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Introduction 1

La biodiversité s'applique parfaitement a la classe des Amphibiens. Ces animaux sont
en effet représentés par un tres grand nombre de classes, de familles et de sous-familles
contenant elles-mémes une multitude d'especes et de genres. Certains d'entre eux n'existent
d'ailleurs que sur quelques métres carrés de forét tropicale. Cette diversité se traduit aussi par
leurs modes de reproduction aussi complexes que variés mais qui perpétuent, comme chez
toutes les étres vivants, l'espéce.

Certaines ¢tudes récentes montrent l'intérét des chailnes glycanniques dans les
mécanismes de reproduction puisqu'elles interviennent dans la spécificité de reconnaissance
des gamétes homologues. Les ovocytes d'Amphibiens constituent un excellent modéle pour
I’étude de tels glycannes. En effet ces ovocytes sont abondamment recouverts de gangues
concentriques essentiellement composées de glycoprotéines de type mucine hautement
glycosylées. Des études structurales sur les glycannes libérés par B-élimination réductrice des
mucines, ont été réalisées dans notre laboratoire. Celles-ci ont montré que dans toutes les
espéces étudices, il existe une hétérogénéité structurale des glycannes intrinséque a I'espece.
Ces résultats suggerent des activités glycosyltransférasiques particulierement actives et
parfois originales. Cette diversité structurale peut encore définir la biodiversité de ces
animaux.

Dans ce travail nous proposons, dans un premier temps, une revue générale qui
sarticule autour des 4 mots clés qui résument ce travail; Amphibiens, Mucines,
Oligosaccharides et enfin Résonance Magnétique Nucléaire.

Cette revue sera suivie des résultats obtenus qui ont consistés & isoler et définir la
structure primaire des oligosaccharide-alditols majeurs contenus dans les gangues ovulaires
de 3 espéces d'Amphibiens : Axolot] tigrinum (Urodéle), Rana temporaria et Rana palustris
(Anoures). Ces travaux ont fait 1’objet de 4 publications et de 2 autres qui seront
prochainement soumis a référer. Les structures primaires des oligosaccharide-alditols ont pu
étre déterminées essentiellement & partir des données de la résonance magnétique nucléaire
du proton et du carbone ; cette technique se révele particuliérement puissante pour I’analyse
de telles molécules biologiques.

Enfin, les différentes structures isolées de chaque espéce sont en faveur d’une
biodiversité basée sur le polymorphisme des chaines glycanniques des mucines sécrétées du

tractus oviducal.
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Les Amphibiens et leur reproduction 3

1. DEFINITION

Amphibien est un nom d’origine grecque qui signifie double existence faisant réfé-
rence a une vie aquatique et a une vie terrestre. C’est Linné (1707-1778) qui utilisa le premier
le terme Amphibien, désignant ainsi un ensemble de vertébrés disparates dont le seul carac-
tére commun est une nécessité de retourner dans le milieu aquatique pour s’y reproduire,
alors qu’ils possédent une morphologie plutot adaptée a la vie terrestre. Brongniart (1801-
1876) leur donna le nom de Batraciens aprés que ce groupe de vertébrés inférieurs eiit été
plus amplement ¢tudié et connu. Enfin en 1806, Duméril distingua les deux types

d’Amphibiens en les définissant Anoures pour les ecaudata et Urodeles pour les caudata.

Ainsi la définition (générale) actuelle des Amphibiens ou Batraciens correspond a :
des vertébrés a température variable, a peau nue, 3 circulation sanguine double et a respira-
tion pulmonaire chez ’adulte. IIs sont pourvus, chez certains ordres, de quatre membres
adaptés a la marche et ont un développement embryonnaire marqué par 1’absence d’amnios et
d’allantoide et en général a larve aquatique subissant une métamorphose pour donner I’adulte.

Iis sont encore dit anamniens et anallantoidiens

2. CLASSIFICATION

En 1974, les herpétologistes estimaient a environ 2000 le nombres des especes
d’Amphibiens, qui par ailleurs n’étaient pas toutes répertoriées ni classées. En 1992, W.
Duellman en recensait environ 3800, soit environ deux fois plus qu’il y a vingt ans. Ceci
s’explique par le fait qu’il existe de nombreux phénomenes de convergences entrainant une

morphologie assez semblable de la plupart d’entre eux.

Ainsi la classe des Amphibiens se divise en trois sous-classes : les Labyrinthodontes,
les Lepospondyles et les Lissamphibiens mais seule cette derniére est représentée aujourd’hui,
les deux autres étant fossiles. La classification est basée essentiellement sur la phénotypie des

especes (principalement sur le squelette) et se divise en trois ordres d’importance variable.
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Classe Amphibiens

Sous-Classe | gpyrinthodontes *

Ordre
~ £
Anoures Urodeles Gymnophiones
____________________________ e e 5 e 5 e i
Archeobataehg  ——— | Cryptobranchoideo —
. L Ambystomaloiteq ——
Masotatrochic [
| Solormandroidea —
Neobatrachioo  — "
— Sirenoideq ——
| Profeicea
Sous-Ordre
___________ oo o e g an s e i e B SR s s sttt s sllalee o n e s i e e ) sl a e e s e
i bl — —_
— Pipoideo
H— Ranoide@  ——
— Butonoideo —
___________________ L. ) A (00 0 OSR]Iy | I Sy SR I WO
| L
— Pipictos
- % —
= - i
i = Ambyslomatidos ——
— Amphumidoe —
I p—
l— RPanicioe _— r'—
| - * o
B L
— Bufoniioe ==
___________________________ e e L e e e I e SO
N o e s L. Ambvstomatinue
— Runinae | Pleurodelinae
e | Yenopus Pleurodeles 3
dmbystonia
- Bufo Runa
ambystome
alt! A
bufo temporarid I walt agrimum
— fuevis Ica
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maculatum
+ . Fossile

I es noms en rouge representent la phy logéme des especes étudiées au laboratoire

Figure 1 : Représentation schematique de la classification des Amphibiens.



Les Amphibiens et leur reproduction §

2.1 ORDRE DES APODES OU GYMNOPHIONES:

Les apodes se caractérisent par |'absence de membres
et par leur physionomie vermiforme. Leur reproduction est
différente suivant les especes ainsi les apodes peuvent étre

aussi bien vivipares qu ovipares. Cependant les males posse-

dent un organe copulateur qui permet alors une fécondation

w

, _— interne. Cet ordre comprend six tamilles distinctes: L
Crymnophis multiplicata P wtlies d ce e

[chthvophiidae, les Rhinatremidae, les Scolecomorphidae,
les Dermophidae, les Cueciliidae et les Tvphlonectidae. 11 est a souligner que ces apodes ne

sont présents que dans les régions chaudes du globe.

2.2 ORDRE DES URODELES

Cet ordre est caractéris¢ par le fait que ces
vertebreés infeérieurs possedent des vertebres
caudales durant toute leur existence. Cet or-
dre est constitu¢ de cinq sous-ordres (figure

1) dont les caractéristiques varient d’un sous-

ordre a "autre.

Ambystoma tigrinum

v Cryptobranchoidea . Fécondation externe, taille importante, ovipare et métamorphose
avec séquelles embryonnaires (dents larvaires). Ils sont représentés par deux familles.

v Ambystomoidea : Fécondation interne par un spermatophore. mais leur principale carac-
téristique reste, pour certaines especes, leur possibilité de néoténie. Ce sous-ordre est
représenté par quatre familles, dont une, fossile.

v Salamandroidea : ce sous-ordre ne comporte qu une famille divisée en trois sous-
familles et représente la majorité des Urodeles européens. Cette famille se caractérise
par une ponte réduite (une vingtaine d’ceufs) cependant les ovocytes sont volumineux,
et se reproduisent par fécondation externe.

v Proteoidea : Ce sont des animaux a néoténie obligatoire ne représentant qu’un petit
groupe d’Urodeles : ils sont ovipares et essentiellement cavernicoles. Ce sous ordre est

restreint a deux familles dont ['une est fossile.
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v Sirenoidea - Représentés par une seule famille, les Sirenoidea sont néoténiques, an-
guilliformes. a branchies externes persistantes et ne possédent pas de membres posté-
rieurs. Bien que classé chez les Urodeles, ce sous-ordre reste "énigmatique” tant leur

morphologie et leur mode de vie sont particuliers.

2.3 ORDRE DES ANOURES

Les Anoures représentent la plus
grande des familles de Batraciens et sont vul-
gairement appelés grenouilles, crapauds et
autres rainettes. La principale différence avec
I"ordre des Urodeles est que ces Amphibiens

ne possedent pas de queue a I'¢tat adulte.

Leur classification nest pas ais€e en raison

Rana temporariu

de I'évolution parallele et convergente des
différentes divisions. C'est pourquol ces
Anoures s¢ divisent en trois sous-ordres qui comprennent de nombreuses super-familles,

familles. sous- familles et une multitude de genres :

SOUS-ORDRE DES ARCHEOBATRACHIA
v Discoglossoidea - Cette super-famille se divise en deux familles, les Discoglossidae qui
sont représentés sur tout le continent et sont de petite taille et les Leiopelmatidae qui repré-

sentent la forme la plus primitive des Anoures ; leur fécondation est interne.

SOUS-ORDRE DES MESOBATRACHIA

v Pipoidea - Cette super-famille est représentée par les Pipidea qui vivent et se reprodui-
sent exclusivement dans I'eau. Ces Batraciens ont une perception chimique hautement déve-
loppée contrairement aux autres ou la perception est essentiellement visuelle. Le genre le plus
connu est \enopus leur aptitude a supporter la captivité en a fait un animal de laboratoire par
excellence Les deux autres familles sont Rhnophrynidue et Paleobatrachiadue (cependant
cette dernicre est fossile).

v Pelobatoidea : Autre super-famille des Mesobatrachia, ces animaux sont présents sur

tout les continents et les especes ont un développement tout a fait classique.

SOUS-ORDRE DES NEOBATRACHIA
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Par le nombre d’especes qu’il comporte, c’est le plus important des sous-ordres des

Anoures, 1l est d’ailleurs représenté par trois super-familles et de nombreuses familles (Fig.

1.

v Bufonidae : Cette super-famille est la plus importante, par le nombre de ses représen-
tants, et renferme une tres grande diversité d’espéces réparties en douze familles. Celles
ci renferment notamment le genre Phyliomedusa, Bufo ainsi que le genre Sminthillus,

qui est le plus petit des Batraciens, ne mesurant que quelques centimeétres.

v Ranoidea : Celle-ci est également tres bien représentée et se divise en trois familles. On
retrouve notamment le genre Rana qui a lui seul renferme plus de 200 especes connues.

Ces Ranoidea présentent une grande variabilité morphologique mais €galement écolo-

gique.

v Microhyloidea : Cette super-famille est représentée par une famille et neuf sous-
familles. Les espéces sont morphologiquement proches des Ranoidea, ce qui a valu aux

taxinomistes de nombreuses difficultés a les classer.

