkowitz et al. (1986) ont montré qu'entre les
dérivés sialyl-LewisX mono et dimériques accumulés dans les cancers du cdlon, seul le sialyl-LewisX-i
défini par le FH6 était absent de la muqueuse normale.

Les résultats de cette étude sont identiques A I'investigation conduite sur les antigénes LewisY (Kim et
al,1986) et corroborent 1'hypothése selon laquelle les chaines de type 2 étendues sont, en général, plus

«cancer-spécifiques» que leurs variantes courtes.

La régulation de la biosynthése de ces polymeéres Lewis et sialyl-LewisX est dorénavant bien connue:
I'élongation des chaines de type 2 précéde la fucosylation et al-3 fucosyltransférase impliquée agit
d'abord sur la GlcNAc externe puis sur les GIcNAc internes (Holmes et al,1985). De méme, comme

pour la formation du sialyl-Lewis? des chaines de type 1, la sialylation se produit avant la fucosylation
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(Holmes et al,1986). Ceci sous-entend que les facteurs qui contrdlent la synthése des polylactosamines
controleraient aussi l'expression des antigénes Lewis étendus. Holmes et al. (1987b) ont montré que
I'activité B3-N-Acétylglucosaminyltransférase (i) est 10 fois plus élevée dans les cancers du colon que
dans la muqueuse normale. Puisque l'activité¢ a3-fucosyltransférase est présente en taux comparables
dans les muqueuses coliques normales et malignes, I'accumulation des chaines de type 2 étendues
fucosylées dans les adénocarcinomes humains apparait étre due a l'augmentation de l'activité P3-
glucosaminyltransférase (i) (Holmes et al,1987b).

Ainsi, ces résultats indiquent que 'expression oncofoetale de ces antigénes Lewis dans les muqueuses
coliques foetales et dans les adénocarcinomes mais pas dans la muqueuse adulte normale est due a
I'expression rétrogénique des chaines précurseurs de type 2 qui ne sont pas présentes dans les cellules

épithéliales normales (Holmes et al,1987a).

tableau 19
antigénes associés aux tumeurs portés les chaines de type 2

anticorps structure principales localisations tissulaires

CSLEX1 sialyl-LewisX - adénocarcinomes de I'estomac (Fukushima et al, 1984)

(Fukushima et al, 1984) - adénocarcinomes du cdlon (Fukushima et al,1984;
Hanisch et al,1992)

AM-3 - adénocarcinomes du poumon (Fukushima et al, 1984;

(Hanski et al,1990) Hirota et al, 1985)

- métastases hépatiques de tumeurs primaires du colon
(Taki et al,1988)

FH6 sialyl-LewigX-i - adénocarcinomes du cdlon (Fukushi et al, 1984b; Itzkowitz
(Fukushi et al,1984b) (mono ou difucosylé) et al, 1986)
- adénocarcinomes de l'estomac (Kannagi et al, 1986)
- adénocarcinomes du poumon (Fukushi et al,1984b;
Kannagi et al,1986; Miyake et al, 1988)
- métastases hépatiques de tumeurs primaires du cSlon
(Hoff et al,1989)
- cancers de la vessie (Matsusako et al, 1991)
- cancers du sein (Narita et al, 1993)

L'association de I'expression de l'hapténe sialyl-LewisX avec le potentiel métastatique des cellules
tumorales du colon (Hoff et al,1989) et de la vessie (Matsusako et al,1991) est d'un grand intérét depuis

la découverte que la structure sialyl-LewisX, exprimée a la surface des neutrophiles et monocytes
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humains, est impliquée dans l'interaction de ces cellules myéloides avec les cellules endothéliales
activées des vaisseaux sanguins et ceci par lintermédiaire de la molécule d'adhésion ELAM-1
(Endothelial-Leucocyte Adhesion Molecule) ou E-sélectine (Lowe et al,1990; Phillips et al,1990; Waiz
et al,1990). De plus l'isomére structural du sialyl-LewisX, le sialyl-Lewis3, a ét¢ démontré étre un ligand
pour ELAM-1 (Bergh et al,1991), bien qu'absent des cellules leucocytaires humaines (Ohmari et
al,1989). Les études menées par Takada et al. (1991) et par Iwai et al. (1993) respectivement sur des
lignées tumorales coliques et pancréatiques, ont montré in vitro que ces cellules exprimant fortement le
sialyl-Lewis? se fixaient aux cellules endothéliales.

De toutes ces observations, nous pouvons tirer les enseignements suivants:

= en premier lieu, les taux sériques €levés de sialyl-LewisX et sialyl-Lewis? glycoprotéiques relargués
par les tumeurs pourraient interférer entre les cellules myéloides et les récepteurs ELAM-1, inhibant le
recrutement des leucocytes vers les sites inflammatoires et contribuant ainsi aux conditions
immunodépressives observées chez beaucoup de patients cancéreux;

» deuxiémement, l'expression accrue de ces sucres sialyl-Lewis a la surface des cellules tumorales
augmenterait donc les propriétés métastatiques de ces cellules, qui «détourneraient» ainsi la fonction
originelle défensive de ces molécules d'adhésion.

Aussi, une nouvelle direction dans la thérapie anti-cancéreuse est-clle envisageable, ;:elle conduisant a la
conception de drogues thérapeutiques anti-adhésives tels des oligosaccharides ou .des anticorps
(Hakomori, 1991).

D'ores et déja, l'étude pronostique de l'expression de ces antigenes est entamée. S'il est encore
controversé que l'expression du sialyl-Lewis? affecte le devenir des patients atteints de cancers colo-
rectaux, celle du sialyl-LewisX ne laisse aucun doute. Dés 1989, Hoff et al. avaient déja montré dans les
tumeurs du cdlon, l'augméntation de l'expression du sialyl-LewisX avec l'acquisition du phénotype
malin. Tout récemment, une confirmation a été apportée par Nakomori et al. (1993) qui ont démontré
que le sialyl-LewisX, comme suspecté, est effectivement fortement associ¢ a la malignité puisque 58%
seulement des patients aux tumeurs sialyl-LewisX-positif survivaient au-dela de 5 ans contre plus de

90% des patients aux tumeurs sialyl-LewisX-négatif .
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CARACTERISTIQUES NORMALES ET ONCOFOETALES
DES ANTIGENES EXCLUSIVEMENT ASSOCIES AUX GLYCOLIPIDES

Les globosides

1. Biosynthése des globosides

La biosynthése des antigénes de la série globo (figure 15, page 64) débute par la conversion du
lactosylcéramide en globotriaosylcéramide (Gb3) possédant I'enchainement caractéristique des
globosides: Galal-4Gal (Hakomori et al,1971), et se poursuit par la formation du
globotétraosylcéramide (Gbyg ou globoside). Ce composé est le glycolipide neutre majeur d'une grande
quantité de cellules et tissus humains comme les hématies, le rein, le foie, la rate, les poumons et les
tissus gastrointestinaux. La substitution du résidu PGalNAc du globoside par une N-
Acétylgalactosamine conduit a l'antigéne Forssman (Siddiqui et Hakomori,1971). L'espéce humaine a
toujours été considérée comme Forssman-négative. Des études plus récentes ont montré la présence,
chez 20 a 30% de la population, de petites quantités de glycolipides Forssman dans les tissus
gastrointestinaux et pulmonaires. Cependant, chez la majorité de la population (70 & 80%), ces tissus
n'en expriment pas (Buchbinder,1935). |

Pendant de nombreuses années, aucune autre substitution du globoside n'a été trouvée dans les tissus
humains. Ce n'est que récemment, et tout particuliérement dans les tératocarcinomes (Kannagi et
al,1983), que furent trouvées des substitutions par du Galf31-3, Fucal-2Galp1-3 (globo H), structures
définies par les anticorps SSEA-3 et MBr1 (tableau 20, page 66). En dépit du fait que le globoside soit
un composé¢ majeur dans les membranes érythrocytaires humaines, les globosides exprimant des
déterminants ABH y sont extrémement mineurs (Kannagi et al,1984).

Enfin seulement deux globosides de nature acide ont été mis en évidence a ce jour: l'antigéne SSEA-4
(NeuAca2-3GalpB1-3GalNAcB1-3Gala1-4GalP 1-4Glcpf 1-Cer) dans les tératocarcinomes (Kannagi et
al,1983) et son dérivé a2-6 sialylé isol¢ de la fraction disialogangliosidique mineure d'hématies (Kundu

et al,1983).
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2. Voies oncofoetales (figure 15, page 64 et tableau 20, page 66)

Une grande accumulation de globotriaosylcéramide (Gb3z) a été observée dans les lymphomes de
Burkitt. Un antigéne commun a ces lymphomes appelé BLA (Burkitt's Lymphoma Antigen), défini par
l'anticorps monoclonal de Rat 38.13 (Wiels et al,1981), a ét¢ identifié comme étant du Gb3 (Nudelman
et al,1983). Cet antigéne a €té auparavant identifi¢ comme I'antigéne du rare groupe sanguin pk (Marcus
et al,1981). Les hématies humaines normales contiennent peu de Gb3 (5-10pug/10mg de protéine) alors
que les hématies des sujets de groupe pk en contiennent 5 fois plus. Les cellules de lymphome de Burkitt
contiennent de grandes quantités de Gb3 (200-800pug/10mg de protéine) (Marcus et al,1981).
L'anticorps dirigé contre le Gb3 ne réagissant pas contre les érythrocytes normaux, implique que cette
petite quantité d'antigéne est cryptique. Enfin, il a ét¢ rapporté que le Gb3 etait massivement accumulé
dans les tumeurs testiculaires humaines (Ohyama et al, 1990).

Dans la majorité de la population humaine, 1'antigéne Forssman est absent des poumons et muqueuses
gastrointestinales normales. Cependant, il est détectable dans les cancers gastrointestinaux dérivés de
tissus Forssman-négatif (Hakomori et al,1977). De méme, certains cas de tumeurs pulmonaires
(adénocarcinomes, cancers épidermoides ou a petites cellules) ainsi que le poumon foetal contiennent 50
a 90 fois plus de glycolipide Forssman que les tissus sains correspondants (Yoda et al,1980). Dans la
majorité des cancers du poumon, une activité a3-N-acétylga1aﬁosmﬁinylﬁansférase accrue est observée
(Taniguchi et al,1981) et par conséquent, il n'est pas étonnant que le glycolipide Forssman apparaisse
dans les tissus Forssman-négatif. Cependant, la quantité¢ de glycolipide Forssman dans de nombreux
cancers humains est plutdt faible, et beaucoup d'anticorps anti-Forssman ne réagissent pas avec les
tissus tumoraux, indiquant que l'antigénicité de ces tumeurs est d'une importance mineure.

L'antigéne associé¢ au cancer du sein défini par 'anticorps monoclonal MBrl (Ménard et al,1983) a été
identifi¢ au fucosylgalactosylgloboside ou globo-H (Bremer et al,1984), déja décrit dans les
tératocarcinomes (Kannagi et al,1983) tout comme le galactosylgloboside réagissant fortement avec
l'anticorps monoclonal dirigé contre l'antigéne de développement SSEA-3 (Shevinsky et al, 1982) et
identifié¢ dans des tumeurs du sein (Schrump et al,1988). Les globosides n'ont, cependant, pas été
rapportés comme étant cliniquement utilisables pour le diagnostic ou le monitoring de patients atteints

de cancer.
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tableau 20

globosides associés aux tumeurs

anticorps structure principales localisations tissulaires
38.13 Gb3 - tératocarcinomes (Kannagi et al, 1983)
(Wiels et al,1983) - lymphomes de Burkitt (Nudelman et al, 1983)

- tumeurs testiculaires (Ohyama et al, 1990)

Forssman Forssman - cancers gastrointestinaux (Hakomori et al,1977)
- tumeurs pulmonaires (Yoda et al, 1980)

SSEA-3 galactosyigloboside - tératocarcinomes (Kannagi et al,1983)
(Shevinsky et al,1982)

Hu-J309, Hu-D579 - cancer du sein (Schrump et al, 1988)
{Schrump et al,1988)

SSEA-4 SSEA-4 - tératocarcinomes (Kannagi et al,1983)
MBr1 Globo-H - cancer du sein (Ménard et al,1983)
(Ménard et al, 1983) - tératocarcinomes (Kannagi et al, 1983)

Les Mliosides

1. Biosynthése des gangliosides

voir chapitre consacré a la structure des glycoconjugués, pages 25-26.

2. Yoies oncofoetales

La majorité des antigénes de la série ganglio accumulés dans les cancers humains, et présents en faible
quantité dans les tissus normaux, sont des précurseurs biosynthétiques de gangliosides plus complexes
(figure 16, page 69). Outre un blocage dans la formation des gangliosides précurseurs, il a été démontré
que la synthése de GD) et de GD3 était accrue dans les tissus tumoraux (Cheresh et al,1986).
L'accumulation de précurseurs résulterait donc des deux phénoménes précités. L'analyse de nombreuses
tumeurs a montré que l'expression anormale de gangliosides était particulicrement accrue dans les
cancers d'origine neurectodermique. Néanmoins, ces gangliosides se rencontrent également dans de

nombreuses autres pathologies néoplasiques comme l'indique le tableau 21 (page 67).
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tableau 21

gangliosides associés aux tumeurs

67

anticorps structure principales localisations tissulaires
R24 (Dippold et al,1980) GD3 - mélanome (Portoukalian et al, 1978; Pukel et al,1982;
4.2 (Yeh et al,1982) Nudelman et al,1982)
282, IF4, MG21 (Hellstrom et al, 1985) - neuroblastome (Cheung et al,1989)
DSG-1,-2,-3,-4 (Watarai et al, 1991) - gliome (Fredman, 1989b)
KM871 (Shitara et al, 1993) - leucémie (Siddiqui et ai,1984)
- hépatome (Ye et al,1990)
- médulloblastome (Gottfries et al, 1990)
OFA-l-2 (Cahan et al,1982) GD7 - neuroblastome (Schulz et al, 1984)
Hu-L-72 (Irie et al, 1982) - mélanome (Cahan et al,1982)
126 (Cheresh et al, 1984a) - cancer du poumon a petites cellules (Cheresh et al,1986)
3F8 (Cheung et al, 1985) - ostéosarcome (Heiner et al,1987)
A1-425 (Tai et al, 1988) - gliome (Longee et al,1991)
- rétinoblastome (Portoukalian et al, 1993)
OFA-I-1 (Tai et al,1983) GMa - mélanome (lrie et al,1982; Tai et al,1983)
Hu-L-55 (Irie et al,1982) - hépatome (Higashi et al,1987)
5.3 (Natoli et al, 1986) - gliome (Fredman et al, 1989b)
F12 (Nilsson et al,1986) Fuc-GM1 - cancer du poumon 4 petites cellules (Nilsson et al, 1984)
D1.1(Levine et al,1984) 9-O-acétylGD3 - mélanome (Cheresh et al, 1984b et ¢; Thurin et al, 1985)
ME311(Thurin et al, 1985)
anti-AsGM2 (Young et al,1979) AsGM2 . - maladie de Hodgkin (Kniep et al, 1983)

Les mélanocytes normaux contiennent majoritairement du GM3 (>95%), une fraction mineure de GD3
(<5%) et des traces de GM (Carubia et al, 1984). Lors de la transformation néoplasique, la proportion
GM3:GD3 passe de 19:1 a plus de 1:16 (Tsuchida et al,1987). L'augmentation de ce rapport étant
mversement proportionnel & la durée de survie des malades atteints de mélanome (Ravindranath et
al,1991). De fagon concomitante avec cette accumulation de GD3 (Portoukalian et al,1978; Pukel et
al,1982; Nudelman et al,1982), deux autres gangliosides apparaissent a la surface des mélanocytes
malins. Ce sont le GD (Cahan et al,1982) et le 9-O-acétylGD3 (Cheresh et al,1984b et c; Thurin et
al,1985) qui, parmi tous les tissus normaux et tumoraux humains étudiés, n'a ét€¢ uniquement trouvé que
dans les mélanomes en excédant rarement 10% des acides sialiques totaux (Tsuchida et al,1987).

Contrairement aux cellules de mélanome, dont le profil gangliosidique est trés hétérogene, celles de

neuroblastome expriment fortement du GD7 (Schulz et al,1984). La présence de GD3 étant variable et
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le GM jamais retouvé dans les tumeurs fraiches alors qu'il est exprimé dans les cellules en culture
(Cheung et al, 1989).

Outre les tumeurs d'origine neurectodemﬁqué, des marqueurs gangliosidiques ont été rapportés en
particulier dans le cancer du poumon a petites cellules. Le GD; (Cheresh et al,1986) mais surtout le
fucosyl-GM 1, bien que ne représentant que 20% des gangliosides totaux de ces tumeurs y est présent
dans plus de 90% des cas (Nilsson et al,1984 et 1986). De fagon intéressante, la distribution du fucosyl-
GM; dans les tissus normaux - en dehors du systéme nerveux (Svennerholm et al,1989)- semble tout a
fait restreinte et celui-ci n'est pas exprimé dans le poumon normal (Brezicka et al,1989).

Par ailleurs, l'anticorps F12 développé contre cet antigéne (Nilsson et al,1986) montre une étonnante
capacité a différencier le cancer du poumon a petites cellules des autres tumeurs pulmonaires, et ne
présentant de surcroit aucune réaction croisée avec d'autres antigénes (Brezicka et al,1989). L'anticorps
F12 représente donc un outil de choix pour la tomoscintigraphie pulmonaire ou pour le dosage séﬁque
du Fucosyl-GM relargué par les cellules tumorales (Vangsted et al,1991). Certains gangliosides étant
fortement exprimés sur les cellules tumorales, ceux-ci ont été utilisés comme cibles pour une
immunothérapie passive. Des essais cliniques ainsi menés sur des patients atteints de mélanome ont
montré quelques régressions partielles aprés injection intraveineuse d'anticorps murins anti-GDj
(Houghton et al,1985). D'excellents résulta.ts (16 réponses/ 21 nodules traités, dont 10 régressions
complétes) ont été obtenus par injection intralésionnelle d'anticorps monoclonaux humains L72 anti-
GD, (Irie et Morton,1986), et ce sans effets secondaires. Des tentatives similaires ont été également
conduites sur des patients atteints de neuroblastome avec l'anticorps murin 3F8 anti-GD7 (Cheung et
al,1987). Une voie prometteuse dans ce type de thérapie semble étre l'utilisation d'anticorps chiméres
Souris/Homme parant aux problémes posés par I'utilisation d'anticorps 100% murins ou 100% humains
(Shitara et al,1993). Plusieurs équipes ont cherché a induire une immunisation contre des gangliosides
par une vaccination anti-tumorale. Des patients atteints de mélanome ont été ainsi immunisés avec du
GDj3 purifié dans le but d'induire une immunité active chez ces patients, mais aucun anticorps anti-GD3
n'a été observé (Livingston,1988). Des tentatives plus anciennes d'immunisation utilisant un mélange de
gangliosides associés au mélanome avaient montré une réponse anticorps contre le GD7 et le GM7 mais
pas contre le GD3 (Tai et al,1985) indiquant que le GD3 n'était pas immunogénique chez 'Homme. Par

contre, la présence d'autoanticorps anti-O-acétylGD3 dans le sérum de patients a été démontrée par
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l'utilisation d'une lectine se liant spécifiquement
aux gangliosides O-acétylés (Ravindranath et
al,1985) et bloquant la fixation de ces
autoanticorps sur une lignée cellulaire exprimant
majoritairement du O-acétylGD3 (Ravindranath
et al,1988). De plus, ces mémes auteurs ont
observé que les autoanticorps présentaient une
réaction croisée avec le GD3 (Ravindranath et
al,1989). Le postulat posé par ces auteurs est le
suivant: la O-acétylation rendrait le GDj3
immunogénique chez les patients atteints de
mélanome. En effet, trouvé dans 83% des
biopsies de mélanome (Tsuchida et al,1987), le
O-acétylGD3 est un composé mineur de ces
cellules et il peut étre insuffisant pour provoquer
une forte immunogénicité chez les patients sans
une immunisation délibérée. ;Ainsi, le O-
acétylGD3 induit des anticorps réagissant contre
le GD3, l'immunisation de ces patients peut tre
une approche intéressante pour inhiber la
croissance des cellules tumorales. Une telle
immunothérapie active pouvant étre appliquée

aux autres néoplasies dans lesquelles s'accumule

du GDj3.
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CARACTERISTIQUES NORMALES ET ONCOFOETALES
DES ANTIGENES EXCLUSIVEMENT ASSOCIES AUX GLYCOPROTEINES

Les antigénes T, Tn et sialyl Tn

Dans les glycoprotéines de type mucine, deux processus fondamentaux de formation d'antigénes
tumoraux sont rencontrés (figure 17, page 71):

= une synthése bloquée caractérisée par la présence des déterminants antigéniques Tn (GalNAc-a-
Ser/Thr) et T (GalB1-3GalNAc-a-Ser/Thr), qui sont accumulés dans une trés large proportion
d'adénocarcinomes humains (Springer, 1984);

« une néosynthése représentée par l'expression de l'antigéne sialyl Tn (Kjeldsen et al,1988) ou
l'addition d'un résidu d'acide sialique sur le précurseur Tn clét la glycosylation.

Dans les tissus normaux, ces antigénes de trés courte taille peuvent coexister avec d'autres
oligosaccharides plus élaborés qui les masquent et les protégent d'une réactivité lectinique ou
immunologique. Avec la transformation maligne apparait souvent une glycosylation incompléte
résultant en la synthése d’oligosaccharides a courte chaine. Ceci provoque le démasquage de ces
structures jusqu'alors cryptiques (Hakomori, 1985).

L'antigéne Tn présentant une antigénicité croisée avec le groupe sanguin A, est détectable par de
nombreuses lectines & GalNAc (Helix pomatia, Vicia villosa...) qui agglutinent les érythrocytes de ce
groupe (Dahr et al,1974; Tollefsen et Komnfeld,1983). Des anticorps monoclonaux ont été aussi
développés, en particulier & partir de la lignée cellulaire Lu65 de cancer épidermoide pulmonaire: les
NCC-LU-35 et -81 présentent des réactions croisées avec les antigénes de groupe A (Hirohashi et
al,1985), contrairement au CU-1 qui réagit indépendamment du statut ABH du patient (Takahashi et
al,1988). Les études immunohistochimiques (tableau 22, page 72) menées avec le CU-1 ou Vicia
villosa, ont montré que I'antigéne Tn était fortement exprimé dans 70 a 90% des tumeurs pulmonaires,
gastriques, coliques, mammaires et ovariennes avec des réactivités basses voires nulles avec les tissus
sains correspondants (Takahashi et al,1988; Itzkowitz et al,1989). En outre, sa présence est souvent
associée avec celle du sialyl Tn, sa forme sialylée, qui est abondamment exprimée dans les tumeurs

gastriques, pancréatiques, colorectales et ovariennes. Malgré cette absence de spécificité d'organe, ce
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biosynthése des antigénes T, Tn et sialyl Tn (les structures en caractéres gras sont accumulées dans différents cancers

humains)

déterminant est quand méme trés fortement li¢ a la pathologie cancéreuse, son expression étant tres
restreinte dans les tissus normaux. Il représente un marqueur tumoral d'avenir, en particulier dans ces
adénocarcinomes d'organes producteurs de mucines (pour revue: Yonezawa et al,1992) Des anticorps
monoclonaux: MLS 102 et TKH-2 (Kurosaka et al,1988; Kjeldsen et al,1988) ont ét¢ établis,
respectivement a partir d'une lignée cellulaire du cdlon et de mucines sous-maxillaires ovines (OSM).
Cette derniére procédure est fondée sur la découverte de grandes quantités d'antigénes sialyl Tn dans ces
mucines (Pigman et Gottschalk,1966) et sur I'mhibition spécifique de ces anticorps par le disaccharide
de synthese NeuAca2-6GalNAc-a-Ser: ces deux anticorps présentent une réactivité identique a celle de
l'anticorps B72.3 jusqu'alors utilisé¢ (Thor et al, 1986).

Les études conduites par le groupe de Steven Itzkowitz ont montré que la présence du sialyl Tn dans les
tumeurs colorectales était un facteur associé a un mauvais pronostic. Effectivement, son expression

semble corrélative avec l'acquisition du phénotype malin: il est peu ou pas exprimé dans la muqueuse
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normale, présent dans 50% des polypes prémalins et dans plus de 90% des tumeurs (Itzkowitz et
al,1992); et tous les patients 4 la tumeur antigéne-négatif survivent au-dela de 5 ans contre 73% des
patients antigéne-positif (Itzkowitz et al,1990).

L'association entre l'expression du sialyl Tn et une issue défavorable impliquerait que cet antigéne
puisse jouer un role dans le comportement des cellules tumorales, en interférant avec le systéme
immunitaire. Un élément de réponse a été apporté a cette hypothése par Ogata et al. (1992) qui ont
montré in vitro I'action inhibitrice de fortes concentrations de sialyl Tn sur les cellules tueuses naturelles
(NK). Ces mucines sialylées pourraient-elles ainsi exercer un effet «cytoprotecteur» pour la cellule
tumorale, lui permettant d'échapper a sa détection et sa destruction par le systéme immunitaire.
L'antigéne T (Thomsen-Friedenreich) a été associé au disaccharide GalP 1-3GalNAc-a-Ser/Thr, le core
1 des chaines O-glycanniques de type mucine, lequel est fortement réactif vis a vis de la lectine de
cacahuéte PNA (Lotan et al,1975). L'expression de cet antigéne dans diverses tumeurs a €té montrée par
de nombreuses études histochimiques utilisant la PNA ou divers anticorps (Yuan et al,1986; Itzkowitz

et al,1989).

tableau 22

antigénes glycoprotéiques Tn et siélyl Tn associés aux tumeurs

anticorps structure principales localisations tissulaires

NCC-LU-35 et -81 Tn essentiellement: cblon, poumon, estomac, sein et ovaire
{Hirohashi et al,1985) {Takahashi et al, 1988; Itzkowitz et al,1989)

CU-1

(Takahashi et al, 1988)

MLS 102 sialyl Tn essentiellement; cdlon, pancréas, ovaire et estomac
(Kurosaka et al,1988) (pour revue: Yonezawa st al,1992)

TKH-2

(Kjeldsen et al,1988)

B72.3

{Colcher et al, 1981

Cependant, contrairement aux antigénes Tn et sialyl Tn, la nature d'antigéne associé¢ du T reste
équivoque. En effet, des études immunohistochimiques réalisées avec des anticorps monoclonaux

préparés a partir de disaccharides de synthése Galpf1-3GalNAc d'anoméries a ou 3, ont montré que
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seuls les anticorps dirigés contre le disaccharide B réagissait avec les tissus tumoraux (Longenecker et
al,1987). De plus I'anticorps HH8 dirigé contre la séquence terminale galactosyl-A: Galf1-3GalNAcal-
R réagit peu ou pas avec les tumeurs (Clausen et al,1988). De fait, aucun anticorps monoclonal
spécifique de l'antigéne a-T n'a été développé. Aussi, l'antigéne associé aux tumeurs T serait-il une
structure inconnue incluant la séquence Galf1-3GalNAcB1-R ? (Hakomori,1989).

Enfin, les antigénes T et Tn semblent prometteurs en ce qui concerne I'immunothérapie active. Il a été en
effet récemment rapporté que ces antigénes pouvaient induire une réponse immune, en particulier de
type cellulaire, contre l'adénocarcinome mammaire murin TA3-Ha chez des Souris respectivement
immunisées avec un hapténe T synthétique et de 1'asialo-OSM riche en épitopes Tn (Fung et al,1990;

Singhal et al, 1991).

Changements associés 3 la malignite,
rencontrés dans les N-glycannes

Dans les N-glycannes, la transformation maligne s'accompagne communément d'un «shift» vers la
synthése et I'expression de structures de plus grande taille (Warren et al,1978). Celles~ci sont
généralement plus branchées et ceci particulicrement grace a l'action d'une [P6-N-
Acétylglucosaminyltransférase (B6-GIcNAc-TFase V) qui contrdle l'addition d'une unit¢ N-
Acétyllactosaminique sur le résidu a1-6Man du core trimannosyl-di-N-Acétylchitobiose (Yamashita et
al,1985). Cet accroissement dans la taille des N-glycannes avait été attribué a une hypersialylation
(Warren et al,1972); mais puisque de nombreuses antennes peuvent étre sialylées, c'est plutdt la
pluriantennarisation qui contribue a I'enrichissement du contenu sialylé associé a la tumorisation. C'est
la lectine L-PHA ou leucoagglutinine qui va permettre la détection des N-glycannes de type complexe
porteurs de I'antenne B1-6. La séquence reconnue par cette lectine est indiquée sur la structure ci-apres
(Hammerstrom et al, 1982):
Gal p1-4 GIcNAcp1-6\

Gal p1-4 GlcNAcp1-2 Man a1-6\
Man B1-4 GlcNAc B1-4 GlcNAc

Gal B1-4 GlcNAc B1-2 Man a1-3
/

Gal B1-4 GlcNAc B1-4
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La substitution du galactose terminal par de l'acide sialique lié en o2-3 ou par une unité N-
Acétyllactosaminique n'inhibe pas la fixation de L-PHA (Cummings et Kornfeld,1982). Par contre cette
reconnaissance est réduite par l'addition de résidus a.2-6 sialylés ou de fucose respectivement liés aux
résidus galactose et N-Acétylglucosamine de l'antenne B1-6; et elle est complétement abolie si cette
substitution se présente sur l'antenne §1-2 (Bierhuizen et al,1988).

«These observations ... suggest that acquisition of the L-PHA-binding oligosaccharides are not
required for tumor formation but are associated with increased metastatic potential»

Telle était la conclusion d'un article dans lequel James Dennis démontrait qu'il existait une relation
directe entre l'expression de l'antenne P1-6 et l'augmentation du potentiel métastatique dans trois
systéemes tumoraux murins qu'il avait étudié (Dennis et al, 1987).

Chez I'Homme, une expression accrue de glycannes tri- et tétra-antennés avait déja été corrélée avec le
degré de transformation et l'invasivité de lignées cellulaires uroépithéliales (Debray et al,1986). Et trés
récemment, des études histochimiques ont montré que les cancers du cdlon et du sein présentaient une
expression accrue d'oligosaccharides réactifs a L-PHA et associée a la progression tumorale, et méme
au potentiel métastatique pour les tumeurs du colon (Fernandes et al,1991).

Ainsi, une corrélation existerait-clle entre l'augmentation de l'activité P6-GlcNAc-TFase V et
l'accentuation du phénotype malin pouvant se traduire par l'expression de séquences oligosaccharidiques
associées aux tumeurs comme le sont les structures LewisX, LewisY et sialyl-LewisX étendues (figure
18, page 75). De fait, il a été clairement démontré que les chaines de type 2 sont préférenticllement
présentes sur les structures N-glycanniques les plus branchées, c'est a dire celles possédant une antenne
B1-6. C'est ainsi que l'augmentation du branchement - notamment en B1-6 - des glycannes de cellules
BHK transformées, est associée a celle du contenu N-Acétyllactosaminique (Pierce et Arango,1986).
Inversement, la perte de l'activité P6-GIcNAc-TFase V est concomittante a celle du contenu N-
Acétyllactosaminique (Cummings et Kornfeld,1984). Par ailleurs, Van Den Eijnden et al. (1988) ont
montré que la B3-N-Acétylglucosaminyltransférase (i) de cellules tumorales de Novikoff substituait
préférentiellement le site de fixation de L-PHA.

Puisque les antigénes étendus de type 2 cancer-spécifiques apparaissent étre présents abondamment
sous forme glycoprotéique dans le sérum (Singhal et al,1990), un screening associant les anticorps

monoclonaux dirigés contre les épitopes et la lectine L-PHA (indépendante de l'expression de ces
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épitopes) pourrait se révéler utile dans une optique diagnostique, en particulier la détermination du stade

de la maladie.
6 6
3 ¢Fue L] 3
\ Man 5 dit de"maturation”
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figure 18
biosynthéses normale et tumorale des N-glycannes de type complexe (d'aprés Dennis et al,1992)

changements moléculaires des antigénes glucidiques associés au cancer



76

CONCLUSION

Dans les tumeurs expérimentales et humaines, la glycosylation aberrante est le phénoméne le plus
communément associ¢ avec la transformation maligne.

Les antigénes glucidiques, résultant d'une synthése incompléte ou d'une néosynthése, sont accumulés en
forte densité, vraisemblablement dans un conformation nouvelle, a la surface des cellules tumorales.

Les antigénes dont la structure épitopique est clairement identifiée ont été discutés selon la classification
conventionnelle: séries lacto, néolacto, globo et ganglio.

Les grands axes de cette glycosylation anormale sont énumérés dans le tableau 23 ci-aprés.

tableau 23
directions de la glycosyiation abemrante

1/ changements dans la série lacto de type 1
&4 synthése accrue de 2-3 sialyl-type1, 2-3 sialyl-Lewis?, disialyl-Lewis?, Lewis?, LewisP.
&1 élongation des chaines: dimére Le?, Le¥LeP, LedLeX,
2/ changements dans la série lacto de type 2
=1 néosynthese de glycolipides a épitope NeuAco2-6Galf 1-4GicNAc.
1 élongation des chaines: nlLc4, nl.cg, nLeg...
=1 fucosylation et sialylation des chaines linéaires: LeX, LeY, dimére LeX, timére LeX, sialyl LeX, sialyl LeX,
trifucosyl LeY...
3/ changements dans la série ganglio
o accumulation de GD3, GD2, GMp, 9-0-Acétyl-GD3 st Fucosyl-GM1.
4/ changements dans la série globo
¢ accumulation de Gb3.
&1 néosyntheése des structures étendues; SSEA-3, Globo-H
S/ changements dans les mucines
&1 accumulation de Tn.
=1 néosynthese: sialyl Tn
€/ changements dans les N-glycannes

= antennarisation en $1-6
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De nombreux anticorps monoclonaux reconnaissant les antigénes glucidiques associ€és aux cancers et
leur organisation a la surface cellulaire, ont été développés.
Ces épitopes glycanniques et les anticorps spécifiques de ces structures sont exploités pour le

développement de nouveaux outils diagnostiques et de nouvelles stratégies thérapeutiques.
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Dans ce chapitre, nous présenterons nos travaux personnels réalisés sur les différentes classes de
glycoconjugués présents dans le méconium.

Les directions générales de ce fractionnement sont présentées dans la figure 19 ci-aprés.