2.4 CONCLUSION

Au terme de cette bréve présentation, nous pouvons conclure que de par leur diversité,
dans leur morphologie, leur habitat, leur mode de reproduction, les Amphibiens représentent
’ordre des vertébrés le plus complexe, ce qui en fait un modéle de choix dans de nombreuses
études scientifiques. La taxinomie de ces especes s’est faite, entre autres, par la phénotypie, et
en particulier, par 1’étude morphologique du squelette. Les travaux de génie génétique et bio-
chimique vont probablement conduire a de nombreux bouleversements dans cette classifica-
tion, d’autant plus que les herpétologistes découvrent régulicrement de nouvelles espéces
alors que d’autres tombent en synonymie ou disparaissent. IIs estiment ainsi que de nombreu-
ses especes inconnues existent dans certaines régions non encore explorées, notamment en
Asie centrale et en Amérique du sud. Pour de plus amples informations, le lecteur pourra se

référer aux ouvrages spécialisés ; notamment le traité de zoologie de Pierre-P. Grasse (1986).
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3. LA REPRODUCTION DES AMPHIBIENS

Fait assez rare dans le régne animal, les Amphibiens ont la particularité¢ de posséder
des modes de reproductions extrémement variés. Ainsi ils peuvent étre ovipares (cas le plus
fréquent) ou vivipares suivant les ordres ; cependant tous les ovocytes ont la particularité
d’étre entourés par une gelée nécessaire et indispensable a leur fertilisation. Chez les espéces
ovipares les ovocytes sont pondus de différentes manicres, ainsi ils peuvent étre émis en
grappe comme chez les Ranidés, ou en cordons comme chez les Bufonidés (Fig. 2a,b). De
plus la quantité d’ccufs est trés varnable suivant les ordres et les espeéces. Ainsi le nombre
d’ovocytes chez les Anoures varie de 1 chez Sminthillus de Cuba a plus de 12000 chez le cra-
paud vert et ceci pour une secule ponte, alors que les Urodéles en émettent de 3-5

(Hydromantes) a environ 400 chez les Tritons.

Dans cette partic nous expliquerons succinctement le devenir des ovocytes, de
I’ovulation a la fécondation. Nous insisterons sur I’importance des gangues ovulaires entou-

rant les ovocytes

Figure 2a : Représentation schématique des différents types de gangues chez les Urodéles. 1- Hynobius lichena-
tus, 2-Cryptodranchus alleganiensis, 3-Ambystoma jeffersonianum, 4-Ambystoma maculatum, 5-Siren lacertina,
6-Necturus maculosus, 7-Taricha granulosa, 8-Triturus vulgaris, 9-Amphiuma means, 10-Desmognatus fuscus,
11-Pseudoeurycea belli. D’aprés Salthe (1963) '
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Figure 2b : Représentation schématique de la morphologie des différentes gangues d'Anoures. 1-Xenopus laevis,
2-Pipa pipa, 3-Bombina variegata, 4-Alytes obstetricans, 5-Scaphiopus hammondi, 6-Kyarranus sphagnicolus,
7-Adelotus brevis, 8-Pseudophryne dendyi, 9-Eleutherodactylus abbotti, 10-Bufo bufo, 11-Bufo terrestris, 12-
Hyla crucifer crucifer, 13-Acris crepitans, 14-Rana pipiens, 15-Rana temporaria. D’ aprés Salthe (1963)

3.1 L’ovIDUCTE

L’organe reproducteur femelle (ou canal de Miiller) des Amphibiens (Figure 3) se
présente comme une structure tubulaire pouvant atteindre de 3 a 4 fois (tous segments con-
fondus) la longueur du tronc de I’animal. Il se décompose en trois parties : la pars recta qui
est courte et transparente, la pars convoluta représente la plus grande partie (chez les ovipa-

res) et prend une forme large et contournée et enfin la pars uterina assez courte et curviligne.
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Cavité coelomique

|

Trompe cilide

l

Owiducte antérieur

Pars recta ,
Oviducte moyen

l

Pars convoluta
Oviducte postérieur

Ovisac
Pars uterina Utérus

| |

Cloaque
Figure 3 :Représentation schématique du canal de Miller

La pars convoluta est responsable de la sécrétion des différentes gangues entourant
I’ceuf (Boisseau 1975, Shivers & James 1969, Steinke & Benson 1970) et constitue la plus
grande partie de l'oviducte. Celui-ci est divisé en trois parties, 1’oviducte antérieur (O.A.),
I’oviducte moyen (O.M) et I’oviducte postérieur (O.P.) (Boisseau & Joly 1972). Mais certains
auteurs (Shivers & James 1969) décomposent ces parties en segments reliant ainsi le nombre
de gangues avec ces différentes régions. (Fig. 4). Cependant chez les espéces vivipares
(Typhlonectes compressicaudus, Apode) la pars convoluta est peu développée et plus ou
moins rectiligne laissant place a une pars uterina qui est beaucoup plus importante permet-

tant ainsi a I’embryon de s’y développer, on parle alors d’utérus ou d’ovisac.

Ovocyte vitellin

Figure 4 : représentation schématique du trajet des ovocytes de la ponte a la maturation. La nomenclature des

régions de ’oviducte est faite en fonction de la synthése des gangues. (inspiré de Katagiri 1986)
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Les ovocytes nouvellement pondus par les ovaires sont transportés vers les trompes.
Ce transport ceelomique est effectué grace a des cellules cili€es, réparties sur plusieurs orga-
nes (péricarde, foie et mésovarium) (Fig. 5). Les cils sont disposés de telle maniére qu’ils
convergent tous vers la trompe (Rught 1935). Les ovocytes, qui ne sont pourvus que de leur
seul chorion (ou enveloppe vitelline), arrivent donc dans 1’oviducte antérieur ou ils vont subir
une maturation. Le transport intra-oviducal est également assuré par des cellules ciliées
(Rught 1935, Low et al 1976) qui sont disposées de différentes maniéres suivant les classes
d’ Amphibiens. Ce transport n’est pas spécifique et il n’est pas dit 2 des phénomenes de péris-
taltisme. Par ailleurs de nombreuses expériences ont montré que des billes de verre et des
ceufs d’especes phylogéniquement éloignées ou non peuvent étre transportés (Amold & Sha-
ver 1962; Houillon 1972; Lavin 1964); et de facon trés surprenante les billes et les ceufs hété-
rologues ont été pourvus de gangues parfaitement concentriques et uniformes.En effet, les
études histologiques ont montré que la paroi de ’oviducte est pauvre en muscles lisses, mus-

cles responsables du péristaltisme.

Figure 5 : Coupe transversale d’un Amphibien, Rana pipiens, selon Rugh (1935).

L’ovocyte qui a atteint la trompe n’est pourvu que de son seul chorion et ¢’est au ni-
veau de I’oviducte moyen (pars convoluta) et de ses différents segments que cet ovocyte se
voit entouré de gangues réguliérement déposées de manié¢re concentrique. Plusieurs auteurs
ont étudié ce mécanisme chez différentes espéces (Shivers & James 1969: Boisseau e al
1974; Humphries A. A. Jr. 1966), ils en ont conclu que seule la rotation de I’ovocyte est res-
ponsable de I"uniformité des dépdts de produits de sécrétion. Les ovocytes ainsi pourvus de
leurs gangues peuvent soit séjourner dans I’ovisac soit &tre expulsés via le cloaque.
L’expulsion peut étre induite par plusieurs phénoménes tels que des contractions musculaires,
contrdlées par des hormones hypophysaires (Abalain 1977), ou par I’amplexus du méle
(Heller et al 1970).
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Le role de 'oviducte se résume donc au transport ccelomique des ovocytes et a leur
maturation. Toutefois la fonctionnalité de cet organe est étroitement controlée par différentes
hormones en fonction du cycle ovarien (Adams 1940, Jergensen & Vijayakumar 1970). Ce
sont essentiellement les hormones sexuelles de type estrogénes et notamment 1’cestradiol et
la progestérone (Lodge & Smith 1960, Joly & Picheral 1972, Boisseau 1975, Jego 1977,
Maack er al 1985) qui controlent les fonctions des différents types cellulaires (Ovaire, cellu-
les ciliées, cellules mucosécrétrices) responsables de I’ovulation et de la maturation des ovo-
cytes avant leur expulsion. Toutefois certains travaux (Thornthon & Evenett 1969, Jego &
Abalin 1978) montrent que certaines hormones hypophysaires (prolactine) peuvent provoquer
la sécrétion du matériel mucilagineux méme en ’absence d’ovocyte. Enfin I’expulsion des
ovocytes matures est conditionnée par certaines hormones neuro-hypophysaires (Heller

1970), telle que la vasotocine, mais surtout par certains stimuli extérieurs.

Stimuli extérieurs

v v ¥
Hypothalamus
Hypophyse
Homones
gonctotropes \
: . L 3 L] ’I ,* ®» & =& = s . : - - = ® & = =& ® =& s 9 8 = , L] .
. Ovaire |. Ovaire .
/ * . Progestérone .
Qestrogénes ., / \ .
) "l ovocyte <« Oviducte |.
Foie - * Sécrétion des
nuhitionelle "o gangues

Schéma 1 : Représentation de la régulation hormonale de la vitellogenése 2 la maturation.

3.2 L’OVOCYTE

L’ ovocyte est donc constitué de ’ovocyte ceelomique enfoui dans une matrice extra-
cellulaire (M.E.C.) abondante, insoluble et trés hydrophile (Yurewicz er a/ 1975). Cette der-
niére est déposée lors du passage des ovocytes dans 1’oviducte (Rught 1935, Humphries 1966,
Shivers & James 1969, Jorgensen & Vijayakumar 1970, Gusseck & Hendrick 1971, Boisseau
et al 1974, Low et al 1976, Picheral 1977a, Hedrick 1991) et elle est caractéristique de tout
Amphibien (Salthe 1963, Yurewicz ez al 1975). Cette M.E.C. est composée de plusieurs cou-
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ches de composition et de morphologie bien distinctes suivant le groupe et I'espéce
d’Amphibien (Katagiri er a/ 1987, Elinson 1986, Caroll er al 1991a,b) (Fig.6). C’est Salthe
(1963) qui a réalisé I’étude descriptive la plus compléte & ce jour puisqu’elle repose sur 33
espéces d’Urodéles et 41 especes d’ Anoures. C’est ainsi que les ovocytes d’Urodéles peuvent
étre classés en deux groupes, 1’un possédant une chambre capsulaire, I’autre, mineur, n’en
possede pas ; néanmoins leur morphologie est assez semblable. Les ovocytes d’Anoures sont
quant a eux difficiles a classer tant leur diversité morphologique est trés grande ce qui rend
complexe une comparaison par espeéce. Le seul point commun des Anoures est qu’ils ne pos-
sedent pas de chambre capsulaire, hormis les espéces les plus primitives : Discoglossus et
Pipa (Salthe 1963).

L’architecture globale de la matrice extra-cellulaire (Fig. 6) est définie par I’espace
périvitellin qui isole I’ovocyte de I’enveloppe vitelline (ou chorion), le chorion qui est relati-
vement mince, et enfin les gangues ovulaires qui sont présentes en nombre variable suivant
les especes (Salthe 1963, Freeman 1968, Shivers & James 1969, Yurewicz et al 1975, Cam-
panella 1975, Mc Laughlin & Humphries 1978, Yoshizaki 1985).