W%qu

centrifugation

/\

surnageant culot

chromatographie d'adsorption
sur charbon-célite

chromatographie d'échange — W

de cations
‘ ; z P

xtraction lipidique

—— glycossparagines

figure 19

directions générales du fractionnement des ccstituants glucidiques du méconium
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LES GLYCOPROTEINES

L'objectif de notre travail a consisté en la mise au point d'une technique originale de libération des
chaines O-glycanniques des glycoprotéines du méconium permettant la synthése ultérieure de
néoglycoconjugués destinés a la fabrication d'anticorps «anti-sucres». Le schéma de fractionnement de
ces O-glycosylprotéines est présenté dans la figure 20 ci-dessous.

Les résultats obtenus pour les oligosaccharides neutres sont rassemblés dans l'article soumis a
publication présenté dans les pages suivantes. Quant au matéricl de nature acide, celui-ci est

actuellement en cours d'étude (résultats non montrés).

mécanivm ¢ salutian Aqucnse

centrifugation
surnageant

culot
I
extraction lipidique

" styestipides

maténiel fl,a!f-&oli«'.q we
B-Elimination non réductive
(0.06M, 24h,37°C)

précipitation éthanolique

l—~ culot protéique

chrom atographies d'échange d'ions
. -échange de cations: AG 50x2
- échange d'anions: AG 1x2

ol&fo;&ao‘mﬁlte 7% 7 )

I

wealres acides
chrom atographie d'adsorption aprés élution de I'AG 1x2 par un gradient
sur charbon-célite ‘ discontinu d’acélate de pyridine
chrom atographie de partage chrom atographie de
sur papier gel-filtration sur Bio-GelP4
aprés élution par un gradient discontinu on |
éthanol

chrom atographie liquide haute
performance

chrom atographie liquide haute - phase normale
performance {tampon phosphats)
- phase reverse I

dessalage sur Bio-Gel P2 ou
Fractogel TSK-HW 40

figure 20

schéma de fractionnement des glycoprotéines de type O-glycanniques du méconium
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STRUCTURAL CHARACTERIZATION OF OLIGOSACCHARIDES RELEASED BY NON-
REDUCTIVE B-ELIMINATION OF NEW-BORN MECONIUM MUCINS
Alternative method for the large-scale preparation of oligosaccharides antigens useful for the

synthesis of neoglycoconjugates.
Olivier Cuvillier, Jean-Michel Wieruszeski, Jean-Claude Michalski and Gérard Strecker.

Laboratoire de Chimie Biologique, UMR 111 CNRS, Université des Sciences et Technologies de Lille,
F-59655 Villeneuve d'Ascq cedex, France.

Tel : (33) 20.43.41.46

Fax : (33) 20.43.65.55

Key words: new-born meconium, mucins, non-reductive B-Elimination, oligosaccharides, 400 MHz -
IH-NMR.

Abbreviations: HPLC, high-performance liquid chromatography; TLC, thin-layer chromatography;
NMR, nuclear magnetic resonance; COSY, correlated spectroscopy; 2D, two-dimensional; GalNAc, N-
acetyl-D-galactosamine; Gal, D-galactose; GlcNAc, N-acetyl-D-glucosamine; Fuc, L-fucose; ManNAc,

N-acetyl-D-mannosamine; AIINAc, N-acetyl-D-allosamine; TaINAc, N-acetyl-D-tallosamine.

ABSTRACT

Oligosaccharides were released from human meconium glycoproteins by non-reductive alkaline
treatment, and furtherly separated by a combination of conventional chromatographic methods such as
charcoal, ion-exchange, paper chromatography and high-performance liquid chromatography. The
structures of the 19 major neutral components ranging from di- to pentasaccharides has been established
by 400 MHz IH-NMR. All the oligosaccharides possess linear structures and differ by their terminal-
reducing monosaccharides. Oligosaccharides terminated with Gal or GIcNAc result from peeling
reactions on branched structures which normally occur in new-born meconium mucins.
Oligosaccharides terminated with TaINAc result from epimerization of the GalNAc residue in the

alkaline medium. Other compounds with AIINAc and ManNAc in terminal reducing position result from
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epimerization of terminal GIcNAc residue formed after peeling. Four of these oligosaccharides are
described for the first time in human meconium mucins: GlcNAc(al-4)Gal(B1-3)GalNAc, Gal(B1-
4)GIcNAc(B1-6)GalNAc, Gal(B1-4)[Fuc(al-3)]GlcNAc(B1-6)GalNAc and GalNAc(al-3)[Fuc(al-
2)]Gal(B1-4)GIcNAc(B1-3)GalNAc. Moreover, most of the oligosaccharides bear blood group antigenic
determinants such as H, A, Le2 or LeX, and may be employed for the synthesis of neoglycoconjugates

(e.g neoglycolipids) using the reductive amination procedure.

INTRODUCTION

Human meconium present in the gastrointestinal tract of the neonate is mainly composed of extruded
epithelial cells accumulated during the fetal development. The main components are constituted of
mucin types glycoproteins possessing an array of O-linked oligosaccharides which expres;
differenciation or blood-group antigens recognized by monoclonal antibodies (Gooi et al.,1981; Gooi et
al.,1982; Gooi et al.,1983; Feizi et al.,1985). In this respect, new-born meconium represents an easily
accessible source for the large-scale preparation of such antigens which may be used for the synthesis of
neoglycoconjugates (neoglycoproteins or neoglycolipids). These probes may be used as reference
compounds in a number of biological studies which leads to explore the biological roles of
carbohydrates (Feizi,1988). Generally, the O-linked carbohydrate chains of "mucin-type" glycoproteins
are released by an alkali-catalyzed B-Elimination reaction in presence of reductive agent such as sodium
borohydride, which avoid further degradation of oligosaccharides in the alkali-medium (Iyer &
Carlson, 1971). |

This last point constitutes a limitation for the further utilization of the released oligosaccharide-alditols
in the synthesis of neoglycoconjugates by the widely used reductive-amination procedure (Gray,1978).
In our effort to develop large-scale preparation methods of oligosaccharides of biological interest, we
utilized a B-Elimination procedure without reductive agent. We report here the separation protocols and
elucidation of ti.z structure of the major neutral oligosaccharides released from the meconium mucin-

type glycoproteins after alkaline treatment. Special emphasis is placed on the nature of the terminal

reducing monosaccharides.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials.

Activated charcoal was from Sigma ; Whatman n°3 paper was from Whatman ; AG1x2 (200-400 mesh,
CH3COO" form) and AG50x2 (200-400 mesh, H* form) ion-exchange resins and Bio-Gel P2 (200400
mesh) were from Bio-Rad . Deuterium oxide 99.96 atom %, 4-hexadecylaniline and sodium

cyanoborohydride were from Aldrich..

Preparation of new-born meconium glycoproteins.

Meconium samples (2 kg) were collected from one-day-old human neonates and pooled independently of
blood group status. Free oligosaccharides were removed by homogenisation of meconium in water
followed by centrifugation at 3000 rpm for 30 min, as previously described (Herlant-Peers' et al\.',1981).
The insoluble material containing proteins was then submitted to lipidic extraction with chloroform /
methanol / water (5:10:3, by vol.) (Svennerholm & Fredman, 1980). After centrifugation (2000 rpm, 10

min), the delipidated protein pellet is resuspended in 3 volumes of distilled water and lyophilized.

Release of oligosaccharides from meconium by non-reductive alkaline degradation.

The protein pellet was treated by sodium hydroxide 0.05 M for 24 h at 37°C to release the
oligosaccharides. The reaction was stopped by acidification with acetic acid until pH 7.5. The insoluble
material was then precipitated by the addition of ethanol (50 %, v/v). After centrifugation (4000 rpm,

30 min), the supernatant was evaporated to dryness and the residue dissolved in water.

- Fractionation of oligosacharides.
The resulting heterogeneous population of oligosaccharides was applied to two combined columns (3 x
30 cm) of AG 50 x 2 (200-400 mesh, hydrogen form) and AG 1 x 2 (200-400 mesh, acetate form). The
columns ‘vere rinsed with two liters of water. The eluted fraction constituted by neutral oligosaccharides
was submitted to adsorption chromatography on activated charcoal-celite column (40 x 6 cm). The
column was washed with distilled water and adsorbed material stepwise eluted with ethanol of increased
concentration (4 to 20 %). Further separation of the oligosaccharides was carried out by descending

paper chromatography on Whatman n°3 paper using a solvent system of ethyl acetate / pyridine / acetic
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acid / Water (5:5:1:3, by vol.), performed during 18 hours. Carbohydrates were stained with aniline

oxalate reagent (Partridge,1950).

HPLC separation of neutral oligosaccharides on octadecylisilyl bonded silica.
Each fraction obtained by preparative paper chromatography was further subfractionated by reverse
phase HPLC using a Lichrosorb RP 18 column (250 x 10 mm, particle size 7 uym, Merck). Distilled

water was used as eluent at a flow rate of 1 ml /min. Detection was by UV absorbance at 206 nm.

NMR spectroscopy

The 400 MHz |H-NMR experiments were performed on a Bruker AM-400 WB spectrometer equipped
with a 5 mm 1H/13C mixed probehead, operating in the pulse Fourier transform mode and controlled by
an Aspect 3000 computer. Each oligosaccharide was dissolved in 0.45 ml DO after three exchanges
with D>0 (99.96 % atom 2H) and intermediate lyophilisations. The products were analyzed at 300 K
with a spectral width of 3000 Hz for 16 K frequency domain points and time domain data points giving
a final digital resolution of 0.365 Hz / point. The 2D homonuclear COSY experiments were performed
using the standard Bruker pulse program COSY. Chemical shifts (3) are expressed in parts per million
(ppm) downfield from internal sodium 4,4-dimethyl-4-silapentane-1-sulfonate but were actually

measured by reference to internal acetone (6 = 2.225 ppm in 2H20 at 27°C) with an accuracy of 0.002

Synthesis of neoglycolipids

Oligosaccharides were condensed to 4-hexadecylaniline by the reductive amination procedure as
previously described (Ramphal et al.,1991). Briefly, 100 mg 4-hexadecylaniline was added to 500 pL of
a solution containing 35 mg cyanoborohydride, 3.5 ml methanol and 400 pl acetic acid. The solution
was heated and 1 mg of oligosaccharide solubilized in 20 ul of water was added. After 90 min at 80°C,
the solution was cooled, mixed with 2 ml of chloroform and water (1:1, by vol.) and centrifuged. The
lower phase was discarded. The upper phase was washed again with chloroform (1 ml), dried, dissolved

in methanol (2 ml) and centrifuged. The pellet containing uncoupled oligosaccharide was discarded.
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RESULTS

Isolation and purification of oligosaccharides released from human meconium mucins by non-
reductive S-Elimination.

Oligosaccharides were released from the mucins by alkaline treatment (NaOH 0.05 M, 37°C, 24 h).
After anion-exchange on AG resin, a neutral fraction was obtained corresponding to 40 % of the initial
mucin carbohydrate content. As a first separation step this oligosaccharide mixture was submitted to
charcoal adsorption chromatography. Oligosaccharides were desorbed from the column by stepwise
clution with ethanol. Each "charcoal fraction" was analyzed by paper-chromatography. 13 fractions
listed from A to M (Figure 1) were further obtained by preparative paper chromatography. Each
"paper" oligosaccharidic fraction was further subfractionated by reverse-phase HPLC on C;g column
(Figure 2).

Generally, each fraction obtained by paper-chromatography subdivises in several peaks by C;g HPLC.
Since some overlapping was observed between fractions obtained by paper chromatography, structural
analysis was undergone only on the major compound obtained for each fraction after reverse-phase

HPLC.

Structure determination of neutral oligosaccharides

The primary structures of the oligosaccharides obtained by non-reductive B-Elimination of human new-
born meconium glycoproteins, lisfed in Table 1, were established essentially by 400 MHz IH-NMR
spectroscopy.

Oligosaccharide A.

The two anomeric protons observed at 6 = 5.241 and 4.702 ppm were assigned to a-TalNAc and a-Gal
respectively, according to the pattern of their coupling constants J3 3; J3 4 and J4 5 (Figure 3). The
anomeric proton of B-TaNAc was found at 8 = 5.058 ppm. The 13C-NMR data were obtained on the
heteronuclear COSY spectrum, which exhibits an unusual downfield value for Gal C-2, at § = 79.27
ppm (Table 2). The downfield shifted C-3 atom resonance of a-TalNAc agree the following sequence
proposed for oligosaccharide A : Gal(B1-3)TalNAc.
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Figure 1. Paper chromatography of neutral oligosaccharides eluted from a charcoal-celite column by a

discontinuous gradient of ethanol.

time of migration: 18 hours.
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Figure 2. HPLC elution profiles of paper fractions F and H on LiChrosorb RP 18 column (250x10mm,

particle size 7 um, Merck).
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Table 1. Structures of the oligosaccharides released by non-reductive B-Elimination from human

meconium mucins.
Gal(B1-3)TalNAc
Gal(B1-4)AlINAc
Fuc(a1-2)Gal
Gal(B1-4)GicNAc
Gal(B1-4)ManNAc
‘GleNAc(al1-4)Gal(B1-4)ManNAc
GlcNAc(al-4)Gal(B1-3)GalNAc
Fuc(a1-2)Gal(B1-4)GIcNAc
Gal(B1-4)ManNAc
. Fuc(a1-3/)
Gal(B1-4)GIcNAc(B1-3)Gal
Fuc(al -3)/
GalNAc(a1-3)Gal(B1-4)ManNAc
Fuc(d 1 -2)/
Gal(B14)GIcNAc(B1-6)GalNAc
GalNAc(a1-3)Gal(B1-4)GIcNAc
Fuc(al -2)/
Gal(B1-4)GlcNAc(B1-6)GalNAc

/
Fuc(al-3)

GalNAc(a1-3)Gal(B1-4)GlcNAc(B1-3)GalNAc
/

Fuc(al-2)

Gal(P1-4)GIcNAc(p1-3)Gal(B1-3) TalNAc
/

Fuc(al-3)

F1

F2
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Table 1 continued
Gal(B1-3)GIcNAc(B1-3)Gal(B1-3)TalNAc
Fuc(a1-4)/
Gal(B1-4)GlcNAc(B1-3)Gal(B1-4)GlcNAc
Fuc(al-3)/
»Gal(Bl-3)/GlcNAc([31-3)Ga1([31-4)GlcNAc

Fuc(a1-4)
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Oligosaccharide B.

The structure of oligosaccharide B was established by NMR spectrometry (Figure 4), which
also allowed to establish the nature of the monosaccharide units. The doublets at & = 5.184 and 4.899
ppm were assigned to the anomeric proton of the a and B anomers, respectively, of N-acetylallosamine,
according to the vicinal coupling constant pattern J1 5 J3 3; J3 4 and J4 5 which were defined using
successive COSY, relayed and double relayed COSY spectra. The C-2 resonance, observed at & =
53.81 ppm, indicated the sugar to be N-acetylated at the C-2 proton.The two anomeric protons at 8 =
4.730 and 4.711 ppm were identified to those of a B-galactose unit, according to the J-connectivity data
(table 2).

Fraction C.

The fraction C is a mixture of several disaccharides which were identified on the basis of the
characterization of the H-1 atom resonances. The disaccharide Gal(1-4)GlcNAc constitutes the major
compound of the mixture, as it can be clearly deduced from the occurrence of GIcNAc H-1a and B atom
resonance at 6 = 5.207 and 4.727 ppm, and Gal H-1a and B at 8 = 4.478 and 4.474 ppm (Van Halbeek
et al.,1983). A second isomer can be identified as Gal(B1-4)ManNAc, on the basis of the anomeric
protons observed at 6 = 5.139 (ManNAca) and 5.037 ppm (ManNAcP). The anomeric proton of Gal(p

1-4) linked to ManNAc resonate at = 4.460 (o) and 4.444 ppm (BB). The third compound contains

a1-2-linked Fuc (8 H-1 = 5.379 ppm, & H-5 = 4.216 ppm, § CH3 = 1.212 ppm) and Gal (5 H-1
5.065(c) and 4.654 ppm (B). NMR data for the three oligosaccharides are reported in table 3.

Oligosaccharide D.

Oligosaccharide D (Figure 5;Table 4) is a trisaccharide containing equal amounts of Gal (§ H-1
4.523 ppm (o), 4.506 ppm (BB), ManNAc (3 H-1 = 5.144 ppm (at), 5.044 ppm () and GlcNAc (5 H-
1 = 4.862 ppm (a)). The sequence GlcNAc(a1-4)Gal-p can be deduced from the significant H-4 atom
resonance of Gal, identical to that observed in oligosaccharide E1 (see below). When compared with the
data obtained for compound G, chemical shifts relative to ManNAc H-1, H-2 and H-3 point to a B-
substitution. Therefore, the structure of oligosaccharide D was established to be : GlcNAc(a1-4)Gal(p

1-4)ManNAc.
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Oligosaccharide Eq.
The 2D COSY spectrum of oligosaccharide E| (Figure 6) shows the presence of two anomeric protons
having the characteristic coupling constants of a-anomers. By measuring the J3 3; J3 4 and J4 5 vicinal
coupling constants, and according to the downfield shift of their H-2 resonances, the corresponding
monosaccharide units were identified to a.-GalNAc (8 H-1 = 5.210 ppm) and a-GlcNAc (8 H-1 = 4.871
ppm). The two doublets at 8 = 4.540 and 8 = 4.533 ppm correspond to the anomeric protons of the
same B-Gal unit attached to « and B terminal reducing sugar. The 1H and 13¢ cosy spectrum
indicates the 13C-3 atom resonance of GaINAc and 13C-4 atom resonance of Gal to be deschielded at &
= 73.25 and 77.90 ppm, respectively, whereas the 13C atom resonance of GIcNAc are characteristic of
a terminal non-reducing carbohydrate unit (Table 2). These results are indicative of the sequence
GlcNAc(ac1-4)Gal(B1-3)GalNAc.
Oligosaccharide Ej.
The 1D NMR spectrum of oligosaccharide E- shows the anomeric protons of the a-anomer (8 = 4.716
ppm) of terminal reducing N-acetylglucosamine. Two others H-1 atom resonance can be assigned to
Fuc at 8 = 5.313 ppm (a); 5.307 (8) and to Gal at 8 H-1 = 4.546 ppm (t); 5 H-1 = 4.541 ppm (B).
The set of CH3 and H-5 resonances of the Fuc residue is characteristic of an a-1,2-linked sugar unit
(Table 5). On the basis of these observations, oligosaccharide E; was identified as Fuc(c1-2)Gal(B1-
#)GIcNA. | |
Oligosaccharide F4.
The oligosaccharide F exhibits anomeric proton resonances at 8§ = 5.195 () and 5.020 (B) ppm which
are characteristic of the ManNAc sugar unit when compared with authentic ManNAc standard (Figure
5). The other H-1 resonances were attributed to Fuc (4.969; 5.004 ppm) and Gal (4.466; 4.454 ppm).
The H-5 atom of the a-1,3-linked fucose is upfield shiftes at & = 4.582 ppm (Table 4), in regard with
reference LeX determinant (5 H-5 = 4.8 ppm). The structure of oligosaccharide F| was defined to Gal(B
1-4)[Fuc(a1-3)]ManNAc.
Oligosaccharide Fj.
Oligosaccharide Fy contains 2 Gal, 1 Fuc and 1 GlcNAc residues. The set of H-1, H-5 and H-6 atom
resonances observed at 5.100, 4.835 and 1.179 ppm is &mracteristic of an «-1,3-linked Fuc residue

(LeX determinant). The terminal reducing Gal residue (6§ H-1 =5.110 (& anomer), § H-1 = 4.456 ppm(j3
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anomer) possess an H-4 resonance deshielded at 4.151 (o) and 4.169 ppm (B), and is consequently O-3
substituted (Table 6). According to these obscrvations the oligosaccharide F was established to be :
Gal(B1-4)[Fuc(a1-3)]GlcNAc(B1-3)Gal.

Oligosaccharide G.

Oligosaccharide G is composed of 1 Fuc, 1 Gal, 1 GalNAc and 1 ManNAc units, according to the
examination of its 2D COSY spectrum. ManNAc was identified by comparison with the 1D-NMR
spectrum of pure ManNAc, which exhibits two identical J 1,2 vicinal coupling constants for o and B-
anomers. Moreover, the pattern of the vicinal coupling constants, particularly J3 4 and J4 5, confirms
the identification of the reducing carbohydrate unit as ManNAc. The NMR parameters found for the a-
Fuc and a-GalNAc, togeth\er with the deshielded chemical shift of B-Gal residue are characteristic of
the blood-group A determinant (Strecker et al.,1989). The H-4 resonance of the a-ManNAc is
downfield shifted to 3.946 ppm, that is indicative of a C-4 substitution (Table 7). On the basis of these
results, the structure of oligosaccharide G was established to be : GalNAc(al-3)[Fuc(al-2)]Gal(B1-
4)ManNAc.

Oligosaccharide H.

Oligosaccharide H (Table 2) contains 1 Gal, 1 GlcNAc and 1 GalNAc unit, as inferred by the
examination of its 2D COSY spectrum (Figure 7). GalNAc occurs in terminal reducing position, as
shown by the doubling of its émomeric proton at § H-1 = 5.206 ppm (a-anomer) and & H-1 = 4.616
ppm(B-anomer). The H-2, H-3 and H-3 atom resonances of Gal possess the typical chemical shifts of a
terminal non reducing Gal unit, whereas the downfield value observed for GicNAc H-4 resonance
confirms its C-4 substitution. The respective downfield and upshift effects affecting at H-6 and H-6'
atom resonances of the GalNAc unit is an indication of its substitution at C-6 by N-acetylglucosamine.
According to these observations, the oligosaccharide H was identified as : Gal(B1-4)GlcNAc(B1-
6)GalNAc. |
Oligosaccharide I.

The 2D-COSY spectrum of oligosaccharide I shows the presence of a-GalNAc; a,B-GIcNAc; B-Gal
and a-Fuc in the ratio 1:1:1:1 (Figure 8). The H-1 resonances of a-Fuc and B-Gal are doubled by the
anomeric effect due to the a and 8 forms of reducir:g GlIcNAc. The NMR data (Table 8) relative to Fuc,

GalNAc and Gal clearly indicate the presence of blood-group A determinant (Strecker et al.,1989),
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whereas the deshielded H-4 resonance B-GIcNAc is significant of an C-4 substitution of this sugar unit.
Consequently, the structure of oligosaccharide I was established to be: GaINAc(a1-3)[Fuc(c1-2)]Gal(
1-4)GIcNAc.

Oligosaccharide J.

The NMR spectrum of compound J (Figure 9;Table 6) shows the characteristic features of a Lewis X
determinant containing oligosaccharide, as indicated by the chemical shift of the Fuc structural-reporter
groups. GalNAc occurs at terminal reducing position (6 H-1(a) = 5.207 ppm, 8 H-2(a) = 4.177 ppm),
and the downfield shift observed for its H-5 resonance ( 8 H-5 = 4.172 ppm) is significant of an C-6
substitution. Therefore, the structure of the oligosaccharide J was established to be the following
tetrasaccharide: Gal\(B 1-4)[Fuc(a.1-3)]GlcNAc(B1-6)GalNAc.

- Oligosaccharide K.

The oligosaccharide K (Figure 9) possess a GalNAc at the reducing end, as showed by the H-1
resonances observed at 8 = 5.204 ppm (a-anomer) and 8 = 4.700 ppm (-anomer) and already defined
for compound E1. The set of H-1, H-5 and H-6 resonance of Fuc as well as the H-1 and H-4 resonance
of Gal III and GalNAc IV is characteristic of blood-group A trisaccharide determinants. The GlcNAc
residue (8 H-1 = 4.449 ppm (B), 4.445 ppm (), 8 NAc = 2.059 ppm) is attached at the C-3 position of
GalNAc, according to the downfield shifted value observed for the H4 atom resonance of the terminal
reducing GalNAc residﬁe (Table 6). According to these observations, the oligosaccharide K was defined
to be GalNAc(a1-3)[Fuc(a1-2)]Gal(B1-4)GIcNAc(B1-3)GalNAc.

Oligosaccharide L1.

The anomeric protons observed at § = 5.231 (a) and 5.056 (B) ppm present the same coupling
constants (Figure 10) than those observed for the TalNAc residue in compound A. Two Gal residues (6
H-1 = 4704 and 4.461 ppm) are present in the molecule, one of which being substituted at the C-3
position, as indicated by the downfield shift of its H-4 resonance (6 H-4 = 4.169 ppm). The set of the H-
1, H-5 and H-6 atom resonance of Fuc are characteristic of an a-1,3 linked fucose residue (Table 9).
Based upon these observations, the oligosaccharide L; was described as: Gal(B1-4)[Fuc(al-
3)]GIcNAc(B1-3)Gal(B1-3)TalNAc. ‘
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Oligosaccharide L.

The NMR spectrum of oligosaccharide Ly (Figure 10) is very similar to that of oligosaccharide L1,
with slight differences concerning the set of H-1, H-5 and H-6 atom resonances of fucose residue, which
is typical of a-1,4 linked fucose residue, and the H-1 atom resonance of Gal IV (Table 9).
Consequently, its structure was defined to be: Gal(B1-3)[Fuc(a1-4)]GIcNAc(B1-3)Gal(B1-3)TalNAc.
Fraction M.

The 2D-COSY spectrum of oligosaccharides M} and M, indicates the presence of B-Gal, B-GlcNAc
and a-Fuc. The set of Gal H-2, H-3 and H-4 atom resonances shows three type of Gal units engaged in
three types of sequences. The two anomeric protons of a-Fuc, at § = 5.128 and 5.026 ppm,
respectively,\ and characteristic of a-1,3 and a-1,4-linked fucoses (LeX and Le? determinants).
Considering that the integration of the Gal H-1 resonances gives two signals in the ratio 1:3, and the
fact that the H-4 signal at 8 = 4.156 ppm possess the intensity of two protons, the fraction M can be
considered as the mixture of two oligosaccharides with the same reducing terminal Galf31-4GlcNAc
unit, and differing from the non reducing terminal trisaccharide which display LeX or Le? activity. The
Gal II residue is C-3 substituted, as confirmed by the downfield shifted value of the H-4 resonance
(Table 10). According to theses observations, we concluded that the fraction M contains the two
following oligosaccharides: M| = Gal(B1-4)[Fuc(a1-3)]GlcNAc(B1-3)Gal(B1-4)GIcNAc and Mp =
Gal(B 1-3)[Fuc(d 1-4)]GlcNAc(B1-3)Gal(B 1-4)GlcNAc.

Synthesis of neoglycolipids

In order to confirm that the described B-Elimination procedure produces oligosaccharides which may be
directly employed in the synthesis of neoglycoconjugates such as neoglycolipids, oligosaccharides were
condensed to alkylaniline derivates by the reductive-amination method and were analysed by TLC.
Since the antigenic epitopes beared by the oligosaccharides are not engaged in the linkage with the lipid,
the synthetized neoglycolipids may be used for different immunoassays su.h as antibodies or lectin
binding. Figure 11 illustrates the TLC profiles obtained for compound C, demonstrating the

heterogeneity of the fraction.
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Figure 11. Thin layer chromatography of neoglycolipids formed from oligosaccharides C. \\x\

Solvent system was: chloroforme/methanol/water (130/50/9, by vol.).
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DISCUSSION

O-linked glycans are classically released from mucins by reductive alkaline treatment according to the
figure 12. In non reducing conditions, the carbohydrate chain may be partially modified leading to the
formation of Kuhn's chromogens. Moreover, oligosaccharides released during the non-reductive B-
Elimination differ in their reducing terminal monosaccharides. GaINAc which normally constitutes the
terminal reducing sugar may be replaced respectively by TalNAc, AlINAc, ManNAc , Gal or GlcNAc.
These different monosaccharides originate either from epimerization or peeling reactions according to
the figure 13. In all cases the terminal monosaccharide which may be directly conjugate to the NHy
group of protein or lipid carriers for "neoglycoconjugates” synthesis. In regard of their structures it
should be mentionned that most of oligosaccharides released from meconium means express antigenic
epitopes. Some of them are related to classical blood group substances such as the A (oligosaccharides
G, I and K), H (oligosaccharides C| and E9) or Lewis? (oligosaccharides L7 and M) antigens. The
most qualitatively abundant antigen appears to be the Lewis* (SSEA-1) determinant (Solter &
Knowles,1978; Gooi et al.,1981) which is beared by oligosaccharides Fy, F, J, L] and M. In this
respect, human meconium mucins appears as an appreciable source of the large-scale preparation of
this antigen. Oligosaccharides D and Ej express the GlcNAc(al-4)Gal epitope, which has been
previously described in human meconium by Hounsell et al. (1989) and in porcine gastric mucin (Van
Halbeck et al.,1982). This antigen appears to be characteristic of the gastro-intestinal tract mucins.
Oligosaccharides H and J possess the mucin core type 6 GIcNAc(B1-6)GalNAc. Such structures have
been reported only in human glycoproteins: ovarian cyst glycoproteins (Wu et al.,1982 and 1984;
Mutsaers et al.,1986), k-casein (Van Halbeek et al.,1985; Saito et al,,1988) and meconium (Hounsell et
al.,1985 and 1988), suggesting that human tissues may contain a B6-GlcNAc-transferase which acts
directly on GalNAc-a-Ser/Thr and does not obey the three-before-six rule (i.e., does not required the
prior synthesis of the Gal(B1-3)GalNAc- or GIcNAc(B1-3)Gal(B1-3)GalNAc- sequence) (Schachter &
Brockhausen,1992). An activity synthezing the GIcNAc(B 1-6)GalNAc- linkage, and not requiring prior
3-substitution of GaINAc-R, has been reported in human ovarian tissue (Yazawa et al.,1986). It should
be mentionned that all of the oligosaccharides described in this study represents lower mass isomers
structures, larger structures are cluted from the charcoal column with concentrated ethanol solutions

(15%, by vol.) (see figure 1) and are presently under investigation.
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Figure 12, Effects of alkali and alkaline borohydride on the O-glycosidic linkage in mucins.
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Figure 13. Reactions occuring during non-reductive f—Elimination leading to differents reducing

monosaccharides.
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Table 2. 1H and 13C-NMR chemical shifts of the oligosaccharides 4, B, EI and H. nd = not determined

sugar O of
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-6' NAc C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C6 CO CHjy
ppm
oligesaccharide A .
Gal(B1-3) 4.702 (o) 3.460 (o) 3.870 (o) 3.983 () 3.796 (a) 3.77 (o) 94.66 (o) 79.27 (o) 71.10 (o) 70.38 (o) 78.51 () 62.07
4713 (B) 3.414 (B) 3.918 (B) 3.992 (B) nd nd 94.82 (B) 79.47 (B) 70.95 (B) 70.32 (B) 78.42 (B)
TalNAca 5.241 4242 4112 4.118 4434 3834 2066 92.56 53.65 75.40 69.58 72.06 61.65 176.07 23.15
B 5.058 4186 4.087 3.889 nd nd 2.023 93.22 53.12 74.76 70.32 7629 6151 nd 23.08
oligosaccharide B _
Gal(B14) 4.730 (o) 3.383 () 3.977(a) 399 380(a) 382 373 94.82 (o) 79.39 (o) 71.13 (o) 70.28 (o) 78.42 (o) 62.05
4711 (B) 3.426 (B) 3.918 (B) 3.81(B) 94.70 (B) 79.00 (B) 71.30 (B) 70.33 (B) 78.56 (B)
AllNAca 5.184 4.162 4.247 4.084 4.596 393 383 2057 9083 50.73 74.71 7134 64.14
B 4899 4.007 4.199 4.075 4422 3918 3.786 2.046 94.64 53.81 75.57 71.89 71.72
oligesaccharide E1
GIcNAc(al-4) 4.871 3916 3.789 3.543 4185 3836 3.774 2072 9949 55.24 71.81 70.96 7332 61.35 175.60 23.17
Gal(B1-3) 4.540 (o) 3.598 (o) 3.750 (@) 3.992 3.779 3.764 3.662 104.58  72.12 7325 7790 () 7697 61.60
4.533(B) 3.578 (B) 3.735(B) 77.96 (B)
GalNAca 5.210 3912 3.746 3.899 3928 3900 3.800 2.047 91.90 55.15 80.42 70.70 71.65 61.31 175.78 23.23
B 4.737 3.717 3.732 3.709 3.600 nd nd 2.044 96.13 57.79 80.01 73.86 7622 61.42 176.05 23.51
oligosaccharide H
Gal(Bl4) 4471 3.540 3.667 3.927 3.700 nd nd 104.21 72.28 73.84 69.87 76.69 62.32
GIcNAc(B1-6) 4.591 (o) 3.744 3.774 3.713 3.601 4.020 3.836 2.038 102.79 (o) 56.32 73.65 79.80 76.07 61.38 176.01 2349
4.596 (B) 102.91 (B)
GalNAca 5.206 4.119 3.902 3.958 4183 4003 3.779 2.044 9235 51.56 68.56 69.81 70.47 70.53 176.01 23.27
B 4616 3.854 3.700 3.902 nd nd nd nd 96.72 55.05 72.28 69.12 75.14 7042 176.01 23.49

001 -
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Table 3. IH-NMR chemical shifts of the oligosaccharides C1, C2 and C3.

sugar dof
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 NAc
ppm

oligosaccharide C1
Fuc(al-2) 5379(a) 3.762 3.994 3828 4.216(x) 1.212 (a)

5.182 (B) 4.315 () 1.186 (B)
Galo.  5.065 3784 3906 4020 4112 373
B 4.654 3525 3.828 3906 nd nd

oligosaccharide C2
Gal(Bl-4) 4478 (o) 3.552(a) 3.678 3928 3725 3.81(w)

4474 (B) 3.543 (B) 3.70 (B)
GleNAco 5207 3902 373 398 nd nd  2.043
B 4727 3712 372 3T nd 3936 2041

3.830

oligosaccharide C3
Gal(B1-4) 4.444 (o) 3.55 3.68 3.98 3.725 3.81

4.460 (B) 3.70
ManNAca 5.139 4.346 4162  3.968 nd nd 2.085
B 5037 4.498 3.955 372 nd 2.085

nd = not determined
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Table 4. [H-NMR chemical shifis of the oligosaccharides D and F1.