Les roles de ces enveloppes sont nombreux et divers ; elles sont indispensables, in
vivo, a une fertilisation réussie (Rught 1935, Kambara 1953, Katagini 1966, 1973, Hendrick &
Nishihara 1991, Omata 1993) et a un développement normal de I'embryon résultant
(Humphries 1961). De nombreuses études de la matrice extra-cellulaire, essentiellement sur
Xenopus laevis, ont été réalisées permettant ainsi d’en définir la composition, la structure et
I’importance biologique. Ainsi la microscopie €lectronique (Dumont & Brumett 1977 ; Grey
et al 1974,1977 ; Larabell & Chandler 1989) a révélé 1’orgamisation quaternaire des macro-
molécules qui composent cette derniere et les techniques immunologiques, enzymatiques et
chimiques ont permis d’en déterminer la composition (Yurewicz et al 1975 ; Gerton & He-
drick 1986a,b ; Lindsay & Hedrick 1989 ; Bakos et a/ 1990a ; Takamune et a/ 1986). Tous
ces ¢léments ont permis aux auteurs de définir un certain nombre de mécanismes impliqués
dans le processus complexe de la fertilisation, de la reconnaissance des gameétes homologues

a la fécondation.

3.2.1 L’ESPACE PERIVITELLIN

Larabell & Chandier (1989) ont été les premiers & caractériser I’espace périvitellin

comme étant un réseau dense de fibres reliant la surface de I’ovocyte au chorion.
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3.2.2 LE CHORION

Cette enveloppe a été étudiée de maniére approfondie chez Xeropus laevis, néanmoins
elle existe chez tout les ovocytes d’ Amphibiens. Le chorion posséde une ultrastructure et une
composition macromoléculaire différente suivant le stade de maturation de I’ovocyte. Alors
que I’ovocyte est encore dans I’ovaire, ce chorion est appelé enveloppe ovarienne, il est appe-
1é enveloppe cceelomique lorsqu’il est associé & 1’ovocyte nouvellement pondu. Cette enve-
loppe ceelomique est convertie en enveloppe vitelline lorsque I’ovocyte a franchi 1a pars recta
de I'oviducte et enfin cette derniére se transforme en enveloppe de fertilisation sous I’action

du contenu des granules corticaux.

3.2.2.1 L’enveloppe ovarienne

Bien étudiée en microscopie €lectronique (Dumont & Brumett 1977, Grey et al 1977),
cette enveloppe est composée de macromolécules fibrillaires formant une ultrastructure tubu-
laire organisée en réseau tridimensionnel complexe. Gerton & Hedrick (1986a,b) ont décrit
six glycoprotéines différentes possédant des masses moléculaires de 37 a 120 kDa. Une dé-
glycosylation chimique a mis en évidence une glycosylation importante (Lindsay & Hedrick
1988, Bakos ef a/ 1990a,b).

3.2.2.2 L’enveloppe ceelomique

Associée a I’ovocyte nouvellement expulsé de I’ovaire, la composition en glycoprotéi-
nes de l'enveloppe ceelomique est la méme que celle de la précédente (Gerton & Hedrick
1986, Takamune et al 1986) seule leur organisation est différente. Elles sont associées pour
former des paquets de fibres, eux-méme regroupés en réseau tubulaire mais beaucoup plus
lache que dans I’enveloppe ovarienne (Larabell & Chandler 1989, Dumont & Brumett 1977,
Grey et al 1977). Ces fibres sont reliées a la membrane plasmique via ’espace périvitellin.
D’autres auteurs ont étudié ’ultrastructure de cette méme enveloppe chez d’autres especes
d’amphibiens telles que Rana japonica (Yoshizaki & Katagiri 1981) ou encore Bufo arena-
rum (Mariano et a/ 1984) et montrent ainsi une similarité¢ avec celle décrite chez Xenopus

laevis.
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Dans les conditions ir vivo, un ovocyte pourvu uniquement de cette enveloppe n’est
pas fécondable (Barbieri & Brudeger de Atenor 1973) ; néanmoins Elinson (1971 ;1973a,b) a
réussi a fertiliser, in vitro, des ovocytes ceelomiques a condition que ceux-ci soient mis en
suspension avec des extraits de 1’enveloppe vitelline traités préalablement avec des agents
réducteurs et enzymatiques (trypsine) . Katagiri (1974) a quant a lui réussi a faire féconder,
des ovocytes vitellins de Rana par des spermatozoides de Bufo en présence d'extraits diffusi-
bles des gangues de Bufo, et ceci & haute fréquence. Cependant il convient de noter que les

ceufs ainsi fécondés ne se développent que jusqu’au stade de la gastrula.

3.2.2.3 L’enveloppe vitelline

L’ovocyte ccelomique est transporté vers I’oviducte par le réseau ciliaire décrit précé-
demment, il traverse alors la pars recta. C’est a ce niveau que I’enveloppe ceelomique va su-
bir de profondes modifications. La composition en glycoprotéines y est différente (Takamune
et al 1986). Ces auteurs y ont recensé 7 glycoprotéines dont une nouvelle et une autre modi-
fiée par dégradation enzymatique (Gerton & Hedrick 1986a ; Lindsay & Hedrick 1988 ; Ba-
kos et a/ 1990b). Hedrick et Nishihara (1991) ont suggéré que la nouvelle GP (57kDa) est
synthétisée par les cellules de ’oviducte. En outre les propriétés physiques de ces molécules
sont fondamentalement différentes, puisque leur sensibilité & différents agents chimiques et
enzymatiques est totalement modifiée. (Wolf 1974 ; Nishihara et a/ 1983 ; Bakos et al
1990a,b ; Hedrick & Nishihara 1991). De méme la microscopie €lectronique montre une
modification de leur organisation. Celles-ci sont toujours associées en fibres mais forme un
réseau tubulaire plus mince et beaucoup plus uniforme que celui observé dans I’enveloppe
ccelomique (Larabell & Chandler 1988, 1989). Ceci a également été observé chez Rana ja-
ponica (Yoshizaki & Katagiri 1981 ) Bufo japonicus (Katagiri et al 1982) et Bufo arenarum
(Manano et al 1984)

Toutes ces modifications sont donc reliées au passage de I’ovocyte dans la partie pars
recta de I’oviducte. Miceli ef of (1978 a,b) ont montré I’existence d’une protéase sécrétée par
les cellules de I’oviducte, alors que Cabada er @/ (1978) 'ont 1solée et décrite comme étant
une glycoprotéine (retenue sur concanavaline A Sépharose) ayant une activité trypsique. Mi-
celi et Fernandez (1982) qui ont partiellement purifié cette enzyme chez Bufo arenarum, sug-
gérent également que cette protéase posseéde effectivement une activité trypsique qui induit

les modifications physico-chimiques de I’enveloppe ccelomique. Cette enzyme relarguée dans
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le tractus oviducal sous forme de granules de sécrétions, est appelée oviductine. Chez
I’espece Bufo japonicus, Takamune et Katagiri (1987) ont également purifié, a partir de ces
granules de sécrétion, une protéase qui hydrolyse spécifiquement une glycoprotéine (GP43)
de I’enveloppe ccelomique. De plus ils ont mis en évidence que seul un extrait brut de ces

granules est 4 méme de rendre fertilisable un ovocyte vitellin.

La principale fonction de cette enveloppe est de présenter les ligands nécessaires aux
récepteurs des spermatozoides, et c'est la raison pour laquelle elle est encore appelée enve-
loppe de réception des spermatozoides (Larabell & Chandler 1988). Lindsay & Hedrick
(1988) ont pu mettre en évidence les interactions entre ces spermatozoides et 1’enveloppe
vitelline en utilisant les méthodes d’immuno-répliques et montrer que les enzymes des sper-
matozoides (Raisman et Barbieri 1969 ; Elinson 1971 ; Iwao & Katagiri 1982) sont capables

de lyser cette barri¢re afin de faciliter leur pénétration.

3.2.2.4 Enveloppe de fertilisation

Elle apparait suite 4 la fécondation et résulte de la transformation de I’enveloppe vi-

telline par différents processus que nous tenterons de résumer ici.

La fécondation a toujours lieu dans le pole animal de ’ovocyte (Elinson 1986, Char-
bonneau & Picheral 1983), il s’ensuit une dépolarisation de la membrane plasmique avec un
changement du potentiel membranaire qui provoque la fusion des granules corticaux avec la
membrane et 1I’exocytose de leur contenu. Cette expulsion s’accompagne de nombreux chan-

gements physiologiques de I’ceuf (Elinson 1986).

Grey et al (1974) et parallélement Wolf (1974) ont mis en évidence le contenu de ces
granules corticaux, dont une glycoprotéine de masse moléculaire 50 kDa qui est capable
d’induire artificiellement la fertilisation d’ovocytes dégangués, ils Iont appel€é composé F.
Celui ci se polymérise en présence d’ions divalents (Ca*") pour former une enveloppe résis-
tante, dense aux électrons (Wyrick et al 1974). Ultérieurement Greve et Hedrick (1978) ont
mis en évidence une glycoprotéine ayant une activité lectinique spécifique du galactose qui,
pour ces auteurs, est responsable de la formation de la couche F (dite de fertilisation), en effet
elle se complexe avec les résidus galactosyls présents dans la premiére couche de gangues.
Cependant les travaux de Yoshizaki et Katagiri (1984) qui confirment que ce composé F est

bien une lectine, ont proposé qu’elle a pour ligands des structures galactosylées synthétisées
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par les cellules "oviducales” de la pars recta (Yoshizaki 1984). Cette couche F, couche dense
aux €lectrons, qui se trouve donc a I'interface entre 1’enveloppe vitelline et la premiére cou-
che de gangues (Grey ef al 1974, Wolf 1974, Yoshizaki & Katagiri 1984), permet de piéger le
contenu des granules entre 1’enveloppe de fertilisation et 1a membrane de I’ceuf, formant ainsi

une barri¢re osmotique (Schmell ez a/ 1983).

Certaines glycoprotéines de ’enveloppe vitelline subissent une hydrolyse partielle
sous 1’action d’enzymes protéolytiques relarguées de ces mémes granules corticaux, cette
hydrolyse ménagée va conférer a cette enveloppe une plus haute résistance aux protéases des
spermatozoides (Miceli er al 1977 ; Schmell et al 1983 ; Wyrick et al 1974). Prody et al
(1985) ont purifié une glycosidase (N-acétyl-B-D-glucosaminidase) des granules corticaux des
ceufs de Xenopus laevis. Cette glycosidase est relarguée dans I’espace périvitellin et hydrolyse
les sites de fixations des lectines membranaires du spermatozoide. L enveloppe vitelline est
ainsi transformée en enveloppe de fertilisation, imperméable aux spermatozoides, résistante a
la solubilisation thermique, chimique et enzymatique (Katagiri 1973, Wolf 1974) et particu-
lierement résistante a la lysine du spermatozoide (Miceli et a/ 1977, Grey et al 1976). La mise
en place de cette couche F ("F-Layer"), la transformation de la membrane vitelline en enve-
loppe de fertilisation et le relargage d’enzymes hydrolytiques assurent aux ceufs d’anoures la
monospermie (Schmell ez a/ 1983). Il semble que la mise en place de cette enveloppe imper-
méable aux spermatozoides soit commune a de nombreuses especes d’animaux. Ainsi Vac-
quier (1973) a décrit des phénomeénes semblables chez ’oursin Ginsburg (1961) chez les

poissons.

3.2.2.5 Les gangues ovulaires

g~ N
S e
ovocyte e.p.