Residue 0 in
D F1
ppm
GlcNAc(al-4)  H-1 4.862
H-5 4.19
NAc 2.073
Gal(B1-4) H-1 4,523 (o) 4.466 (o)
4.506 (B) 4.454 (B)
H-2 3482 (o)
3.452 (B)
H-4 3.998 3.905
Fuc(a1-3) H-1 4.969 (o)
5.004 (B)
H-5 4.582 ()
4.626 (B)
CH;3 1.202 (@)
1.189 (B)
ManNAc o H-1 5.144 5.195
H-2 4.348 4409
H-3 nd 4201
NAc 2.047 2.030
ManNAc B H-1 5.044 5.020
H-2 4.507 4,638
NAc nd 2.066

nd = not determined

Table 5. IH-NMR chemical shifts of the oligosaccharide E2.

sugar Oof
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 NAc
ppm
Fuc(al-2) 5313 () 3.816 3.792 3.820 4.244 (o) 1.228 (a)
5.307 (B) 4.220 (B) 1.224 (B)
Gal(B14, 4546 (a) 3.670 3.882 3.899 nd nd
4.541 (B)

. GlcNAca,  5.212 3.930 3860 3.799 3870 3670 2.048
B 4716 3.728 3.655 3790 3483 3957 2.045
3.798

nd = not determined

procédures expérimentales et résultats



Table 6. IH-NMR chemical shifts of the oligosaccharides F2, J and XK.
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Residue din
F2 J K
ppm
Gal(B1-4) H-1 4.467 4.451 4.621(e)
4.626 (B)
H-2 3.506 3.494
H-3 4.015
H-4 3.900 nd 4214
Fuc (a1-3) H-1 5.100 5.112
H-5 4835 4822
CH;3 1.174 (o) 1.174
1.179 (B)
GlcNAc(B1-3) H-1 4.733 4.445 (@)
4.449 (B)
NAc 2.033 2.059
GIcNAc(B1-6) H-1 4.600
NAc 2.043
GalNAc(a1-3) H-1 5.180
H-2 4214
H-4 3.98
H-5 4297
NAc 2.038
Fuc(at1-2) H-1 5.248
H-5 4347
CH; 1.245
GalNAc H-1 5.207 5.204
H-2 4.117
H-5 4.172
NAc 2.032 2.040
GalNAc B H-1 4.615 4.700
NAc 2.030 2.038
Gala H-1 5.110
H-4 4.151
H-5 3.999
Gal B H-1 4.456
H-2 3.496
H-4 4.169

nd = not determined
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Table 7. IH-NMR chemical shifts of the oligosaccharide G.
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sugar O of

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-6' NAc
ppm
Fuc(al-2) 5347 (a) 3.801 3.708 3.830 4379 (o) 1.249 (o)
5357 (B) 4322 (B) 1.242 (B)
GalNAc(al-3) 5.176 4240 3.897 4.000 4.210 3.800 3.750 2.041
Gal(Bi1-4) 4608 (o) 3.906 3.990 4.225 nd nd nd
4.592 (B)
ManNAca 5.140 4344 4121 3.946 nd nd nd 2.046
B 5.013 4507 3.911 nd 3.440 3.960 3.840 2.038
nd = not determined
Table 8. IH-NMR chemical shifts of the oligosaccharide 7.
sugar dof
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-6' NAc
ppm
Fuc(al-2) 5353 () 3.796 3.722 3.836 () 4.352 (o) 1.249 (@)
5.347 (B) 3.827 (B) 4.314 (B) 1.242 (B)
GalNAc(al-3) 5.179 4.244 3.902 3.998 4.209 3.802 3.574 2.042
Gal(B1-4) 4.604 (@) 3911(a) 3990 4222 3650 3.800 3.760
4.600 (B) 3.902 (B)
GalNAca 5212 3.937 3.849 nd nd nd nd 2.050
B 4717 3722 3.647 3796 3469 3963 3.792 2.046

nd = not determined
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Table 9. IH-NMR chemical shifts of the oligosaccharides L7 and L2.

Residue din
L1 L2
ppm
IV Gal(1-4) H-1 4.462
H-4 3.886
IV Gal(B1-3) H-1 4.544
H-4 3.885
Fuc(al-3) H-1 5.151
H-5 4.830
CHj3 1.177
Fuc(al-4) H-1 5.024
H-5 4.872
CH; 1.182
III GIcNAc(B1-3) H-1 4773 () 4.752 (a)
4.786 (B) 4788 (B)
NAc 2.083 (o) 2.094 (a)
2.088 (B) 2.083 (B)
I Gal(B1-3) H-1 4.704 4.703
H-4 4.169 4.163
I TalNAc a H-1 5.231 5.230
H-2 4.286 4.309
H-3 4.08 4.08
H-4 4.12 4.12
H-5 4.444 4.444
NAc 2.060 2.061
TalNAc B H-1 5.056 5.054
H-2 4.219 4.220
H-3 4.07 4.07
NAc 2.017 2.020

nd = not determined
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Table 10. IH-NMR chemical shifts of the oligosaccharides M1 and M2.

sugar Oof

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-6' NAc
ppm
oligosaccharide M1
Gal(B14) 4.459 3.494 3.652  3.897 nd nd
Fuc(al-3) 5.128 3.691 3906 3.792 4829 1.175
GIcNAc(B1-3) 4.710 3.954 3915 nd 3.60 3.97
3.72
Gal(B14) 4.462 3.577 3731  4.156 nd nd
GIcNAca  5.205 3.893 3.717 3.72 nd nd 2.041
B 4715 3.700 3.70 nd nd nd
oligosaccharide M2
Gal(B1-3) 4.506 3.485 3621 3.884 nd nd
Fuc(al-4) 5.026 3.801 3880 3.792  4.866 1.180
GIcNAc(B1-3) 4.703 3.946 4083 3.757 3.542 3.93
3.72
Gal(B14) 4.462 3.594 3713 4156 nd nd
GlcNAca 5.205 3.893 3.717 3.72 nd nd 2.041
B 4715 3.700 3.70 nd nd nd

nd = not determined
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LES GLYCOASPARAGINES ET OUGOSACCHARIDES LIBRES

La seconde partie de notre travail a consisté en la caractérisation structurale des glycoconjugués trouvés
a l%état libre dans le méconium: oligosaccharides dérivés du catabolisme des O- et N-glycannes, et
glycoasparagines. Le schéma de fractionnement de ces constituants est présenté dans la figure 21 ci-
dessous, et les résultats obtenus sont rassemblés dans les 2 articles soumis a publication présentés dans
les pages suivantes.

Les résultats concernant le matériel oligosaccharidique libre de nature acide, actuellement en cours

d'étude, ne sont pas montres.
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schéma ds fractionnement des oligosaccharides libres et glycoasparagines du méconium
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OLIGOSACCHARIDES FROM HUMAN MECONIUM
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SUMMARY
Oligosaccharides were isolated from human meconium by mean of charcoal adsorption, paper
chromatography as well as HPLC. The structures of 9 new components have been established on the
basis of |H-400MHz-NMR spectroscopy. Their structures were:
Man(a. 1-6)[Man(a 1-3)]Man(B 1-4)GIicNAc |
GlcNAc(B1-2)Man(a1-6)[Man(ce1-3)]Man(B 1-4)GIcNAc
Man(a1-6)[GlcNAc(B 1-2)Man(a 1-3)]Man(B 1-4)GlcNAc
Man(a1-6)
GIcNAc(B l-4§Man([3 1-4)GIcNAc

GIcNAc(B1-2)Man(a1-3)
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GIcNAc(B1-2)Man(a1-6)

\
GlcNAc(B1-4)Man(B1-4)GlcNAc

/

GIcNAc(B1-2)Man(a1-3)
Gal(B1-4)GIcNAc(B1-2)Man(a.1-6)
\
Man(B1-4)GIcNAc

/
Gal(B1-4)GIcNAc(B1-2)Man(a1-3)

Gal(B1-4)GIcNAc(B1-2)Man(a.1-6)
\

Man(B1-4)GlcNAc
/
Gal(B1-4)GIcNAc(B1-2)Man(a1-3)
/

Gal(B1-4)GIcNAc(B1-4)

GlcNAc(B1-3)Gal
Galp1-3(Fuca1-4)GlcNAc(B1-3)Gal

17

Most of these oligosaccharides originated from the catabolism of N-glycans in the foetal gastrointestinal

tractus, and result from the sequential hydrolysis by exoglycosidases and endoglycosidases such as

endo-B-N-acetythexosaminidase or possibly endogalactosidase.

INTRODUCTION

Meconium is known to contain various kinds of immunologically active glycoproteins and glycolipids

antigens [1-10]. Furthermore, human fetal gastrointestinal mucins seems to be a rich source of

oligosaccharides which represent partial structures of these glycoconjugates. According to Herlant-

Peers et al. [11]; who have described fifteen oligosaccharides accumulating in meconium, these are

probably products of the catabolism of the O- and N-linked carbohydrate chains of glycoproteins. The

present paper describes the structural elucidation of 9 new free neutral oligosaccharides . “olated from

new-born meconium,
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MATERIALS AND METHODS

Oligosaccharides fractionation

Meconium (2kg) was obtained from new-borms and homogenized with 5 1 water. The insoluble material
was separed by centrifugation. Supernatant was then submitted to adsorption chromatography on a
charcoal-celite column (6x40cm). After washing with 5 | water, carbohydrate-containing material was
desorbed with 10 1 50% (by vol.) ethanol in water. The concentrated sugar-containing eluate was
desalted on a column (3x30cm) of Dowex 50x2 (200-400mesh, H*form, Bio-Rad) by washing with
water, and further submitted to adsorption chromatography on charcoal-celite column (6x40cm).
Oligosaccharides were fractionated and desorbed by a discontinuous gradient of ethanol in water (3.5,
5, 8,10, 12, 15, 20, 25, 30 and 40%, respectively) (Figure 1). The carbohydrate material was analyzed
by paper chromatography on Whatman no.3 paper in the following solvent: ethyl acetate/ pyridine/
acetic acid/ water (5/5/1/3, by vol.) during 18 hours. An additive paper chromatography for 14 days is
necessary for the separation of the heavier oligosaccharides (Figure 2). Carbohydrates were stained with
aniline oxalate reagent: aniline/ ethanol/ 2.5% oxalic acid in water (2/100/150, by vol.). Finally, HPLC
partition chromatography was performed on Zorbax-NH7 column (Sum, 4.6x250mm, Shandon) using a
mixture of acetonitrile/water (80/20 to 55/45, by vol. according to the alcoholic fractions). In all cases,
the flow-rate was 1ml/mn, detection was at 206nm (Figures 3-5).

400MHz TH-NMR spectroscopy

The 400 MHz |H-NMR experiments were performed on a Bruker AM-400 WB spectrometer equipped
with 2 5 mm 1H/13C mixed probehead, operating in the pulse Fourier transform mode and controlled by
an Aspect 3000 computer. Each oligosaccharide was dissolved in 0.45 ml DO after three exchanges
with D70 (99.96 % atom 2H) and intermediate lyophilisations. The products were analyzed at 300 K
with a spectral width of 3000 Hz for 16 K frequency domain points and time domain data points giving
a final digital resolution of 0.365 Hz / point. The 2D homonuclear COSY experiments were performed
using the standard Bruker pulse program COSY. Chemical shifts (8) are expresseu in parts per million
(ppm) downfield from internal sodium 4,4-dimethyl-4-silapentane-1-sulfonate but were actually

measured by reference to internal acetone (8 = 2.225 ppm in 2H20 at 27°C) with an accuracy of 0.002

ppm.
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Figure 1.
Thin layer chromatography of neutral oligosaccharides eluted from charcoal-celite column by a
discontinuous gradient of ethanol in water. Solvent system: ethanol/ butanol/ acetic acid/ water/ pyridin

(100/10/3/30/10, by vol.). Oligosaccharides were vizualized with orcinol/H>SO4 reagent.
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Figure 2.

Descending paper chromatography of heavier neutral oligosaccharides (fraction 20-40 SUP).

Solvent system: ethyl acetate/ pyridine/ acetic acid/ water (5/5/1/3, by vol.). Oligosaccharides were
visualized with aniline oxalate reagent.

Time of migration = 14 days.
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Figure 3.
HPLC elution profile of paper fractions 10 B and 12 D monitored at 206 nm. The Zorbax-NH; column

was eluted with acetonitrile/water gradient (80/20 to 70/30 for 30 mn) at a flow-rate of 1 ml/mn.
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HPLC elution profile of paper fractions 20 F and 12 E monitored at 206 nm. The Zorbax-NH; column
was eluted with acetonitrile/water gradient (80/20 1~ 70/30 for 30 mn, and 70/30 to 60/40 for 15 mn) at
a flow-rate of 1 ml/mn.
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Figure 5.
HPLC elution profile of paper fractions 20-40 SUP A and 20-40 SUP E monitored at 206 nm. The
Zorbax-NH) column was eluted with acetonitrile/water gradient (60/40 to 55/45 for 30 mn) at a flow-

rate of 1 ml/mn.
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RESULTS

Oligosaccharide 20 F2 (Table 1)

The NMR spectrum of 20 F2 shows the presence of major oligosaccharide composed of 3 Man and 1
GIcNAc residue. The two Man residue occur in terminal non reducing position, as attested by their
upfield shifted H-2 atom resonances at & = 4.071 (Man 4) and 3.974 ppm (Man 4'), respectively. The
H-1 atom resonance of GIcNAc, observed at 5.215 ppm is characteristic of GlcNAc 2 a. Therefore, the

structure of compound was established to be: Man(a1-6)[Man(a1-3)]Man(B1-4)GlcNAc.

Oligosaccharides 20 F3 (Table 1, Figure 6)

Fraction 20 F3 is a mixture of two oligosaccharide isomers, since the NMR spectrum shows the
presence of 4 Man H-2 atom resonances characteristic of terminal Man 4 and 4' (6 = 4.071 and 3.970
ppm) and C-2 substituted Man 4 and 4' (6 = 4.188 and 4.108 ppm). Traces of Gal are present which
provided from contamination with a third component. Therefore, the two isomers were defined to be:
GlcNAc(B1-2)Man(a1-6)[Man(a1-3)IMan(B1-4)GlcNAc and Man(a1-6)[GlcNAc(B1-2)Man(al-

3)]Man(B1-4)GlcNAc.

Oligosaccharide 12 E3 (Tablel, Figure 7)

For compound 12 E3, the two H-1 atom resonances of Man 4 and 4' observed at & = 5.061 and 4.965
ppm are significant of the presence of a bisecting GlcNAc residue (8 H-1 = 4.442 ppm). The H-2
resonance of Man 4' observed at 3.993 ppm indicate that this Man unit occurs in terminal non reducing
position. The Man 4 and Man 3 H-2 resonances exhibit the characteristic inversion of their chemical
shifts which is due to the presence of GIcNAc 9 B-1,4-linked to Man 3. On this basis of these

observations, the compound was defined as:

Man(a.1-6)

\
GlcNAc(B1-4)Man(B1-4)GIcNAc

/

GleNAc(B1-2)Man(a1-3)
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Oligosaccharide 12 E4 (Tablel, Figure 7)
The NMR spectrum of compound 12 E4 is quite superposable to that of the heptasaccharide isolated -
from the urine of patient suffering from Sandhoff disease [12]. Therefore, the structure was defined to
be:
GIcNAc(B1-2)Man(a1-6)

GlcNAc(p 1-4;Man(B 1-4)GIcNAc

GlcNAc(B1-2)Man(a1-3)

Oligosaccharides 20-40 SUP A and 20-40 SUP E
The NMR spectra of compounds 20-40 SUP A and 20-40 SUP E (Figure 8 and Table 1) are

characteristic of classical bi- and tri-antennary glycan structures [13]. Their structures are as follow:

Gal(B1-4)GlcNAc(B1-2)Man(c.1-6)
\
Man(B1-4)GIcNAc
/

Gal(B1-4)GlcNAc(B1-2)Man(a1-3)

and

Gal(B1-4)GlcNAc(B1-2)Man(c1-6)
\

Man(B1-4)GIcNAc
/

Gal(B1-4)GIcNAc(B1-2)Man(a1-3)
/

Gal(B14)GIcNAc(B1-4)

Oligosaccharide 10 B4 (Table 2)

Compound 10 B4 is a tris. ccharide composed of Gal and GIcNAc. According to the 2 step COSY
spectrum depicted in Figure 9, the anomeric proton observed at 6 = 5.228, 4.563 and 4.703 ppm were
assigned to Gala, GalP and GIcNAcP respectively, on the basis of the set of their vicinal coupling

constants. The C-3 atom resonance of Gala and P are downfield shifted to 80.45 and 83.60 ppm,
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respectively, proving the 1,3 linkage of GIcNAc to the Gal unit. Therefore, the structure of 10 B4 was
established as: GIcNAc(B1-3)Gal.

Oligosaccharide 12 D1 (Table 3)

According to its H-NMR spectrum (Figure 10), compound 12 D1 contains one Fuc, one GlcNAc and
two Gal residues. The structural reporter groups of Fuc (H-1, H-5 and CH3) are typical of an a-1,4-
linked fucose unit involved in the Le? determinant [13]. The Gal residue occuring in terminal reducing
position (6 H-1 Gala = 5.223 ppm, 6 H-1 Galf = 4.558 ppm) is C-3 substituted, as inferred by its
downfield shifted H-4 atom resonance (8 H4 = 4.143 (B) and 4.200 (o) ppm. Therefore, the structure

of compound was established to be: Galp 1-3(Fuca1-4)GlcNAc(B1-3)Gal.

DISCUSSION

In this study, the structures of 9 new oligosaccharides from human meconium have been established on
the basis of IH-NMR analysis. This work illustrates the suitability of this biological medium for the
large scgle preparation of oligosaccharides relating both to N-glycosylproteins and mucins. The
carbohydrate chains of human meconium mucins have been extensively studied [1-4]. Most of them
express blood group differentiation or tumor-associated activities [1-4, 14]. The frec oligosaccharides
occuring in human meconium originate from the catabolic process of N- and O-glycosylproteins in the
foetal gastrointestinal tract [11]. Moreover, these carbohydrate chains have not been exposed to the
degradative enzymes of bacteria.

Oligosaccharides 20 F2, 20 F3, 12 E3, 12 E4, 2040 SUP A and 20-40 SUP E originate from the
catabolism of N-glycans. Since all of these oligosaccharides possess a single reducing terminal GlcNAc,
they should represent the hydolysis product of the cytosolic endo-B-D-acetylglucosaminidase previously
described in mammalian tissues [15-16].

The origine of oligosaccharides 10 B4 and 12 D1 terminated by a galactose residue is more speculative.
It is tempting to suggest that these oligosaccharides originate from the catabolism of polylactosamine
glycans by the action of an endo-P-galactosidase on the sequence R-GlcNAc(B1-3)GalB1-R'. Such

enzymes have been described in bacteria [17-18], but not yet characterized in human tissues. Another
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possibility is that these oligosaccharides originate from transfer reactions on the galactose residue,
similar to those described for the human urine oligosaccharides [19].

Oligosaccharides 12 E3 and 12 E4 bear an bisecting GlcNAc residue. Such a structural feature has also
found in glycoasparagines occuring in free state in meconium (in preparation). It is likely that this
determinant is relatively abundant in the glycoprotein content of the foetal gastrointestinal tract. All of
these oligosaccharides may be added to the list of the previously described components [11]. Their
detailed study leads further insight in the metabolism of glycoconjugates at the end of embryonal

development.
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Table 1. 1H chemical shifts of structural-reporter group protons of constituent monosaccharides for

free neutral human meconium oligosaccharides originate from the c?,tabolism of N-glycans.
[ s 4
Gal p14 GioNAc B1-2 Men o6,
Gicc B4 — Men 14 Gicac

9 /3 2
Gal B14 GIcNAC B1-2 Man a1-3
6 5 /4
Gal 14 Gilc bt

Reporter group Residue Chemical shift in

20F2 20F3 12 E3 12E4  20-40SUPA 20-40SUPE
. S oo . o meeo TX
L X L X %0 o0¢o XX ) L X %0
e oo o oo o¢ meo mee
He
ppm
H-lof 2(a) 5215 5206 5213 5207 5206 5212 5.211
3(x) 4789 4782 4782 nd - 4.776 4.767
3(B) 4782 4772 4772 nd - 4.766 4756
4 5107 5122 5106 5.061  5.062 5.122 5.122
4 4917 4917 4917 4965 4998 () 4.926 4.923
5.003 (B)
5 - 4.555 . 4534 4554 4.584 4.570
5 - - 4555 - - 4.584 4.585
6 - - - . - - 4.463
6 - - - - - - 4.468
7 - - - - - - -
8 - - - - - - 4.468
9 - - - 4442 4.469 - -
H-2of 3 4.264 (o) 4.262 (o) 4.262 (o) 4.199 () 4.188 (@) 4258 (@)  4.220 (o)
4.254 (B) 4.252 (B) 4.252 (B) 4.188 (B) 4.176 (B) 4.247(B)  4.208 (B)
4 4071 4188 4071 4249 4247 4.192 4216
4 3974 3970 4108 3393  4.148 4.113 4.113
NAcof 2 2.058 (a) 2.059 (o) 2.059 (@) 2.065 (o) 2.059 (@) 2.060 (@)  2.060 (cx)
2.055 (B) 2.055 (B) 2.055 (B) 2.055 (B) - 2058 (B)  2.057(B)
5 . 2.059 - 2065  2.059 2.052 2.050
5 - 2.052 . 2.052 2.048 2.048 (1)
2.046 (B)
7 - - - - - 2.077
9 - ; 2068  2.068 - -

In the table heading, the structures are represented by short-band symbolic notation: @ = GlcNAc; ¢ =
Man; B = Gal. nd means not determined.
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Table 2. 1H and 13C-NMR chemical shifts of the oligosaccharide 10B4.

Residue 8 of

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 NAc C-1 C-2 C-3 C-4 C-6 C-7 CO CH3

ppm

GlcNAc(Bl-3) 4703 3753 3.753 3464 3445 3899 2041 10398 57.07 75.06(x) 7105 7701 6185 17631 23.52

3.763 74.96 (B)
Gala 5228 3855 3704 4197 4.085 371 - 97.86 68.66 80.45 7038 7139 62.40 - -
B 4563 3533 38380 4.140 3.688 3.75 - 93.73 - 83.60 69.75 7604 6222 - -

gl



Table 3. IH-NMR chemical shifts of the oligosaccharide 12 D1.

Residue 0 in ppm
H-1 Fuc(al-4)  5.024
Gal(B1-3)  4.503
GIcNAc(B1-3) 4720
Gala 5.223
B 4558
H-2 Gal(p1-3) 3.484
H-4 Gala 4.200
B 4143
H-5 Fuc(al-4) 4.863
' Galo  4.08.
CH3 Fuc(a1-4) 1.179
NAc GIcNAc(B1-3) 2.034

132
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s 4
GlcNAc B1-2 Man 411.1-6\“.I
14 GlcNAc
/3 P 2 W
Man al-3
4 NAc
4
Man a1-6
Man p1-4 GcNAc (B)
GicNAc 81-2 Man a1-3/ i
s 4
Oligosaccharides 20 F3
u \ o, WWINg .

Figure 6.

IH-NMR spectrum of oligosaccharides from fraction 20F3.
Signal indicated with asterisk are relative to compound 20F3 (B)
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GcNAcBH—MmBHGczNAc NAc
Gegk: 3122 Mana1-3/
m 12E3
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s 4 NAc
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Figure 7. 1H-NMR'spectrum of oligosaccharides 712E3 and 12E4.
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Figure 8.

IH-NMR spectrum of oligosaccharides 20-40 SUP A and 20-40 SUPE. |
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Figure 9. Doubled-relayed COSY spectrum of oligosaccharide 10 B4.
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Abstract: Glycoasparagines have been isolated from human meconium by a combination of ion-
exchange, Con A-affinity and HPLC chromatographies. Their structures have been established by
400MHz !H-NMR spectroscopy. All of the glycoasparagines are related to N-acetyllactosaminic type
structures and originated from the commun core:

& 3 4 F

Gd 14 GlcNAc 312 Mma1-6\ Fuca1-6\

Glcf\g‘Ac p1-4 — Mg\ p1-4 GlczNAc 14 GlclNAc B1-Asn
%d p1-4 GlcglAc B2 lVToc1-3/ - - -

Keywords: Glycoasparagine; Meconium; Nuclear Magnetic Resonance; N-glycosylproteins catabolism.
Abbreviations: Asn, Asparagine; NMR, Nuclear Magnetic Resonance; HPLC, High Performance
Liquid Chromatography, ConA, Concanavalin A; Man, Mannose; Gal, G:lactose; GlcNAc, N-

acetylglucosamine; Fuc, Fucose.

1. INTRODUCTION
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1. INTRODUCTION

‘Meconium, present in the gastrointestinal tract of the neonate, is a rich source of carbohydrate
containing material previously described to contain a great variety of glycosphingolipids [1-11], free
oligosaccharides [12], mucins [13-17] and oligosaccharides chains released from non specific cross-
reacting antigen-2 (NCA-2) physicochemically similar to carcinoembryonic antigen [18]. Most of them
present oncofoetal determinants similar to those found on the cancer cells surface. Here, we described
for the first time the isolation and the structural characterization of different glycoasparagines, which
occurs in free state in meconium. The major glycoasparagines have been isolated by a combination of
ion-exchange, affinity and HPLC chromatography. Their structures have been established by 1H-400

MHz spectroscopy.

2. EXPERIMENTAL

2.1. Glycoasparagine fractionation (figure 1)

Meconium obtained from new-borns, was homogenized with 5 | water and the insoluble material was
separed by centrifugation. Supernatant was then submitted to adsorption chromatography on a charcoal-
celite column (6x40cm). After washing with 5 1 water, carbohydrate-containing material was desorbed
with 10 1 50% (by vol.) ethanol in water. The alcoholic eluate was evapored to dryness, the residue
dissolved in water and applied on a column (3x30cm) of Dowex 50x2 (200-400mesh, H form, Bio-
Rad). After washing by water, glycoasparagines were fractionated with a discontingous gradient of
pyridine acetate buffer (2, 5, 8, 10, 15, 25, 50 and 100mM, respectively), pH 5.5. The glycoasparagine
fractions (figure 2) obtained after ion-exchange chromatography were desalted on a Bio-Gel Py column
(2x50cm, Bio-Rad) with water as eluant. Further subfractionation by affinity chromatography was
realized on Con A-Sepharose column (1.5x10cm, Pharmacia) equilibrate in SmM sodium acetate buffer
(pH5.2) containing 0.1M NaCl, ImM CaCly, ImM MnCl) and 1mM MgClj. In this way, non-reactive
glycoasparagines were eluted at void volume column with the equilib.ation buffer. Strongly reactive
components were eluted with 0.1M methyl a-D-glucoside. Purification of the fractions was performed
by gel-filtration on a Bio-Gel Py column (2x50cm, Bio-Rad) equilibrated with water. The last step of

glycoasparagines fractionation was performed by reverse-phase HPLC on Zorbax-ODS-C18 column
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(5um, 4.6x250mm, Shandon) using water as eluant for 45 min followed by a linear gradient to 5%

acetonitrile in water (v/v) in 30 min (figure 3). The flow-rate was 1ml/mn, detection was at 206nm.

2.2. 400MHz 1H-NMR spectroscopy

The 400 MHz 1H-NMR experiments were performed on a Bruker AM-400 WB spectrometer equipped
with a 5 mm 1H/13C mixed probehead, operating in the pulse Fourier transform mode and controlled by
an Aspect 3000 computer. Each oligosaccharide was dissolved in 0.45 ml DO after three exchanges
with DO (99.96 % atom 2H) and intermediate lyophilisations. The products were analyzed at 300 K
with a spectral width of 3000 Hz for 16 K frequency domain points and time domain data points giving
a final digital resolution of 0.365 Hz / point. The 2D homonuclear COSY experiments were performed
using the standard Bruker pulse program COSY. Chemical shifts (8) are expressed in parts per million
(ppm) downfield from internal sodium 4,4-dimethyl-4-silapentane-1-sulfonate but were actually

measured by reference to internal acetone (8 = 2.225 ppm in 2H20 at 27°C) with an accuracy of 0.002

3. RESULTS

3.1.Glycoasparagine fractionation

Glycoasparagines were subdivised in 27 fractions after ion-exchange chromatography on Dowex 50x2
according to the concentration of pyridine acetate used for the elution. When analyzed by TLC (figure
2) each fraction appears to be heterogeneous, with a major band of low-migration corresponding to the
glycoasparagines. Fractions presenting similar TLC pattern were pooled and further subdivised in a
ConA reative (ConA-R) and a ConA non-reactive (ConA-NR) subfraction after ConA sepharose
affinity chromatography. Further purification was achieved by reverse-phase HPLC. In this
chromatographic system, glycoasparagines isomers are separed not only according to their molecular
weigh, but also according to the nature of the constituent monosaccharides. Compounds with
"bisecting” GIcNAc elute later in the acetonitrile gradient. Figure 3 illustrates the profile obtained for
the fraction 50mM ConA-NR. The structures of the main components were established by 400 MHz

IH-NMR spectroscopy.
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Figure 1.

Fractionation of glycoasparagines
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Figure 2.

Thin layer chromatography of glycoasparagines eluted from a Dowex 50x2 column by a discontinuous

gradient of pyridin acetate.
Solvent system: ethanol/butanol/acetic acid/ water/pyridin (100/10/3/30/10, by vol.).

Glycoasparagines were vizualized with orcinol/H, SO4 reagent.

N procédures expérimentales et résultats



144

glycoasparagine
S0mM ConA-NR

A 206 nm peak 1 / peak 2

Figure 3.
HPLC elution profile of fraction 50mM ConA-NR monitored at 206nm.
The Zorbax-ODS-C18 column was eluted with water for 45 min followed by a linear gradient to 5%

acetonitrile in water (v/v) in 30 min, at a flow-rate of 1mi/min.
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3.2. 400MHz ! H-NMR analysis
Glycoasparagines 50mM-1 ConA-NR
From the IH-NMR spectrum of compound 50mM-1 ConA-NR (figure 4, table 1), it can be deduced
than Man 4' residue occurs at non reducing position, according to its H-1 and H-2 atom resonances
observed at 4.916 and 3.965 ppm, respectively. The presence of Gal 6 H-1 signal at § = 4.466 ppm
confirm the integrity of the second branch. The low intensity of the structural-reporter groups of Fuc
and the doubling of GlcNAc 2 NAc resonance allow to establish the two structures present in fraction
50mM-1 ConA-NR to be:

Man(c.l-6)\

Man(B1-4)GlcNAc(B1-4)GIcNAc(B1-N)Asn
/

Gal(B1-4)GIcNAc(B1-2)Man(a1-3)

Man(a.1-6) Fuc(a1-6)
\ \
Man(B1-4)GIcNAc(B1-4)GlcNAc(B1-N)Asn
/

Gal(B1-4)GlcNAc(B1-2)Man(a1-3)

Glycoasparagine 50mM-2 ConA-NR

The NMR spectral parameters for glycoasparagine present in fraction 50mM-2 ConA-NR (figure 4,
table 1) show close similarities to those acquired for fucosylated bi-antennary glycan structures
possessing a bisecting GIcNAc residue (5 H-1 = 4.466 ppm, 3 NAc = 2.066 ppm). Moreover, the
characteristic Man 4, 4' and 3 H-1 resonances observed at 5.056, 4.996 and 4.697 ppm confirm this
structural element. The presence of Fuc a-1,6-linked to GIcNAc 1 is verified by the structural reporter
group of Fuc (8 H-1 = 4.877 ppm, & H-5 = 4.126 ppm, 8 CH3 = 1.204 ppm) and the downfield shift of
GlcNAc 2 NAc at 2.091 ppm. GlcNAc 5 and 5' occur in terminal non reducing position, as shown by
the chemical shifts of their structural réporter groups [20], and the absence of signals relevant from Gal
residues. The B and B' atom resonances are observed at 8 = 2.800 and 2.617 ppm. Therefore, the

structure of compound 50mM-2 ConA-R was established as follow:
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GIcNAc(B1-2)Man(a1-6) Fuc(a.1-6)
\ \
GIcNAc(B1-4)Man(B1-4)GIcNAc(B1-4)GlcNAc(B1-N)Asn
/

GlecNAc(B1-2)Man(a1-3)

Glycoasparagine 25mM-2 ConA-R

The 1H-NMR spectrum of compound 25mM-2 ConA-R (figure 5, table 1) indicates the presence of 2
Gal, 4 GlcNAc, 3 Man and 1 Fuc residues. The chemical shifts of the structural groups of Man are
characteristic of a classical bi-antennary glycan structure, whereas the IH-NMR parameters relative to
Fuc and GIcNAc 2 show the presence of Fuc a-1,6-linked to GicNAc 1 [20]. Therefore, the structure of

compound 25mM-2 ConA-R was established to be:

Gal(B1-4)GlcNAc(B1-2)Man(a1-6) Fuc(a1-6)

\ \
Man(P1-4)GIcNAc(B1-4)GlcNAc(B1-N)Asn
/ ,
Gal(B1-4)GlcNAc(B1-2)Man(a1-3)

Glycoasparagine SOmM-1 ConA-R

The NMR spectrum of compound 50mM-1 ConA-R (figure 5) shows the presence of the Gal 6' H-1
atom resonance at 8 = 4.473 ppm, and two doublets at 5 = 4.556 and 4.581 ppm which correspond to
the H-1 resonance of substituted and non substituted GlcNAc residues (table 1). The other NMR
parameters are quite characteristic of a bi-antennary glycan structure bearing a Fuc residue a-1,6-linked
to GlcNAc 1 [20]. According to these observations, the structure of 50mM-1 ConA-R was established

to be:

Gal(B1-4)GIcNAc(B1-2)Man(a1-6) Fuc(a1-6)
\ \
Man(B1-4)GlcNAc(B1-4)GlcNAc(B1-N)Asn
/ ,
GlcNAc(B1-2)Man(a1-3)
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Glycoasparagine 50mM-2 ConA-R
The NMR spectral parameters for compound 50mM-2 ConA-R (figure 6, table 1) are quite
superposable to those acquired for asialo-bi-antennary glycan structure derived from human transferrin

[21]. Therefore, it strcuture was established to be:

Gal(B1-4)GlcNAc(B1-2)Man(a1-6)
\

Man(B 1-4)Man(B 1-4)GlcNAc(B1-N)Asn
/
Gal(B1-4)GIcNAc(B1-2)Man(at1-3)