A

Figure 6 : Représentation de la matrice extracellulaire des ovocytes d’Anoures (A) et d’Urodéles (B). J - jelly,
GE : gangue externe, GM : gangue moyenne, GI : gangue interne, z.d. : zone dense, e.v. : enveloppe vitelline,
e.p. . espace périplasmique. (D’apres Salthe 1963)
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3.2.2.5.1 Description des gangues

Nous avons vu précédemment que tous les ovocytes d’ Amphibiens sont entourés par
une matrice extracellulaire extrémement abondante. Cette matrice est composée, en plus de la
membrane vitelline, d’une série de gangues plus ou moins visqueuses qui sont déposées de
mani¢re concentrique lors du passage de Iovocyte vitellin dans la pars comvoluta de
I’oviducte (Good & Daniel 1943 ; Shivers & James 1969 ; Jorgensen & Vijayakumar 1970 ;
Barbieni & Budeger de Atenor 1973 ; Low er al 1976 ; Maack er al 1985) et dont la synthése
est étroitement controlée par les hormones cestrogénes (Thornton & Evenett 1969 ; Boisseau
1975 ; Jego 1976b ; Jego & Abalin 1978 ; Maack et a/ 1985). Nous distinguons la (les) gan-
gue(s) interne(s), les gangues moyennes et les gangues externes synthétisées et déposées res-
pectivement dans la partie antérieure, médiane et postérieure de la pars convoluta de
I’oviducte. Il existe donc autant de régions oviducales que de gangues (Shivers & James
1969).

Bien que I’architecture globale des ovocytes soit équivalente chez tous les Amphi-

biens (Anoures, Urodéles et Apodes) il existe des différences fondamentales entre les ordres.
Les ovocytes d’Urodeles sont distingués en deux groupes suivant leur morphologie :

&  Dans le premier groupe (Hynobidés, Ambystomatidés, Salamandridés) les cellules
possedent une chambre capsulaire interne, extrémement résistante, qui permet une
rétention de la gangue interne trés fluide et trés hydratée assurant la libre rotation
de I’embryon (Salthe 1963), cette capsule est elle-méme, recouverte par les gan-

gues moyenne(s) et externes particuliérement abondantes.

=  Le second groupe (Plethidontidés) est caractéris€ par ’absence de chambre capsu-
laire mais possede une enveloppe vitelline trés abondante, renfermant des granules

de glycogéne (Picheral 1977b) et des gangues externes tres résistantes.

Chez les Anoures, I’organisation générale de la matrice est semblable mais I'absence
de chambre capsulaire est générale hormis quelques rares exceptions (Discoglossus, Pipa,
Alyte, Leptodactyl) ou celle-ci subsiste tout en possédant une morphologie différente de celle
des Urodéles. Salthe (1963) a montré qu’il est impossible de classer les espéces suivant la
morphologie de leurs ceufs tant le nombre et la complexité structurale des gangues sont

grands d’une espéce a ’autre. De plus il observe qu’il n’existe pas de corrélation entre la
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morphologie de I’ceuf et son site de développement, mais qu’il en existe une avec le lieu de
ponte (terrestre ou aquatique). Il est toutefois reconnu que la présence d’une chambre capsu-
laire et la complexité dans I’organisation des gangues sont les caracteres primitifs des espé-

CCs.

3.2.2.5.2 Composition des gangues

Les gangues sont donc présentes en nombre variable suivant les ordres et les espéces
(Shivers & James 1969 ; Del Pino 1973 ; Barbieri & Budeger de Atenor 1973 ; Campanella
1975 ; McLaughlin & Humphries 1978 ; Yoshizaki 1985). Les études chimiques, histochimi-
ques et immunologiques montrent qu’elles sont constituées de protéines et de sucres (Lee
1967 ; Freeman 1968 ; Shivers & James 1969 ; Steinke & Benson 1970 ; Katagiri 1973 ; Jego
1974 ; Yurewicz et al 1975 ; Jego 1976b), formant des glycoprotéines (GP) de poids molécu-
laire élevé (Nishihara ef al 1983), spécifiques de chaque gangue et exhibant une grande va-
riabilit¢ de déterminants antigéniques (Shivers 1965 ; Shaver 1966 ; Katagiri 1967,1968 ;
Yurewicz et al 1975 ; Jego 1976a ; Yoshizaki 1985 ; Hedrick & Nishihara 1991). De nom-
breux travaux, notamment électrophorétiques, sur la localisation des GP ont été réalisés met-
tant en évidence que les gangues internes renferment généralement des GP a caractére acide
tandis que les GP des gangues moyennes et externes sont généralement neutres (Freeman
1968 ; Steinke & Benson 1970 ; Boisseau et a/ 1974 ; Yurewicz et al 1975 ; Caroll et al
1991b). L’intégrité de toutes ces couches est assurée par de nombreux ponts disulfures inter-
protéiniques (Gussek & Hedrick 1971), mais chacune d’entre elles peut étre séparée de ma-
ni¢re manuelle, chimique ou physique (Freeman 1968 ; Jego 1976b ; Yurewicz et al 1975).
Ces propriétés conferent a ces GP une structure quaternaire, visible en microscopie électroni-
que, organisée en réseau globulaire pour les plus petites et en réseau fibrillaire pour les plus
grosses (Bonnel ef a/ 1996) ce qui est comparable a la matrice extracellulaire des ovocytes
d’oursin (Bonnel er o/ 1994). Des travaux d’hémagglutination sur la matrice extracellulaire
d’ovocytes d’Urodeles montrent que certaines de ces GP sont de type lectine et qu’elles sont
synthétisées, suivant les espéces, exclusivement soit par les segments antérieurs soit par les
segments postérieurs de I’oviducte (Jego er a/ 1976a,b, 1983; Lerivray et a/ 1985 ; Chesnel et
al 1985).

L’analyse chimique des GP totales indique que la partie peptidique est riche en résidus
de sérine et thréonine (jusqu'a 55%), pauvre en acides aminés acides et une abondance varia-

ble d’acides aminés a chaine latérale hydrophobe (Yurewicz et al 1975 ; Jego 1976b ; Shimo-
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da ef al 1994) suivant leur localisation au sein des gangues (Oliphant & Hedrick 1971 ; Lee
1967 ; Maack et al 1985). Les glycannes ont, jusqu'a présent, été peu étudiés. Néanmoins les
travaux réalisés montrent qu’ils représentent jusqu'a 70% du poids sec des gangues, et qu’ils
sont constitués d’hexoses (Galactose, Fucose) et d’hexosamines (N-acétyl-galactosamine et
N-acétyl-glucosamine) mais également d’acide sialique (pour références antérieures a 1950
voir Folkes et al 1950 ; Bolognani et al 1966 ; Lee 1967 ; Freeman 1968 ; Shivers & James
1969 ; Steinke & Benson 1970). Seshadri et Reddy (1980) ont montré que seule la N-
acetylgalactosamine est liée aux résidus de sérine et de thréonine, impliqués dans la séquence
consensus de la O-Glycosylation (voir chapitre sur les mucines), qu’elle pouvait étre substi-
tuée de différentes mani€res par les autres monosaccharides, mais que le fucose et I’acide
sialique se trouvent toujours en position terminale non réductrice. Ces glycannes sont aisé-
ment libérés en milieu alcalin. Toutes ces caractéristiques physico-chimiques montrent qu’il
existe des GP de type mucine (Folkes ef al 1950 ; Shimoda ez al 1994). Le caractére acide est,
selon les auteurs, attribu¢ & la présence des résidus d’acide sialique mais surtout & des grou-
pements sulfates (Humphries 1970) uniquement localisés dans les gangues internes (Gerton
1986b) sous forme d’oligosaccharides sulfatés (Hedrick 1974). Ces nombreux groupements

acides conférent aux mucines leur haute capacité a fixer les cations (Shimoda er a/ 1994).

L’objet de nos travaux consistant en 1’étude des glycannes contenus dans les gangues
ovulaires de diverses espéces &’ Amphibiens, nous développerons cette partie dans le chapitre
« résultats ». Toutefois il nous semble nécessaire de décrire brievement les travaux effectués

quant a I’importance des gangues dans les mécanismes de fertilisation chez les Amphibiens.

3.2.2.5.3 Roles des gangues dans la fertilisation

Les études sur la fertilisation sont la clé de la compréhension du développement des
espéces animales, et la fertilisation des Amphibiens propose un modeéle de choix pour cette
étude. En effet I’extréme variabilité de leur mode de reproduction présente un large éventail
de types de fertilisation rencontré aussi bien chez les invertébrés que chez les vertébrés supé-
rieurs. Ainsi les fécondations peuvent étre monospermiques, ce qui signifie qu un seul sper-
matozoide pénétre I’ovule, comme chez la plupart des Anoures ou, a contrario, présenter une
polyspermie physiologique comme dans la majorité des especes d’Urodeles. La polyspermie
est caractérisée par I’entrée de plusieurs spermatozoides (8 a 10) dans I’ovule ; cependant un

seul d’entre eux réalisera I’amphimixie (Picheral 1977ab).
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Pour qu’un spermatozoide puisse féconder un ovule, quelle que soit ’espéce animale,
il faut que ce dernier subisse quelques transformations physiologiques fondamentales, encore

appelées événements primaires de la fertilisation, que nous allons résumer ci-dessous.

w  La capacitation

Le spermatozoide doit tout d'abord subir la capacitation (Austin 1952), qui se traduit
par une modification de la double couche lipidique de sa membrane acrosomienne. Cette
étape permet de préparer le spermatozoide a la réaction acrosomienne ; elle a été observée
pour la premiére fois chez I’étoile de mer par Dan (1950) et plus amplement étudiée par la
suite sur d’autres espéces animales (Dan 1952, 1954, 1956, Hoshi et al 1994).

w  Laréaction acrosomienne

La réaction acrosomienne est induite par la reconnaissance des résidus de N-acétyl-
glucosamine, exhibés a la surface des glycoprotéines de ’enveloppe vitelline, avec les lecti-
nes membranaires du spermatozoide. Cette modification physiologique consiste au relargage
du contenu de ’acrosome sur ’enveloppe vitelline. Ces enzymes, encore appelés protéinases
acrosomales, ont été identifiés comme étant des protéases a activité de protéase a sérine ou de
type chymotrypsique (Greenslade ef a/ 1973 ; Raisman & Cabada 1977 ; Katagiri et a/ 1982)
capables de perforer ’enveloppe vitelline (Iwao & Katagiri 1982) et donc permettre le pas-

sage 4 travers cette barrieére physiologique

& g fertilisation

Dans beaucoup d’espéces animales la reconnaissance des gametes s’effectue par des
interactions de type protéine-ligands (Macek & Shur 1988 ; Ruiz-Bravo et Lennarz 1989 ;
Miller & Ax 1990). La protéine peut €tre soit une lectine comme chez I’oursin (Vacquier &
Moy 1977 ; Barnum 1983), soit une glycosidase comme chez le spermatozoide de 1’ascidie
(Hoshi et al 1983) ou encore une galactosyltransférase comme chez la souris (Lopez er al
1985). Ces interactions permettent une fixation des spermatozoides au niveau de I’enveloppe
vitelline et un largage du contenu de I’acrosome. Il a ét€¢ démontré que chez les oursins ce
sont des glycoconjugués fortement acides contenant des esters sulfatés de type fucan (SeGall
et Lennarz 1979,1981 ; Shimidzu ef al 1990), qui sont reconnus par les lectines du spermato-

zoide. Lindsay et Hedrick (1988) ont montré que chez Xenopus laevis (Anoure), les interac-
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tions font intervenir des lectines et des glycoconjugués sulfatés, et que seule la partie glycan-
nique des glycoprotéines induit la réaction acrosomienne. Ces interactions, qui requiérent des
structures sulfatées, une concentration ionique adéquate et un pH optimum, sont spécifiques
de 1’espece comme le montrent fort bien les travaux récents d’Alves (1997) sur Ioursin. La
présence de nombreux oligosaccharides sulfatés dans les mucines des gangues ovulaires de
certaines espe¢ces d’Amphibiens (Maes et a/ 1997, Morelle & Strecker 1997) suggére le

méme type d’interactions chez ces animaux.

w  Roéles des gangues

De par leur morphologie et la facilité de leur obtention, les ovocytes d’amphibiens ont
été utilisés trés 1ot comme modeéles d’étude de la fertilisation (Newport 1854). 11 est mainte-
nant bien établi que, in vivo, les ovocytes "dégangués” ne peuvent étre fécondés, ce qui mon-
tre 'importance des gangues (Bataillon 1919 ; Hykes 1927 ; Good & Daniel 1943 ; Kambara
1953 ; Mc Laughlin & Humphries 1978). Néanmoins certaines expériences montrent que,
sous certaines conditions, les ovocytes ceelomiques et vitellins peuvent étre fécondés avec une
fréquence variable suivant les espéces, a condition que ceux-ci soient fertilisés par des sper-
matozoides préalablement incubés avec des extraits de gangues. (Kambara 1953 ; Katagin
1965, 1966, 1967, 1974 ; Barbier1 & Raisman 1969 ; Elinson 1971, 1973a,b ; Cabada et al
1978 ; Stewart-Savage & Grey 1984)

L’importance de chacune des gangues a pu étre mis en évidence en utilisant des ovo-
cytes possédant des degrés de maturation différents. Les travaux effectués par différentes
équipes montrent que les ovocytes pourvus uniquement de leurs gangues internes sont poten-
tiellement fertilisables et que des ovocytes ne possédant que les gangues externes le sont
beaucoup moins (Kambara 1953 ; Katagiri 1965 ; Elinson 1971 ; Barbieri & Budeger de Ate-
nor 1973 ; Ishihara ef a/ 1984 ; Omata er al 1993).

Par ailleurs, certains auteurs ont décrit I’existence dans les gangues ovulaires de fac-
teurs diffusibles et dialysables, capables, dans certaines conditions et avec un faible taux,
d’activer artificiellement les spermatozoides (Elinson 1971 ; Barbieri & Del Pino 1975 ; Ka-
tagiri 1966a, 1973 ; Ishihara et al 1984). Ces facteurs sont stables lors de ’exposition a de
trés hautes températures, ce qui montre qu’ils sont d’origine inorganique. Il s’agit en fait
d’ions divalents de type Ca”*, Mg®". En paralléle, d’autres auteurs (Grigera & Cabada 1975)

soulignent I’importance du taux d’hydratation des gangues et de la concentration ionique
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contenue dans celles-ci qui permettent de maintenir constante la force osmotique requise pour

une bonne migration des gamétes.

Ces observations ont conduit 4 la mise au point d'une technique de fertilisation artifi-
ciclle en utilisant une "egg-jelly water". Cette solution correspond & un milieu d’incubation
mimant les conditions naturelles trouvées dans les gangues. Elle est composée d’extraits bruts
de gangues et d’une concentration ionique identique a celle présente dans la matrice extracel-
lulaire. Ce milieu d’incubation est utilisé couramment et permet d’activer artificiellement les
gametes males, qui sont alors capables de féconder des ovocytes vitellins (Shivers et James
1970 ; Cabada et a/ 1978 ; Katagiri 1982,1986,1987 ; Heasman et a/ 1991).

C’est ainsi que de nombreux travaux sur les fertilisations croisées ont été réalisés. Katagiri
(1967) a montré que des ovocytes vitellins (Hyla) sont potentiellement fertilisables lorsque
les gameétes méles (Hyla) sont mis en contact avec des extraits de gangues d’une deuxiéme
espéce (Rana chemsinensis) et les facteurs diffusibles d’une troisieme (Bufo japonicus).
D’autres auteurs (Katagiri 1973 ; Elinson 1971,1974,1975 ; Brun & Kobel 1977) ont réalisé
avec succés sur certaines especes de nombreuses fertilisations croisées, montrant de ce fait
que les gangues ovulaires ne constituent pas une barriére aux spermatozoides et qu’elles ne
suffisent pas a elles seules pour permetire une fertilisation réussie. Néanmoins Shivers et Ja-
mes (1971) ont montré que ces mémes gangues sont responsables de la capacitation des

spermatozoides.

Les travaux en microscopie électronique et en contraste de phase ont permis de survre
la progression rectiligne des spermatozoides dans la matrice extracellulaire et montrent que
ces derniers mettent de 3 4 8 minutes, suivant les espéces, a traverser les différentes gangues
(Stewart-Savage & Grey 1984) sans subir de modification importante. Les spermatozoides
sont capacités au niveau des gangues moyennes et la réaction acrosomienne n’a lieu qu’a
Vinterface de I’enveloppe vitelline et la gangue interne (Elinson 1971 ; Katagiri 1973 ; Rais-
man & Cabada 1977 ; Yoshizaki & Katagiri 1982).

Cependant Grey ef al (1977) ont décrit que la reconnaissance n’est possible qu'apres
1’altération de cette enveloppe par les sécrétions des cellules de la pars recta de 1’oviducte.
D’autres travaux ont confirmé 1’importance de ces sécrétions, émises sous forme de granules,
dans les mécanismes de fertilisation ( Miceli er af 1978ab; Yoshizaki & Katagini
1981,1984 ; Katagiri et al 1982 ; Katagiri 1986,87 ; Mariano et a/ 1984 ; Takamune et al
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1986). Le contenu de ces granules a été identifié comme étant des enzymes de type trypsique
(Katagin et al 1982 ; Miceli & Fernandez 1982 ; Takamune et o/ 1987 ; Hardy et Hedrick
1992) qui dégradent l'enveloppe vitelline de fagon ménagé permettant de convertir
I’enveloppe ceelomique en enveloppe vitelline, cette demi¢re devenant alors sensible aux
enzymes acrosomiennes (Miceli er al 1987 ; Yamashi er a/ 1988). De plus d’autres travaux
montrent que ces extraits sont capables d’induire, in vitro, la réaction acrosomienne (Miceli
et al 1978a,b ; Miceli et Fernadez 1982 ; Yoshizaki & Katagiri 1982, Katagiri ez al 1982). Au
vu de toutes ces expériences de fertilisations combinatoires, les auteurs montrent que quelles
que soient les espéces utilisées, la reconnaissance des gameétes se fait au niveau de

I’enveloppe vitelline (Elinson 1973a,b ; Katagirt 1974,1987 ; Stewart-Savage 1984).

=&  La fécondation

Les spermatozoides ayant perdu leur coiffe acrosomienne vont, chez les Anoures, pouvoir
féconder I’ovule au niveau du pdle animal provoquant ainsi une dépolarnisation de la mem-
brane (Grey et al 1982, Charbonneau ef a/ 1983) qui induit chez les monospermiques une
fusion instantanée des granules corticaux avec la membrane de I’ovocyte. Cette fusion provo-
que le relarguage du cocktail protéique constitué de glycosidases, et notamment une N-acétyl-
glucosaminidase, et de lectine a galactose ; cette étape est encore appelée réaction corticale.
Les glycosidases vont hydrolyser les sites de fixation des lectines membranaires des sperma-
tozoides. De plus les lectines relarguées interagissent avec les GP de ’enveloppe vitelline
(Yoshizaki 1986) et avec des composants de la gangue interne (Schmell er af 1983). Cette
réaction n’est, semble t-il, pas spécifique de I’espece puisque Hedrick et Katagin (1988) ont
pu décrire des structures communes a deux espéces d’Amphibiens (Bufo japonicus japonicus
et Xenopus laevis laevis), reconnues par les lectines des granules corticaux d’une seule espéce
(Xenopus laevis). Ce relargage s’effectue dans 1’espace périvitellin et participe activement
aux blocages de la polyspermie chez les Anoures, formant ainsi une barriére impénétrable aux
spermatozoides, encore appelée enveloppe de fertilisation (Kemp & Istock 1967 ; Grey et al
1974 ; Wolf 1974 ; Schmell er af 1983 ; Yoshizaki & Katagiri 1984). Roberson et Barondes
(1982) ont suggeré que ces lectines auraient, en plus, un roéle dans le développement de

I’embryon en agissant comme un messager extracellulaire de la croissance embryonnaire.

Les événements décrits précédemment peuvent étre extrapdlés aux Urodeles. Ces es-

péces ayant toutefois une fertilisation a polyspermie physiologique, il existe certaines diffé-
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rences notables. Comme les ovocytes matures d’Anoures, les ovocytes des Urodéles possé-
dent également une série de gangues plus ou moins visqueuses et résistantes composées de
mucines. Néanmoins les femelles Urodéles pondent moins d’ceufs que les Anoures mais
ceux-ci sont plus riches en vitellus. La progression des spermatozoides au travers des gangues
est rapide, et la réaction acrosomienne a lieu au niveau des gangues moyennes (Picheral
1977a,b). L existence d’une chambre capsulaire, comparable a I’espace périvitellin des Anou-
res, permet la formation d’une barricre osmotique et la libre rotation de I’ceuf. Plusieurs
spermatozoides (de 3 a 8 suivant les espéces, Picheral 1977b ; MacLaughlin & Humphries
1978 ; Charbonneau ef a/ 1983) pénétrent ’ovule de maniére aléatoire. Les travaux sur des
especes aussi variées comme Triturus alpestris ou Pleurodéles waltl n’ont pas mis en évi-
dence la présence d’exocytose de granules corticaux (Hope er al 1963 ; Picheral 1977).
L’entrée surnuméraire de spermatozoides est attribuée a la réponse tardive de I’ceuf dans la
repolarisation de sa membrane, ce qui a été remarquablement démontré chez les Anoures par
Gomez & Cabada (1994).

w  Conclusion

L’importance des gangues dans le succes d’une fertilisation chez les Amphibiens n’est
plus 4 démontrer. La présence de nombreux groupements acides et notamment d’esters sulfa-
tés permet de constituer un réservoir d’ions divalents (Ca>*/Mg”") nécessaires et indispensa-
bles a la réaction acrosomienne et aux ¢vénements secondaires de la fertilisation
(dépolarisation et repolarisation de la membrane plasmique de ’ovocyte) . De plus la pré-
sence d’ions est incontournable dans le maintien d’une force osmotique constante et indis-
pensable a la progression des spermatozoides au travers des gangues. La nature méme des
mucines permet aux gangues de maintenir une hydratation stable et indispensable de la ponte
au développement de I’embryon. En plus de ces roles fondamentaux, il semblerait qu’elles
assurent, via les lectines qu’elles contiennent, une protection, notamment bacténiologique, de
P’embryon durant son développement (Chesnel ef al 1986) plus un effet thermique et servi-
raient de réserve énergétique a I’embryon (Guyétant 1975, Nace & Lavin 1963) ; ces demniers

roles restent cependant tres controversés.