Glycoasparagines 100mM-2 ConA-R

The NMR spectrum of fraction 100mM-2 ConA-R (figure 6, table 1) clearly indicates the presence of
biantennary glycan structures, owing to the typical set of structural reporter groups relative to Man 3, 4
and 4'. The doubling of the Man 4' H-1 resonance at 8 = 4.926 and 4.916 ppm, together with the
presence of GIcNAc 3' H-1 resonance at 4.555 ppm are characteristic of the Gal(B1-4)GlcNAc(B1-
2)Man(a1-6) and GlcNAc(B1-2)Man(a1-6) sequences in a ratio 3:2. In the N-acetyl region, the signals
observed at 8 = 2.078 and 2.089 ppm (ratio 2:1) are relative to GIcNAc 2 attached to the GlcNAc 1

and Fuc(al-6)GIcNAc 1, respectively [20]. Therefore, the fraction 100mM-2 ConA-R contains a

mixture of glycoasparagines with the following sequences:

Gal(B1-4)GIcNAc(B 1-2)Man(c1-6) Fuc(al-6)
0.7 \ 05 \
Man(B1-4)GlcNAc(B1-4)GlcNAc(B1-N)Asn
/

Gal(B1-4)GIcNAc(B1-2)Man(c1-3)

4. DISCUSSIO: 1

Additively to the well characterized mucins [13-17] which possess glycanic chains bearing onco-foetal
carbohydrate epitopes [13-17, 19] , human meconium contains large amount of free oligosaccharides
which originate from the catabolic processes of glycoproteins of the gastrointestinal tract during the

foetal life. This is the first report of the occurence of glycoasparagines in human meconium. As the free
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oligosaccharides (in preparation), these glycoasparagines originate from incomplete catabolism of N-
glycans. Most of them possess a-1,6 linked fucose to GIcNAc 1 attached to asparagine. A possible
origin for these compounds may be the absence or low activity of aspartylglucosaminidase or .-
fucosidase. These enzymes have been demonstrated as the first hydrolases involved in degradation of N-
glycans, and the hydrolysis of a-1,6 fucose and asparagine appears to be prerequite steps to the further
recurrent hydrloysis by exoglycosidases [22,23]. Similar glycoasparagines accumulated in the urine and
tissues of patients suffering from the genetic diseases aspartylglucosaminuria or fucosidosis [24,25].
Since all of the oligosaccharides found in meconium terminated by a single GIcNAc residue, it may be
assumed that they originate from the hydrolysis of these glycoasparagines by an endo-B-
acetylhexosaminidase similar to that described in rat liver cytosol [26,27]. Additively to these
glycoasparagines, human meconium contains smaller glycopeptides, corresponding to O-linked glycans,

their study is currently in progress.
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Table 1. IH chemical shifts of structural-reporter group protons of constituent monosaccharides for

human meconium glycoasparagines.

6 3 4 F
Gal p1-4 GlcNAc B1-2 Man a1-6\ Fucal-6 \
GIcNgAc B1-4 — Mgn p1-4 GlczNAc p1-4 GlclNAc 1-Asn

Gal 1-4 GleNAc B1-2 Manat1-3" ~
6 3 4

Reporter group Residue Chemical shift in

50mM-2  25mM-2 100mM-2  50mM-1 50mM-2 50mM-1_ConA-NR
ConA-R  ConA-R ConA-R  ConA-R ConA-NR
mee e o e o . .
s00s c00r eo0r s00r oeo0n T YN s00A
nee HO¢ A NGO A 00 A 0+ 4 Hee mee 4
ppm
H-lof 1 5072 5073 5072 5.072 5.073 5.072 5.072
2 4618 4.684 4684 4618 4.678 4.616 nd
3 4765  4.766 4.76 4.76 4.697 4.76 4.76
4 5122 51121 5119  5.118 5.056 5.120 5.120

4 4926 4924 4916 4924 4.996 4916 4.916
5 4.582 4582 4582 4556 4.552 4.578 4.578
5! 4.582 4582 4555 4581 4.547 - -

9 - - - - 4.466 - -

6 4468 4468  4.466 - - 4466 - 4.466

6 4474 4474 - 4473 - - -
Fuc - 4877 4872 4876 4877 - 4.873

H-2of 3 4246 4247 4250 4.248 4.176 4.250 4.250
4 4.191 4190 4.187 4.188 4.246 4.188 4.188
4 4.111 4.107 4111 4.108 4.144 3.965 4.965
H-50of Fuc - 4.124 4124 4126 4.126 - 4.126
NAcof 1 2.013 2016 2013 2.016 2.015 2.013 2.015
2 2079 2093 2089  2.093 2.091 2.079 2.090
5 2.051 2.047 2050 2.053 2.058 2.050 2.050

5 2046 2050 2052 2.047 2.046 - -

9 - - - - 2.066 - -
CH3of Fuc - 1.206 1.204  1.204 1.204 - 1.204

In the table heading, the structures are represented by short-band symbolic notation: @ = GlcNAc; ¢ =
Man; B = Gal; A = Fuc and A = Asn. nd means not determined.
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Figure 5.
IH-NMR spectrum of glycoasparagines 25mM-2 ConA-R and 50mM-1 ConA-R
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IH-NMR spectrum of glycoasparagines 50mM-2 ConA-R and 100mM-2 ConA-R
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LES GLYCOUPIDES

La dernicre partie de notre étude a consisté en la caractérisation structurale du matériel glycolipidique

dont nous rapportons ci-aprés la procédure expérimentale et les premiers résultats.

Extraction et purification du matériel glycolipidique

Extraction des glycolipides

L'extraction des glycolipides est conduite sur le culot issu de la centrifugation du matériel méconial
aqueux (figure 19, page 78 ;figure 22, page 156). Cette derniére est basée sur la technique de
Svennerholm et Fredman (1980). Le culot est homogénéisé dans 3 volumes d'eau. L'homogénat est alors
ajouté a4 10 volumes de méthanol et 5 volumes de chloroforme, puis maintenu sous agitation constante
pendant 30 minutes. Apres centrifugation a 2000 tours/minute pendant 10 minutes, le surnageant est
sauvegardé et le culot est resuspendu dans 4 volumes d'eau additionnés de 15 volumes de
chloroforme/méthanol (1/2, par vol.). Ce mélange est centrifugé durant 10 minutes a 2000 tours/minute
et les 2 surnageants lipidiques sont combinés. Le culot protéique délipidé est, quant & lui, resuspendu
dans 3 volumes d'cau et lyophilisé avant de subir la B-Elimination non réductive (voir article, pages 80-
114).

Purification sur Sephadex LH-20

Le résidu issu de I'évaporation des surnageants lipidiques est soumis & une chromatographie sur colonne
de sephadex LH-20 (taille:50x2cm). En utilisant le mélange chloroforme/méthanol/eau (66/33/1, par
vol.), les lipides sont élués et les composés non lipidiques contaminants sont retenus (Baumann et
al, 1979).

Dégradation alcaline douce

Afin d'éliminer les phospholipides présents dans l'extrait lipidique, ce dernier est soumis a une
dégradation alcaline douce basée sur la technique de Karlsson (1987). L'extrait est traité¢ par 50 ml de
KOH 0.2 molaire dans le méthanol pendant 3 heures. La potasse est neutralisée par de l'acide acétique
et le mélange est transféré dans un boudin a dialyse contenant 60 ml de chloroforme et 40 ml d'eau.

Aprés 4 jours de dialyse contre de l'eau, le contenu du boudin est évaporé.
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Fractionnement sur gel de silice Si-60

Le mélange glycolipidique ainsi purifié est chromatographi¢ sur une colonne de silice Si-60 (taille:
30x3cm). L'élution est réalisée par un gradient discontinu en méthanol dans le chloroforme (2, 5, 10, 15,
20, 25, 30, 50%), méthanol et méthanol/eau (1/1,par vol.). Le résultat de ce fractionnement est montré
dans la figure 23 ci-dessous. Dans notre recherche de matériels oligosaccharidiques fucosylés et/ou
sialylés, notre intérét s'est porté sur les fractions supérieures a 25%, que nous avons rassemblées. En
effet, compte-tenu du profil d'élution, de la faible migration de ces fractions «supérieures» dans le
solvant neutre chloroforme/méthanol/eau (130/50/9, par vol.); ces fractions renferment les glycolipides
neutres de forte masse moléculaire ou fucosylés ainsi que les gangliosides. Enfin, l'utilisation de
révélateurs spécifiques du fucose: le naphtorésorcinol et de I'acide sialique: le résorcinol, a indiqué la

présence de nombreuses bandes positives aprés chromatographies sur couche mince (résultats non

montrés).
v
®8:
'T. POOL )
Ty 1T C L':lj'_—;l_E e E_
2 5 10 15 20 25 30 50% M MW GMot
figure 23

chromatographie sur couche mince des glycolipides extraits du méconium, aprés fractionnement sur gel de silice Si-60.
systéme solvant; chloroforme/méthanol/eau (130/50/9, par vol.).

réactif de révélation: orcinol sulfurique.
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Séparation des matériels neutres et acides sur DEAE-Sephadex A-25

Afin de séparer les glycolipides neutres des gangliosides, une chromatographie échangeuse d'anions sur
colonne de DEAE-Sephadex A-25 (Pharmacia, taille:12x1.5cm) a été réalisée. Le gel est activé par
incubation pendant une nuit dans le mélange chloroforme/méthanol/acétate de potassium 0.8 molaire
(40/50/8,par vol.). Avant utilisation, I'excés de sel est éliminé par lavage abondant de la colonne avec le
méme systéme solvant sans sel. L'extrait a séparer est appliqué dans le mélange chloroforme/méthanol
(1/1, par vol.). Les glycolipides neutres sont élués avec ce méme mélange. Les gangliosides sont élués
par un gradient discontinu en acétate de potassium méthanolique (0.02, 0.10 et 0.40 molaire). Les 3
fractions ainsi obtenues sont dessalées sur une colonne (taille:12x3cm) de silice hydrophobe de type

octadécylsilane RP-18 (Williams et McCluer,1980).

Fractionnement des glycolipides neutres

L'étape finale de séparation du matériel glycolipidique neutre est conduite par chromatographie liquide
haute performance sur phase stationnaire & base de silice non greffée (10um, LiChrospher Si-60,
250x25mm, Merck) utilisant le mélange isopropanol/hexane/eau comme ¢éluant (Watanabe et
Arao,1981).

Le gradient d'élution utilisé est le suivant:

temps en minutes isopropanol/hexane/eau (par vol.)
0 55/35/10
90 55/35/10
150 55/30/15
210 55/25/20
255 55/20/25

Le débit est de 4 ml/tube et la taille des fractions collectées est de 3ml/tube.

Le profil d'élution est présenté dans la figure 24 (page 159).

Les fractions renfermant les glycolipides les plus lourds (tubes > 180) ont été rassemblées en 4 famulles:
- tubes 180 4 198;

- tubes 199 a 260,
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- tubes 261 a 267,

et tubes 271 a 339.

Ces 4 sous-fractions ont été re-fractionnées en chromatographie liquide haute performance sur colonne
analytique (Sum, LiChrospher Si-100, 250x4mm, Merck). L'élution des glycolipides a été réalisée de
maniére isocratique avec le systéme solvant isopropanol/hexane/eau (55/35/10, par vol.), avec un débit

de 0.25ml/mn a raison de 0.5ml/tube (résultats non montrés).

S

[ SRR YT S VYT SAPWE W' W W WS LA VL S

tubes 50 100 150

- -

b
= = s - — T Y

figure 24
profil d'élution du matériel glycolipidique neutre séparé sur LiChrospher Si-60.
systéme solvant: chloroforme/méthanol/eau (55/45/10, par vol.).

réactif révélateur: orcinol sulfurique.

Fractionnement des gangliosides

Chromatographie Liquide Haute Performance préparative
Comme pour les glycolipides neutres, le fractionnement par chromatographie liquide haute performance
des gangliosides a été réalisé sur colonne préparative de silice LiChrospher Si-60. Les conditions

expérimentales sont les suivantes:
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- élution isocratique avec le mélange isopropanol/hexane/eau (55/35/10, par vol.);

- débit: 4ml/mn;

et taille des fractions collectées: 3ml/tube.

Les profils d'élution obtenus pour les fractions 0.02 molaire et 0.10 molaire sont présentés dans la

figure 25 ci-apres.

Fraction 0.02 molaire

e . - ap L R S N e e e A LRl o e [o A0 -
P e oo
»

Fraction 0.10molaire

figure 25
profils d'élution des fractions 0.02 et 0.10 molaire séparées sur LiChrospher Si-60.
systéme solvant: chloroforme/méthancl/CaCly aqueux (55/45/10, par vol.)

réactif révélateur. résorcinol chlorydrique

T = fraction globale témoin
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4 sous-unités ont été rassemblées dans la fraction 0.02 molaire: 0.02-P/, 0.02-P2, 0.02-P3 et 0.02-P4
(figure 25, page 160) et 5 dans le fraction 0.10 molaire: 0.10-P1, 0.10-P2, 0.10-P3, 0.10-P4 et 0.10-P5
(figure 25, page 160).

Immunorévélation sur plaque de silice

La technique utilisée est celle de Magnani et al (1980), modifiée par Portoukalian et Bouchon (1986).
Apres migration des gangliosides, la couche mince est traitée avec du polyisobutylmétacrylate (Aldrich)
0.05% dans l'hexane pendant 1 minute. Le blocage des sites non spécifiques est conduit par traitement
de la plaque pendant 30 minutes dans une solution d'albumine a 0.2% dans le PBS. L'anticorps est alors
ajouté dans du PBS et, aprés 1 heure d'incubation a température ambiante, la plaque est lavée 3 fois
avec le méme tampon. Le second anticorps, biotinylé (Sigma immunochemicals) dilué au 1/250éme dans
le PBS est alors ajouté et l'incubation dure 1 heure. Aprés 3 lavages avec du PBS, la plaque est incubée
pendant 45 minutes dans une solution renfermant le complexe streptavidine/peroxydase biotinylée
(Amersham) puis lavée et révélée par une solution de 4-chloro-1-naphtol (Sigma immunochemicals):
1mg de 4-chloro-1-naphtol dissout dans 3 ml de méthanol additionné de 10ml de PBS et 5ul de HyO,,
jusqu'a l'apparition d'une coloration bleu d'intensité maximale.

Dans notre étude, les anticorps anti-gangliosides (fournis par Jacques Portoukalian, unité 218
INSERM, L};on) utilisés sont les suivants:

- l'anticorps monocional BBH3 anti-sialyl Lewis3,

- l'anticorps monoclonal FH6 anti-sialyl LewisX,

et l'anticorps monoclonal 1B9 anti-(NeuAca2-6Galf).

Les sous-fractions issues de la chromatographie liquide haute performance préparative des fractions
0.02 molaire et 0.10 molaire ont été testées avec ces anticorps. L'anticorps BBH3 n'a réagi avec aucune
des sous-fractions gangliosidiques indiquant l'absence d'épitopes sialyl-Lewis? (pistes A- figure 26,
page 162). L'anticorps FH6 a présenté une fixation envers les sous-fractions 0.02-P! et 0.02-P2 (pistes
C- figure 26, page 162). Quant aux nombreuses bandes révélées avec I'anticorps monoclonal 1B9: sous-
fractions 0.02-P3, 0.02-P4, 0.10-P2, 0.10-P3, 0.10-P4 et 0.10-P5 (pistes B- figure 26, page 162),
celles-ci attestent de la présence de nombreux gangliosides exprimant I'épitope oncofoetal NeuAca2-

6Galp.
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Fraction 0.02molaire

T oy A

Fraction 0.10molaire
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figure 26
immunorévélation sur plaque de silice des sous-fractions obtenues aprés séparation par chromatographie liquide haute
performance préparative.

T, révélation avec le résorcinol chlorydrique;

A, immunorévélation avec |'anti-sialyl Lewis® BBH3;

B, immunorévélation avec I'anti-(NeuAco2-6Galp) 1B9;

C, immunorévélation avec I'anti-sialyl LewisX FH6.

systéme solvant: chioroforme/méthanol/CaClp aqueux (55/45/10, par vol.)
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Traitement des gangliosides par neuraminidase

Aprés migration des gangliosides sur plaque de silice, celle<ci est traitée pendant 1 minute dans le
polyisobutylmétacrylate 0.05% dans 1'hexane, puis incubée pendant 30 minutes dans une solution de
CaCly a 0.22%. L'enzyme a 0.1U/ml est ajoutée et, aprés une nuit d'incubation a 37°C, la plaque est
lavée par du PBS. Les glycolipides neutres correspondant aux gangliosides hydrolysés sont ensuite
immunorévélés a l'aide de l'anticorps monoclonal 1B2 anti-(Galf1-4GlcNAc) selon la technique décrite
dans le paragraphe précédent. Les résultats obtenus (non montrés) ont indiqué que les bandes positives
avec l'anticorps 1B9 I'étaient aussi avec l'anticorps 1B2 aprés désialylation. Ainsi, les sous-fractions
0.02-P3,P4 et 0.10-P2,P3,P4,P5 (pistes B- figure 26, page 162) possedent-¢lles de nombreux épitopes
de type 2 NeuAco2-6GalB1-4GIcNACP. |

Chromatographie liquide haute performance analytique

Les 9 sous-fractions obtenues aprés chromatographie liquide haute performance sur colonne préparative
(figure 25, page 160) ont été sub-fractionnées sur colonne analytique (Sum, LiChrospherSi-100,
250x4mm, Merck). L'élution des gangliosides a été réalisée de fagon isocratique avec le systéme solvant
isopropanol/hexane/eau (55/35/10, par vol.), avec un débit de 0.25ml/mn 4 raison de 0.5ml/tube.