D’un point de vue téléologique, la présence et le nombre variable des gangues n’ont

jamais été élucidés. Cependant certains auteurs n’hésitent pas a comparer la zona pellucida
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des ovocytes de mammiferes a ’enveloppe vitelline des Batraciens et les fluides génitaux aux

gangues ovulaires.
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4. CONCLUSION GENERALE

Dans cette premiére partie, nous nous sommes intéressés a la taxinomie et aux phé-
nomenes de fertilisation des Amphibiens, par la description des éléments qui y interviennent.
Les travaux rapportés ont été effectués sur différentes especes, et bien que certaines différen-
ces existent entre elles, un modele général est parfaitement adaptable a tous les exemples.
C’est pourquoi nous avons évité de citer le modele de travail des auteurs. Toutefois ’espéce

la plus étudi€e reste Xenopus laevis.

Les modes de fertilisation des Amphibiens sont extrémement vari€s et reposent sur le
particularisme de leurs gamétes. Les ovocytes de tous les Batraciens sont entourés d’une ma-
trice extracellulaire abondante qui a la particularité d’étre composée essentiellement de mu-
cines ; ces derni€res sont sécrétées par certaines cellules du tractus oviducal et leur synthése
est hormono-dépendante et facilement controlable. Celles-ci sont connues pour étre riches en
glycannes. Ces oligosaccharides sont neutres ou acides suivant leur localisation au sein des
différentes gangues qui constituent ’enveloppe externe des ovocytes. Peu d’études exhausti-
ves ont été réalisées sur leur composition bien que les nombreux travaux effectués mettent en
évidence leur importance ; en effet les mécanismes de fertilisation de beaucoup d’animaux
reposent essentiellement sur des intéractions de types lectine-sucre mais encore de glycosi-
dase et glycosyltransférase avec leur substrats glycanniques. D’autre part il a été décrnt que ce
sont les sucres qui sont responsables de la reconnaissance, au niveau de ’enveloppe vitelline,
et de activation des gameétes (capacitation et réaction acrosomienne). Bien qu’en apparence
les gangues n’interviennent pas dans cette reconnaissance, la quantité et I’origine des mucines
qu’elles renferment nous a amenés a travailler sur leur composition. Dans une deuxi¢éme par-
tie nous nous intéresserons a 1’organisation générale des mucines, de leur composition & leur

origine.
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1. DEFINITION

Les mucines sont des glycoprotéines particuliéres qui forment a elles seules une sous
classe de glycoprotéines, comme le sont par exemple les protéoglycannes. Leurs principales
caractéristiques sont les suivantes :

&  Les sucres peuvent représenter jusqu'a 80% de leur masse et sont organisés en glycannes
O-liés, via une N-acétyl-galactosamine, a un résidu de sérine ou de thréonine de la
chaine peptidique. Ces glycannes ont une taille allant de 1 a 20 résidus
monosaccharidiques.

& La chaine peptidique, encore appelée apomucine lorsqu’elle n’est pas glycosylée,
contient dans sa partie centrale un nombre variable de séquences répétées d’acides
aminés, encore appelées « tandem repeat ».

&  Les mucines peuvent étre classées en deux groupes, snivant qu’elles sont sécrétées ou

membranaires.

1.1 LES MUCINES SECRETEES

Elles sont retrouvées au niveau des muqueuses respiratoires, gastro-intestinales et
génitales de tous les mammiféres mais également sur la peau de nombreux invertébrés et
vertébrés inférieurs (Insectes, Amphibiens, Poissons) ou encore entourant abondamment
I’ovocyte des Batraciens, ce dernier point faisant I’objet de notre travail.

Ces sécrétions sont encore appelées mucus lorsque les mucines sont associées avec
divers éléments comme certains €lectrolytes (ions calcium notamment), des lipides ou encore
des acides nucléiques. Ce mucus est extrémement hydrophile puisque I’eau représente jusqu'a
95% de son poids. Les propriétés viscoélastiques et lubrifiantes de ce mucus sont
essentiellement dues aux caractéristiques intrinseques de la mucine dont nous verrons
Poriginalité dans les paragraphes suivants. Nous pouvons noter toutefois que ces mucines
sont formées de monomeres qui ont la capacité de se polyméniser formant ainsi un oligomere

de taille trés importante.

1.2 LES MUCINES MEMBRANAIRES

Ces mucines ont une organisation semblable aux mucines sécrétées, mais ont la

particularité de posséder une séquence en acides aminés hydrophobes leur permettant un
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ancrage dans la membrane plasmique des cellules. D’autre part I’apomucine est pauvre en
résidus de cystéine qui exclue la possibilité d’une oligomérisation par formation de ponts
disulfures. Le r6le de ces mucines est encore assez mal connu, mais il est clair qu’elles sont
sur-exprimées dans des lignées cellulaires cancéreuses par rapport aux lignées cellulaires
saines (Hilkens et a/ 1995). Enfin ces mucines sont ubiquitairement synthétisées par des

cellules non spécialisées.

1.3 LES MUCINES SOLUBLES

Elles possédent les mémes caractéristiques que les mucines sécrétées mais elles sont
de plus petite taille et se retrouvent dans certains fluides biologiques comme dans la salive ou
dans la bile.

2. Organisation générale des mucines

2.1 PURIFICATION

Les mucines sont des macromolécules de trés grosse taille et de densité importante
(jusqua 148 g/ml, dans la vésicule biliaire) (Klomp er al 1994). Les stratégies de

purifications sont de plusieurs ordres suivant 1’état de pureté souhaité.

2.1.1 PURIFICATION NON DENATURANTE

Les mucines peuvent €tre, d’une part, isolées par tamisage moléculaire sur résine a
large potentiel d’exclusion telle que la Sepha.rose® CL-2B ou d’autre part par
ultracentrifugation isopycnique en gradient de chlorure de césium (CsCl), un protocole qui a
été introduit pour la premiére fois par Creeth et Denborough (1970). Cette méthode a été
utilisée par de nombreux auteurs pour isoler les mucines de différents mucus d’origine
tissulaire différente comme celles du colon (Marschall & Allen 1978), de I’intestin (Mantle &
Allen 1981), de 'estomac (Starkey et al 1974, Spee-Brand 1980), du tractus trachéo-
bronchique (Ringler er a/ 1987, Thomton er al 1990) ou encore des glandes salivaires
humaines (Nieuw Amerongen et al 1987). Cette technique a également permis de purifier
certaines mucines membranaires de cellules cancéreuses (Lan er al 1987, North er a/ 1988).
Ces méthodes non dénaturantes permettent de conserver toutes les liaisons covalentes entre
les différents monomeéres des mucines oligomériques. Enfin les auteurs recommandent la

technique de centrifugation en gradient de CsCl/Chlorure de guanidine en présence
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d’iodoacétamide. Cette technique (semi-dénaturante) permet d’obtenir des oligoméres purs en
conservant I'intégrité des ponts disulfures. L utilisation d’inhibiteurs de protéases a large

spectre d’action est dans de nombreux cas souhaitable. (Dekker ez al 1989a, b, 1991).

2.1.2 PURIFICATION DENATURANTE

Les mucines peuvent €tre solubilisées sous ’action d’agents réducteurs de ponts
disulfure (Sheffner 1963) ou par I'utilisation d’enzymes protéolytiques qui permettent
d’hydrolyser les parties non glycosylées trés sensibles de la glycoprotéine. Toutefois ce
dernier traitement altére de maniére irréversible I’intégrité des monomeéres (Pearson ef al
1980, Carlstedt et al 1985, Dekker er al 1989b).

Strous et Dekker (1992) reportent que la meilleure technique de purification des
mucines reste la centrifugation isopycnique en gradient de densité de CsCl et de chlorure de
guanidine, qui permet d’obtenir des mucines avec un haut degré de pureté. Cependant cette
méthode dénature irréversiblement la structure quaternaire de la molécule (Snary et a/ 1974).
Enfin D’electrophorése en SDS-PAGE' avec un faible taux de réticulation du gel de
polyacrylamide peut étre utilisée pour séparer les monomeres préalablement isolés. Cette
technique a été utilisée pour isoler les mucines gastriques de divers animaux (Mantle er al
1981, Pearson et al 1981).

2.2 COMPOSITION DES MUCINES

Comme nous en avons eu I’occasion de le signaler, les mucines sont composées d’un
squelette polypeptidique et de nombreuses chaines glycanniques. Dans ce paragraphe nous
aborderons succinctement la composition de la chaine peptidique en insistant sur
I'importance de la biologie moléculaire qui a permis d’élucider bon nombre de séquences en
acides aminés. Nous discuterons ensuite bricvement de la composition en sucres. Cette partie

sera développée dans le chapitre III consacré a la structure des O-glycannes.

2.2.]1 L’APOMUCINE

L’apomucine constitue le squelette peptidique de toutes les mucines. Degand et
collaborateurs (1973) ont ét¢ les premiers & mettre en évidence, sur les mucines des kystes
bronchogéniques, ’hétérogénéité des peptides constituant les mucines alors que Gold et a/
(1981) et plus tard Wesley ez a/ (1985), sur les mucines intestinales, ont permis de montrer

qu’il en existe une au niveau des chaines glycanniques.

'S D.SP.AGE. : Sodium Dodecyl Sulfate Poly Acrylamide Gel Electrophoresis
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Les propriétés intrinséques des mucines et, en particulier, leur glycosylation
importante rendent difficile I’étude de la structure primaire des apomucines par les méthodes
classiques de séquencage des protéines. Les techniques de biologie moléculaire et en
particulier celle du clonage des génes ont permis aux différents auteurs d’identifier, & partir
de tissus et d’animaux différents, un certain nombre de génes codant pour des apomucines de
mucines sécrétées et membranaire (Tableau 1). Ces résultats ont permis d’appréhender la
composition en acides aminés d’une maniére beaucoup plus aisée. Pour ce faire, les auteurs
ont fabriqué des anticorps contre des mucines déglycosylées et réalis¢é des sondes
nucléotidiques de synthése permettant la réalisation d’une banque d’ADN complémentaires

de genes d’apomucines.



Tableau 1: Récapitulatif des génes décrits et de leur produit

CARACTERISTIQUE DE LA SEQUENCE
NOM DU GENE ORIGINE ET TISSUS PROTEINE CORRESPONDANTE NUCLEOTIDIQUE REFERENCES SEQUENCES REPETEES COMMENTAIRES
(NOMENCLATURE) CONNUE D’ACIDES AMINES
(PB/ AA)*
MUCL Glande mammaire . branai Total Siddiqui et al 1988, Tondini 60/20 Synthése non tissus
humaine Cellules apommucing memoranatre otale et al 1988, Gendler et al spécifique. Surexpression
tumorale episialine 1990, Lan et a/ 1990, par les cellules
pancréatique,ubiquitaire Wreschner et al 1990, tumorisantes. Encore
des cellules epitheliales Ligtenberg et al 1990 appelée PEM
(Polymorphic epithelial
mucin), polyanionique.
M-MUC1 Gland;zﬁfgmam episialine, soluble Totale Vosetal 1991
Mugqueuse intestinale C _ Guin et al 1989, Toubara er 69/23 Synthétisée par les
Mucz humaine dpomucie oretée .(Hﬁ“"’. = Totale al 1991, Gum ef al 1991, «Globlet-cells» pHi
uman Small Intestin Mucin) Xu et al 1992b, Gum et al, basique, similarité de
1994 Gum er al 1997 structure avec le facteur
pvWF
id . . . Gum ef al 1990, van 5117 Synthétisée par les
MUcs apomucine sécrétée Particlle Klicken er al 1995 entérocytes, pHi neutre
M - . . t 48/16
MUC4 br 01:1(21116133: gﬁﬁfi{:‘ ¢ apomucine sécrétée Partielle Porchet et al 1991 /1
Mugqueuse bronchique . . Aubert et al 1991, 24/8
MUCSAC et stomacale id id Meezaman ef al 1994,
Guyonnet-Duperat et al
1995, Lesuffleur er al 1995,
Ho et al 1995
Glande sous-maxillaire . . Dufossé er al 1993, Keates 24/8
MUcCsB et tractus respiratoire id id et al 1997
MUCE Muquiﬁ :it::wcale apomucine sécrétéc Particlle Toribara et al 1993 507/169
Glandes salivaires . . . Loomis et al 1987, New Haute masse moléculaire,
MGl1 humaine mucine soluble, oligomérique Totale

Amerongen et al 1995

> 1000kDa

CE sautonpy s



_ Glandes salivaires . (. Loomis et al 1987, 69/23 Petite masse moléculaire.
MG2 (=MUCT) humaine mucine soluble, monomérique Totale Ramasubbu et al Deux isoformes MG2a,
1991 New Amerongen et a/ MG2b distinguées sur la
1995 base de leur
hétérogénéité
glycannique)
Glande sous- maxillaire . Bobeck et al 1993, Niew 69/23 La plus petite des
MucT Humaine Soluble, monomérique Totale Amerongen et al 1995 mucines (365aa)
Biesbrock et al 1997
Muqueuse tracheo- . . Shankar et al 1994
MUCs8 ? bronchique humaine soluble trés partielle
. M i i TP
RIM uqueuds:la ;Z:SStmale Mucine sécrétée
b Mugqueuse tracheo- . Verma et Davidson 1993 Absence de tandem
™ bronchique canine id Totale repeat
BSME Glande sous-maxillaire . lubl Barghava et al 1990 Absence de tandem
bovine mucine soluble repeat
PSM? Glande sous-maxillaire id Timpte et al 1988, Eckardt 243/81
porcine ! et al 1991, Perez-Vilar et
al 1996
. . Totale Hoffmann 1988, Probst ez  nombre de tandem repeat Domaines riches en
Al apomucine Majeure, al 1992, Hauser ef al 1990 variable suivant les cysteines, 10 N-
monomerique espéces glycosylation
FIM® Peau d’ Amphibi orétd Ivméri Particlle Probst et al 1990, 1992, id. Similarité avec MUC2 et
Bt cau & Amphibien scoretce, polymerique Joba et al 1997 le facteur prepro-von
Willebrand
‘ L Hauser et Hauffimann 1992 id.
ct monomérique

* . pb/aa = paires de bases/acides aminés
a : Rat Intestinal Mucin, b : Canine Tracheo-bronchial Mucin, ¢ : Bovine Submaxillary Mucin, d : Porcine Submaxillary Mucin. PvWF : Prepro von Willebrand Factor, e : Frog

Integumentary Mucin

Note : Glycoprotéine polymérique sérique, le facteur vonWillebrand est impliqué dans les mécanismes d’agglutination des plaquettes. (Sadler J. E. 1989)

€€ soutonpy sa7
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Tableau 2 : Récapitulatif des séquences répétées d’acides aminés rencontrées dans les mucines connues. Les
apomucines sont codées par les génes MUC. Les résidus de prolines sont indiqués en caractéres gras.

Génes des | Nombre | Séguences répétées en acides aminés  nombre de résidus d’intérét dans
mucines | d’acides la séquence répétée
aminés (Ser/Pro/Ala/Gly/Thr)
MUC1 20 PDTRPAPGSTAPPAHGVTSA 2/6/4/2/3
MUC2 23 PTTTPITYTTTVTPTPTPTGTQT 0/5/0/1/14
MUC3 17 HSTPSFTSSITTTETTS 5/1/0/0/7
MUC4 16 TSSVSTGHATSLPVTP 4/2/1/1/4
MUCs 8 TTSTTSAP 2/1/1/0/4
MUC6 169 SPFSSTGPMTATSFQTTTTYPTPSHPQTT 29/26/10/7/50
LLPTHVPPFSTLVTPSTGTVIPTHAOMA
TSASIHSTPTGTIPPPTTLKATGSTHTAPP
MTPTTSGTSQAHSSFSTAKTSTSLHSHTS
STHHPEVTPTSTTTITPNPTSTGTSTPVA
HTTSATSSELPTPFTHHSPPTGS
MUC7 23 CRPKLPPSPNKPPKFPNPHQPPK 1/16/0/0/0
MUC8 - non déterminée
BSM - aucune
CT™M - aucune
FIM A-1 9 VPITPETTT 0/2/0/0/5
FIM B-1 11 GESTPAPSETT 2/2/1/1/3
FIM C-1 10 KATTTTPTTT 0/1/1/0/7
PSM 81 GAGPGTTASSVGVTETARPSSVAGSGTT 21/5/13/18/ 11
GTVSGASGSTGSSSGSPGATGASIGQPET
SRISVAGSSGAPAVSSGASQAAGTS
RIM 6 TTTPDV 0/1/0/0/3

Les résultats de ces études montrent ou confirment un pourcentage élevé de 5 acides

aminés particuliers (sérine, thréonine, glycine, alanine et proline) localisés essentiellement

dans la partie centrale de ’apomucine (Tableau 2). Ces 5 acides aminés représentent 50% des

acides aminés totaux et la sérine et la thréonine représentent a elles seules 25 a 40% des

acides aminés totaux (Killeen ef a/ 1987, Neutra et Forstner 1987, Sorimachi er o/ 1988,

Gum et al 1989). 11 est a noter que ces deux acides aminés sont impliqués directement dans la

liaison O-glycosidique et qu’ils sont souvent adjacents, alors que les résidus de proline,
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d’alanine et de glycine sont trés fréquemment retrouvés entre deux sites de glycosylation. La
présence d’un résidu de proline procure un motif « B-turn » & la structure secondaire de la
protéine. Gum (1995) a d’ailleurs rapporté qu’il existe toujours, quelle que soit la mucine, au
moins un résidu de proline par séquence répétée d’acides aminés (Tableau 2). Celui ct
confére a la protéine une conformation nécessaire et indispensable a la reconnaissance par
des enzymes de glycosylation (Hanover ef a/ 1980, Briand er a/ 1981).

Ces cing acides aminés sont organis€s en séquences, ou « tandem repeat » (Tableau 2),
qui sont répétées un certain nombre de fois suivant le type de mucine confirmant I’hypothése
de Pigman et collaborateurs (1973) qui ont été les premiers & décrire cette caractéristique
particuliere aux mucines. Ces séquences répétées d’acides aminés existent dans toutes les
apomucines sauf dans la BSM et la CTM (Tableau 1 et 2) (pour revue Verma et Davidson
1994). Ces séquences sont en nombre variables suivant les tissus et les espéces définissant
ainsi le polymorphisme génétique des mucines (Swallow et a/ 1987, Griffiths ef ol 1990). La
plus longue séquence de répétition, 169 acides aminés, a été décrite pour la mucine codée par
le géne MUC6 (Toribara et al 1993).

En plus de ces séquences localisées dans la partie centrale de la molécule, il existe une
région N-terminale et une dite C-terminale. Celles ci ont la particularit¢ de contenir de
nombreux résidus de cystéine et des sites potentiels de N-glycosylation, définis par la
séquence consensus suivante Asn-X-Ser/Thr (Fig. 1), ou X est un acide aminé différent de la
proline. A titre d’exemple, il existe 2 sites potentiels de N-glycosylation sur MUC2 (Gum ez
al 1989), 1 sur MUC1 (Gendler et a/ 1988) et jusqua 13 sur la mucine intestinale du rat
(RIM) (Gum et al 1991). Ces régions sont typiquement différentes si les apomucines sont

sécrétées ou membranaires.
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2.2.1.1 Les mucines sécrétées :

Les études sur la structure primaire compléte sont encore restreintes a quelques
apomucines humaines (MUC2, MG1, MG2 et MUC7) et animales (CTM, FIM) les autres
apomucines ne sont encore que particllement déterminées (Tableau 1 et 2). Les différents
auteurs ont pu ainsi décrire les caractéristiques de 1’organisation structurale inhérentes aux
apomucines sécrétées.

Dans certaines apomucines (trachéo-bronchique ou intestinale) les régions centrales
formées de « tandem repeat » qui sont hautement O-glycosylées, peuvent étre entrecoupées de
régions dites « nues » parce que non glycosylées (Thomthon et al 1990, Carlstedt et a/ 1985).
Celles ci sont alors sensibles aux enzymes protéolytiques et peuvent renfermer quelques
résidus de cystéine (Hoffmann et Hauser 1993). Certains auteurs ont décrit que ces régions
nues ont un caractere plutét hydrophobe en mettant en évidence une association de ces
mucines sécrétées ou solubles avec certains lipides de type cholestérol (Woodward er a/ 1982,
Witas er al 1983, Slomiany ef a/ 1983, Roussel et al 1984, Slayter er a/ 1984). De plus Smith
et LaMont (1983, 1984) ont démonté que les mucines sécrétées par les cellules de la vésicule
biliaire perdent leur hydrophobicité lorsqu’elles sont exposées a une protéolyse ménagée.

Contrairement aux apomucines d’origine membranaire, il est clairement établi que les
régions N- et C-terminales de ces apomucines sécrétées sont riches en résidus de cystéine qui
permettent leur oligomérisation (Dekker et Strous 1990). D’autre part ces régions qui peuvent
posséder certains sites de N-glycosylation, sont peu O-glycosylées. Ceci les rend alors plus

sensibles aux protéases.

2.2.1.2 Les mucines membranaires :

La plus connue et la mieux décrite est ’apomucine issue du géne MUCI. Cette
mucine encore appelée épisialine (Ligtenberg er a/ 1990), antigene DF-3 ou encore PEM
(Polymorphic epithelial mucin, Lessufleur ef a/ 1994) se trouve au niveau des membranes
apicales des cellules qui la synthétisent. 11 semble que cette mucine membranaire soit
synthétisée par des cellules non spécifiques et dans une grande majorité de tissus. Outre la
structure générale qui est similaire aux mucines sécrétées, a savoir des séquences répétées
d’acides aminés ou encore la présence de O-glycannes en grand nombre, les mucines
membranaires possédent leurs spécificités structurales. En effet, la O-glycosylation est moins
abondante et [’organisation des régions N- et C-terminales sont fondamentalement

différentes.
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Le séquencage de I’apomucine MUC1 montre qu’il existe trés peu de résidus cystéines
interdisant toute polymérisation covalente des monomeres. Par ailleurs, les auteurs ont mis en
évidence une zone de la région C-terminale riche en acides aminés a caractére hydrophobe
qui permet un ancrage dans la membrane plasmique. Enfin ces mucines appartiennent aux
glycoprotéines membranaires caractérisées par une queue cytoplasmique relativement petite,

cdté C-terminal et un domaine N-terminal extracellulaire important dépassant du glycocalyx.