L'exemple de la sous-fraction 0.10-P2 est montré dans la figure 27 (page 164).

Analyse des glycolipides en résonance magnétique nucléaire du proton a 400 MHz

Conditions expérimentales

Dans un premier temps, les échantillons ont été échangés 1 fois avec du D70 (99.96% atomes D, CEA)
puis lyophilisés. Ils sont ensuite repris par 0.5ml d'un mélange de DMSO-dg/D7O (98/2, par vol.)
contenant 0.1% de tétraméthylsilane (TMS). Les analyses ont été réalisées avec un spectrométre Bruker
AM-400 WB piloté par un calculateur Aspect 3000, avec une sonde mixte 1g/13¢ (DUAL) pour des
tubes de 5 mm. Les expériences sont réalisées a 60°C pour déplacer le signal d'eau résiduelle dans une
région moins importante du spectre (8 # 3.25 ppm). Les spectres 1-D et 2-D (COSY homonucléaires)
sont obtenus avec les programmes standards de la librairie Bruker (10 ppm pour 32K et 2K points,
respectivement). Les déplacements chimiques (6 en ppm) sont exprimés par rapport au signal du TMS

(6 = 0.0 ppm) dans toutes les expériences.
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T Pt [P2] P3 Ps P5

Fraction 0.10molaire

aprés HPLC préparative sur LiChrospher Si-60

figure 27
profil d'élution de la sous-fraction 0.10-P2 sub-fractionnée par chromatographie liquide haute performance sur colonne
analytique LiChrospher Si-100

systeme solvant; chloroforme/méthancl/CaCly aqueux (55/45/10, par vol.)

réactif révélateur: résorcinol chlorydrique
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Résultats

Les structures primaires de 6 glycolipides neutres ont été établies par spectroscopie RMN. L'analyse des
spectres du proton a été faite par comparaison avec les données de la littérature. Ces glycolipides
possedent tous une unité lactose caractérisée par les signaux des protons anomériques observés pour &
H-1#4.28 24 4.29 ppm (BGal) et 5 H-1 # 4.20 4 4.22 ppm (BGIc) (figures 28 4 31).

Glycolipide t76/87 (fraction rassemblant les tubes 76 4 87 issus de la chromatographie liquide haute
performance sur LiChrospher Si-60; voir figure 24, page 159).

Le spectre RMN 1D du proton (figure 28, page 171 et tableau 24, page 167) montre la présence d'un
doublet & 5.014 ppm possédant une constante de couplage 3 1.2 inférieure & 3Hz, caractéristique d'une
unité de fucose liée en a1-2 sur du galactose. En effet, la résonance de Fuc H-5 est observée a 8 = 4.094
ppm et le proton anomérique du galactose IV est déblindé a 4.460 ppm. Le glissement chimique de
GlcNAc H-1 a 4.620 ppm est typique d'une chaine N-Acétyllactosaminique de type 1 (Dabrowski et
al,1982). En conséquence, la structure de la partie glycannique du glycolipide t76/87 a été établie
comme suit;

Fucal-2Galf 1-3GlcNAcB 1-3Galf 1-4Glc ou antigéne H-5-1.

Glycolipide t95/100, t128/138 (voir figure 24, page 159)

Ce composé posséde une composition glucidique identique au précédent (1 Fuc, 2 Gal, 1 GlcNAc, 1
Glc). L'analyse de spectroscopie RMN (figure 28, page 171) montre la présence d'un résidu de fucose
dont les résonances des protons H-1 (8 = 4.808 ppm) et H-5 (8 = 4.566 ppm) sont caractéristiques du
déterminant Lewis?. Les valeurs observées (tableau 25, page 167) sont en accord avec les données de la
littérature (Dabrowski et al,1982) et permettent de définir la structure suivante:
Galp1-3(Fucal-4)GlcNAcB1-3Galp 1-4Glc ou antigéne Le3-5.

Glycolipide t155/165 (voir figure 24, page 159)

Le spectre RMN (figure 28, page 171 et figure 29, page 172) met en évidence la présence de deux
unités de fucose (8 H-1 = 4.7¢2 et 4.932 ppm) respectivement liés en a1-4 sur GlcNAc III et en al-2
sur Gal IV. Leurs protons H-5 résonnent respectivement a 8 = 4.602 ppm et 4.207 ppm. L'ensemble de
ces paramétres (tableau 26, page 168) est caractéristique du déterminant Lewis® (Dabrowski et
al, 1982):

Fuca1-2GalB1-3(Fucal-4)GlcNAcB1-3Galp1-4Glc ou antigéne Leb-6.
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Glycolipide t180/198 (t31/33), t199/260 (t30/31) (correspondant aux tubes 31 a 33 de la fraction
t180/198 re-fractionnée par chromatographie liquide haute performance sur LiChrospher Si-100, et aux
tubes 30 a 31 de la fraction 199/260; voir le fractionnement des glycolipides neutres, pages 158-159).
L'analyse du spectre RMN du glycolipide t180/198 (t31/33), t199/260 (t30/31) montre, par rapport au
spectre précédent, la présence d'un proton anomérique o supplémentai_re et le déblindage du proton
anomérique du fucose lié en al-2. La présence d'un résidu additionnel d'aGalNAc peut étre établie par
l'observation d'un groupement acho résonant a 1.852 ppm (figure 28, page 171). Ce glycolipide
peut étre considéré comme une extension par une unité GalNAc du précédent, conduisant au
déterminant de groupe sanguin A.LewisD: GalNAca1-3(Fuca1-2)GalP 1-3(Fuca 1-4)GlcNAcB 1-
3GalB1-4Glc dont les parametres (tableau 27, page 169) sont conformes a ceux établis par Clausen et
al (1985b).

Glycolipide t33/53

Ce composé a été identifié 2 I'antigéne pK ou globotriaosylcéramide sur la base de son spectre RMN
(figure 30, page 173 et figure 31, page 174) grice a la résonance caractéristique du proton H-1 du
résidu terminal d'aGal a 8 = 4.817 ppm. Les valeurs des glissements chimiques (tableau 28, page 170)
sont en tout point identiques a celles trouvées par Dabrowski et al (1982). La structure s'établit donc
comme suit:

Gala1-4Galf 1-4Glc.

Glycolipide t55/57

Le spectre RMN de ce composé montre, par rapport au précédent, l'apparition d'un doublet
caractéristique (8 = 4.546 ppm) correpondant au proton H-1 d'une BGalNAc terminale (figure 30, page
173 et tableau 29, page 170). La présence de ce résidu GalNAc a été corroborée par I'observation du
groupement acétamido résonant a 1.865 ppm. Sur la base de ces observations, ce glycolipide a pu étre
identifié a I'nomologue supérieur du Gb3 précédent, c'est a dire le Gbg ou globoside:

GalNAcB1-3Gala1-4Galp 1-4Glc.
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glissements chimiques des protons du glycolipide 76/87 ou antigéne H-5-1.
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glissements chimiques de

F2 v 111 II I
Fucau1-2 Galp1-3 GicNAcp1-3 Galp1-4 Glcp1
ppm
H-1 5.014 4.460 4,620 4.285 4.228
H-5 4,094 nd nd nd nd
CH3 1.073 - - - .
N-Ac - - 1.844 - -
nd = non déterminé
tableau 25
glissements chimiques des protons du glycolipide t95/100 ou antigéne Le3.5.
glissements chimiques de
v F4 111 11 I
Galp1-3 (Fuco.1-4) GlcNAcp1-3 Galp1-4 Glep1
ppm
H-1 4,337 4.808 4.790 4287 4.220
H-5 nd 4,566 nd nd nd
CH3 - 1.032 - - -
N-Ac - - 1.840 - -

nd = non déterminé
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tableau 26

glissements chimiques des protons du glycolipide t155/165 ou antigéne Leb-5.

glissements chimiques de

F2 v F4 11 11 I
Fucou-2 Galp1-3 (Fucal4)  GIcNACB1-3 Galp1-4 Glep1
ppm
H-1 4.932 4.544 4782 4,652 4292 4.207
H-2 3.503 3.485 3503 3.599 3.450 3,046
H-3 3.626 3.494 3626 3.959 3.450 3.354
H-4 nd 37 nd nd 387 nd
H5 4.207 nd 4,602 nd nd nd
H-6 - nd - nd nd nd
CH3 1.088 - 1.097 - - -
N-Ac - - - 1.843 ; ]

nd = non déterminé
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tableau 27
glissements chimiques des protons du glycolipide £180/198 (t31-33); t199/260 (t30/31) ou antigéne ALeb.

glissements chimiques de

v F2 v F4 I II I
Galp1-4 Glep1

GalNAca1-3  Fucat-2 Galp1-3 (Fuca1-4)  GleNAcp1-3

ppm
H-1 5.054 5.081 4.610 4778 4.652 4286 4224
H-5 nd 4.209 nd 4542 nd nd nd
CH3 - 1.115 - 1.128 - - -
N-Ac 1.852 - - - 1.846 - -

nd = non déterminé

procédures expérimentales et résultats



tableau 28

glissements chimiques des protons du glycolipide t33/53 ou antigéne pk.

glissements chimiques de

III 1 I

Galou1-4 Galp1-4 Glcp1
ppm

H-1 4.817 4.281 4227

H-2 3,661 3318 3,046

tableau 29

170

glissements chimiques des protons du glycolipide t55/57 ou globoside (antigéne P).

glisssments chimiques de

v m I I
GalNACP1-3 Galou14 Galp1-4 Glcp1
ppm
H-1 4546 4838 4285 4229
N-Ac 1.865 - 3 ;
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figure 28 b BU \
extension de la région anomérique des spectres RMN 1H des antigénes glycolipidiques H-1, Lewis?, Lewisb ot A.LewisP. Ty,
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figure 29 & '

spectre COSY double-relai (COSY DR) de I'antigéne glycolipidique Lewisb.
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figure 31

spectre COSY 90 de l'antigéne glycolipidique Gb3.
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Discussion

L'analyse du matériel glycolipidique méconial par spectroscopie RMN n'a permis ['élucidation
structurale que de six antigénes. Il faut savoir que cette étude est rendue difficile par le peu de données
disponibles dans la littérature concernant la RMN des glycolipides. Il est donc nécessaire de disposer de
quantités importantes de matériel (de l'ordre de quelques milligrammes au minimun), qui seules
autorisent des analyses permettant l'attribution compléte de tous les paramétres nécessaires a
I'établissement d'une structure glycannique. Ainsi, les six structures décrites ici correspondent-elles donc
a des glycolipides neutres, lesquels sont pondéralement prépondérants dans le méconium. Ces structures
ont toutes été rapportées précédemment dans le méconium (Karlsson et Larson,1981), exception faite de
I'antigéne A Lewisb qui y est décrit pour la premiere fois. Basés sur une unité N-Acétyllactosaminique
de type 1, ces antigénes H, Lewis?, LewisP et A.LewisP sont également des constituants classiques de
I'épithélium intestinal adulte (McKibbin et al,1982; Bjork et al,1987).

Puisque leur analyse en résonance magnétique nucléaire est difficile, les autres glycolipides neutres
mineurs ainsi que les gangliosides sont actuellement en cours d'analyse par spectroscopie de masse.
Néanmoins, s'agissant du matériel gangliosidique, quelques indications structurales nous ont été fournies
par l'approche immunochimique:

= En premier lieu, nous avons détecté l'antigéne oncofoetal sialyl-LewisX (révélation positive avec
l'anticorps monoclonal FH6);

& deuxiémement, le méconium est un milieu extrémement riche en gangliosides possédant 1'épitope
NeuAca2-6Galp1-4GIcNAc comme nous l'ont montré les immunorévélations réalisées avec les
anticorps monoclonaux 1B9 et 1B2. Comme il a été discuté dans le chapitre précédent, ces séquences
sont fortement associées a la cancérisation et les analyses réalisées par spectrométrie de masse devraient
confirmer la nature oncofoetale de ces antigénes.

Quant au matériel de nature neutre, les fractions restant a étudier doivent renfermer des glycolipides de
masse moléculaire élevée ou polyfucosylés (peut €tre de nature polylactosaminique). En effet, ceux-ci
présentent des distances de migration sur couche mince extrémement faibles, méme dans le solvant

chloroforme/méthanol/CaCly aqueux (55/45/10, par vol.) spécifique des gangliosides.
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Nos études ont confirmé l'intérét du méconium humain en tant que source pour la préparation
d'oligosaccharides doués d'activité antigénique, de groupe sanguin ou reliés aux antigénes onco-foetaux
présents a la surface des cellules transformées. Les principaux types de glycoconjugués sont représentés
dans le méconium: mucines, glycolipides et oligosaccharides libres.

Les chaines oligosaccharidiques des mucines méconiales ont été bien étudiées par différents groupes.
Bon nombre d'antigénes onco-foetaux ont été localisés dans ces chaines O-glycanniques tels que les
antigénes LeX, sialyl-LeX. Ces antigénes présentant un intérét certain dans l'immunodiagnostic des
tumeurs ou d'autres recherches (sélectines, par exemple), notre démarche a principalement consisté en la
mise au point dune méthode de libération des chaines glycanniques des mucines (B-Elimination non
réductive) permettant d'obtenir des oligosaccharides natifs. Ces oligosaccharides sont directement
utilisables dans la synthése de néo-glycoconjugués (néoglycolipides ou néoglycoprotéines) par le
procédé d'amination réductive. Plusieurs oligosaccharides ont pu étre ainsi isolés et caractérisés,
porteurs notamment de 1'épitope LewisX. Cette méthode de B-Elimination non réductive s'avére donc étre
une alternative de choix face & I'hydrazinolyse douce, pour la libération des O-glycannes et la
préparation a grande échelle d'oligosaccharides d'intérét biologique.

Tout comme les chaines glycanniques des mucines, les glycolipides sont porteurs d'antigénes associés
aux tumeurs aisément caractérisables a I'aide d'anticorps monoclonaux. Le méconium ée caractérise par
une trés grande diversité en glycolif;ides, rendant leur séparation malaisée;. Nous avons contribué¢ a
introduire au Laboratoire les principales techniques nécessaires (notamment HPLC) a leur séparation et
leur isolement. Cette technologie nous a permis d'isoler plus d'une cinquantaine d'entités différentes.
L'obtention de ces modéles glycolipidiques nous a également permis d'aborder leur étude par différentes
méthodes physico-chimiques comme la RMN et la spectrométric de masse. D'un point de vue
antigénique, la plupart des glycolipides isolés a ce jour sont porteurs d'épitopes de groupe sanguin sur
une chaine de type 1. Ces constituants sont des marqueurs classiques de I'épithélium intestinal. La
structure A LewisP décrite dans le mémoire est rapportée pour la premiére fois dans le méconium.
L'analyse structurale en cours est focalisée sur les constituants neutres de haute masse moléculaire que
nous avons mis en évidence. Ces composés riches en fucose sont vraisemblablement de nature
polylactosaminique. Les gangliosides, quant a eux, réagissent avec des anticorps spécifiques dirigés

contre les déterminants sialyl-LewisX et 1'épitope tumoral NeuAca2-6GalB1-4GIcNAc. L'étude de ces
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constituants abordée en spectrométric de masse s'avére particuliérement intéressante et devrait nous
confirmer la nature associée aux tumeurs de ceux-ci.

L'intérét de l'étude des oligosaccharides libres et des glycoasparagines réside dans le fait qu'ils
trouvent leur origine dans le processus catabolique des glycoconjugués du tractus intestinal foetal.
L'analyse détaillée de ces composés suggére l'existence d'activités enzymatiques particuliéres au niveau
de l'intestin foetal, notamment une endo-B-galactosidase capable dhydrolyser les séquences
polylactosaminiques. Une telle enzyme n'a jusqu'alors été caractérisée que dans les microorganismes
bactériens. L'existence d'une activité endo-B-N-Acétylhexosaminidasique similaire a celle décrite dans le
cytosol de foie de Rat, ou d'une chitobiase lysosomale peut étre également avancée. Au niveau de ces
oligosaccharides libres sont égalemnt retrouvés des marqueurs qui semblent hautement spécifiques des

glycoconjugués de 1'intestin tels que I'épitope GlcNAca1-4Gal et la N-Acétylglucosamine intercalaire.

En conclusion, nous dirons que nos études bien que fragmentaires se sont étendues a toutes les formes
de glycoconjugués présents dans le méconium de Nouveau-né humain. Elles ont permis de confirmer
lintérét évident de ce milieu biologique pour la préparation a grande échelle de chaines
oligosaccharidiques reliées aux antigénes trouvés a la surface des cellules transformées. Elles nous ont
permis de mettre l'accent sur la grande hétérogénéité des glycolipides, qui représentent sans équivoque
les substances les plus intéréssantes, antigéniquement parlant. L'étﬁde des composés de haut poids
moléculaire ou acides permettra de définir sans nul doute de nouveaux antigénes associés aux tumeurs.
Ces études ont en dernier lieu ouvert un champ nouveau d'investigations qu'est celui du catabolisme des
glycoconjugués de l'intestin foetal. Ces processus devraient faire intervenir des activités enzymatiques

non encore caractérisées dans les tissus différenciés.
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