2.2.2 LES CHAINES GLYCANNIQUES

Les glycannes peuvent représenter jusqu'a 80% du poids sec des mucines (Scharfman
et al 1995). Ils sont majoritairement O-liés par leur résidus de N-acétyl-galactosamine & un
résidu de serine ou de thréonine. Néanmoins il existe quelques rares N-glycannes liés sur un
résidu d’asparagine engagé dans la séquence consensus précédemment décrite.

Les O-glycannes peuvent €tre aisément libérés par un traitement alcalin en milieu
réducteur. Cette méthode permet d’obtenir les chaines glycanniques réduites (Carlson et al
1968). Ces glycannes peuvent posséder de 1, comme dans la mucine sous-maxillaire d’ovins
(Graham et Gottchalk 1960) a 20 résidus monosaccharidiques, comme dans la mucine
salivaire MG1 (Levine er a/ 1987). Les monosaccharides des chaines glycanniques sont
essentiellement représentés par la N-acétyl-galactosamine’, le galactose, le fucose, la M-
acétyl-glucosamine et enfin par de I’acide sialique. De plus dans certaines mucines isolées de
vertébrés inférieurs, les auteurs ont décrit la présence de Kdn et d’acide glucuronique
(Iwazaki et al 1987, Maes et al 1997). Ces derniers monosaccharides n’ont pas encore été
décrit dans les mucines de mammiferes.

Les mucines peuvent étre, sur la base de leurs chaines glycanniques, séparées en deux
groupes :
=  Les mucines acides (ou polyanioniques) possédent des monosacchandes acides comme
I’acide sialique, le Kdn ou ’acide glucuronique (Iwasaki et a/ 1987, Maes er al 1997), ce
caractére acide peut encore étre renforcé par la présence de monosaccharides sulfatés,
fréquemment trouvés dans les mucines bronchiques pathologiques humaines (Lo-Gudice ef
al 1994, 1997) ou dans certaines mucines d’ Amphibiens (Maes et a/ 1997, Florea er al 1997).
& Les mucines neutres ou les chaines glycanniques ne sont constituées que de

monosacchandes neutres.

% La structure des monosaccharides est donnée dans le chapitre III relatif 4 la structure des O-glycannes.
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L’apomucine peut étre substituée par plusieurs centaines de chaines O-glycaniques
qui se trouvent principalement au niveau des séquences répétées d’acides aminés
extrémement riches en sites de O-glycosylation. Les trés nombreuses études structurales des
chaines glycanniques de mucines de diverses origines ont permis de déceler une trés grande
hétérogénéité des structures primaires des glycannes montrant ainsi ’existence d’autant
d’épitopes antigéniques et en particulier ceux des groupes sanguins de types A, B, H, Lewis
(Tableau 3) (Feizi et Childs 1987, Lloyd 1987). De plus Podolsky et a/ (1986) ont décrit que
chaque mucine posséde un nombre limité d’épitopes potentiellement reconnaissables par un
grand nombre de micro-organismes et/ou par certaines cellules de 1’organisme (Devaraj ef al
1994, et pour références et revues antérieures a 1988 Roussel 1988, Klein 1988). Feizi (1985)
reporte dans une excellente revue générale que les structures primaires des chaines ont un
certain intérét dans I’étude du développement cellulaire puisqu’ils sont décrits comme
marqueurs de la différentiation cellulaire, de I’embryogenése a I’oncogenése (Feizi 1985,
Hakomori 1989). Enfin, Jany er al (1991a,b) et parali¢lement Bhavanandan (1991) montrent
que certaines maladies de type fibrose, bronchite chronique, cancers ou autres pathologies

impliquent des mucines porteuses d’une glycosylation aberrante.

Tableau 3 : Représentation de certains antigénes fréquemment associés aux glycannes de types mucines (selon

Feizi)
STRUCTURES DETERMINANTS ANTIGENIQUES
Gal(B1-4) GlcNAc(B1-3) (Gal(B1-4) GIeNAc(B1-3))n i
Gal(B1-4)GIENAC(B1-6) I

Gal(B1-4) GIcNAcB1-
Gal(B1-4)GIcNAc(B1-3)

Gal(B1-4)GIcNAc SSEA-1, Le*
Fuc(al-3)
Gal(B1-4)GlcNAc Antigéne H, groupe sanguin O
Fuc(ozl-Z)I
Gal(B1-4)GIcNAc Le¥

Fuc(a1-2) Fuc(al-3)
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Gal(B1-3)GlcNAc Groupe sanguin H
Fuc(otl -2)l
GalNAc(o1-3)Gal(B1-3/4)GlcNAc Groupe sanguin A
Fuc(al -2)l
Gal(a1-3) Gal(B1-3/4)GIcNAc Groupe sanguin B

Fuc(al -2)|

Gal(B1-3)GIcNAc

Groupe sanguin Le*

Fuc(al-4)
Gal(B1-3)GIcNAc Groupe sanguin Le”
Fuc(a1-2) Fuc(al-4)
GalNAc(a1-3)Gal(B1-3/4) GIcNAc Groupe sanguin Ale"/Le’
Fuc{al-2) Fuc(al-3/4)
Gal(B1-3)GlIcNAc Sialyl Le®

NeuAc(o2-3) Fuc(al-4)
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2.3 ULTRASTRUCTURE ET BIOSYNTHESE DES MUCINES

Les données de la génétique sur la structure primaire des mucines et les nombreux
travaux de biochimie ont permis aux auteurs de démontrer I’existence de trois types de

monomeres a la structure tertiaire différente.

2.3.1 STRUCTURE TERTIAIRE

2.3.1.1 Mucines membranaires

A NHz
44— Apomucine

:7 O-glycannes | pomaine des séquences
d'acides aminés répétés
Longueur totale (de 20aa)

jusqu'a 500 nm

N-glycannev

o

aeg Séquence signal

Membrane f§if Ith hydrophobe (24 aa)

Figure 2 : Représentation schématique d’une mucine membranaire de type MUC1.

Ce premier type de structure (Figure 2) est typique des mucines membranaires. Elles
sont caractérisées par un plus faible taux de O-glycosylation et une pauvreté en résidus de
cystéine qui lui interdit toute polymérisation. De plus elles possédent une séquence signal
riche en acides aminés hydrophobes, du coté C-terminal, qui leur permet un ancrage dans la
membrane plasmique des cellules ou elles sont synthétisées. Ces glycoprotéines
membranaires sont rigides et peuvent avoir une longueur totale de plusieurs centaines de
nanometres (Hilkens ef a/ 1992) qui leur permet d’émerger du glycocalyx. Par exemple, la
mucine MUCI, bien étudiée par Ligtenberg er al (1990) et d’autres (pour références se
reporter au Tableau 1), posséde cette structure. Elle posséde :

s  une queue cytoplasmique de 69 acides aminés,

=  une région transmembranaire de 24 résidus d’acides aminés,
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w et un domaine extracellulaire contenant un nombre variable (de 30 a 90) suivant
les individus, de séquences répétées, hautement glycosylées, de 20 acides
aminés.

Enfin, Hilkens er a/ (1995) définissent ce type de mucine comme «non authentique »,
contrairement aux mucines sécrétées, par le fait qu’elles ne peuvent former de gel et qu’elles
sont ubiquitairement synthétisées par des cellules non spécialisées. Ces mucines
membranaires sont exprimées en tres faible quantité dans les tissus sains et sur-exprimées
dans les lignées cellulaires cancéreuses. Elles sont toujours situées sur la membrane apicale

des cellules.

2.3.1.2 Mucines sécrétées et solubles

Domaines B
/ \ O-glycannes  N-glycanne
— l \ ‘L Apomucine
g QUNRSSS AL Gl s ‘[COOH
SH X W > e TR
NH, 3K LAl ~\.._»_. ._._..., e e
T s
L ¥ . 4 L 3 b 4 L & b 3
Domaines T

L3
\ 4

Monomére de mucine sécrétée

Figure 3 : Représentation schématique d’un monomere de mucine sécrétée

Cette seconde structure (figure 3) a €té décrite pour la premicre fois par Carlstedt et
Sheehan (1984) sur la base des données physico-chimiques et d’observation en microscopie
¢électronique sur les mucines cervicales humaines (Carlstedt et Shechan 1984, Sheehan et af
1986, Sheehan et Carlstedt 1990). Elle est rencontrée dans de nombreux types de mucines
d’origines différentes comme notamment les mucines trachéo-bronchiques humaines
(Thornthon et al 1990) ou encore au niveau des mucines salivaires (MG1) (pour revue Nieuw
Amerongen et al 1995).

L’action d’enzymes protéolytiques montre que la région centrale est formée de
domaines hautement glycosylés (appelés domaines T) insensibles aux protéases et de
domaines B, plus petits et non O-glycosylés, entierement dégradés par ces enzymes. L’action

de telles enzymes sur certaines mucines cervicales humaines donne alors 3 a 4 glycopeptides
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d’environ 100 nm de longueur pour un monomere de 500 nm (Sheehan et Carlstedt 1990) qui
sont nettement observables en microscopie €électronique.

Les auteurs ont pu ainsi isoler les domaines T et montrent que ceux-ci sont en nombre
variable suivant la nature des mucines et leur origine animale. Cette originalité structurale,
ajoutée au nombre variable de « tandem repeat », est définie par Hoffman et Hauser (1993)
comme la traduction du polymorphisme génétique des mucines.

Ces mucines ont, en plus, la particularit¢ de posséder de nombreux résidus de
cystéine, potenticllement oxydables, permettant la formation de liaisons covalentes entre-
elles. Enfin Dekker ez a/ (1989b, 1991) ont décrit que la mucine gastrique de rat ne posséde
pas de domaines B et que seules les régions N- et C-terminales sont sensibles aux protéases
(figure 4). De plus la taille de ’'unique domaine glycosylé représente, chez cette mucine, 72%
de la longueur de la mucine monomérique néanmoins ce modeéle posséde les méme propriétés

physicochimiques que le précédent.

N-glycanne
Restdu de Slé'ne
O-glycannes l' cy \; —
l\l R A LAY sHjCOOH
NHZ SH \_\~_._M‘ N e ~ =
HS ”

Figure 4 : Représentation schématique du second type de structure de mucine sécrétée trouvée notamment dans
les mucines gastriques de rat.

2.3.2 STRUCTURE QUATERNAIRE

L’existence de monomeres dans les mucines sécrétées a ét¢ démontrée par Snary et a/
(1974) suivant I’observation que les mucines gastriques de porc perdaient leurs propri€tés
viscoélastiques en présence d’agents réducteurs de ponts disulfures. Les auteurs ont alors
suggérés une organisation ulstrastructurale impliquant des liaisons disulfures entre différents
monomeres. Les travaux de Dekker er a/ (1.989b, 1991) en microscopie électronique €t en
électrophorése avant et aprés dénaturation, sur la mucine gastrique humaine et celle du porc,

illustrent fort bien une telle organisation oligomérique.
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Figure S : Structure dite en moulin 4 vent proposé par Allen (1983).

En travaillant sur les mucines gastriques de porc, Allen (1983) a proposé un modéle
particulier d’association des monomeéres appelé modeéle en moulin 3 vent (« windmill »)
(Figure 5). Il a suggéré que cette mucine (de poids moléculaire (PM) 2.10° Da) est formée de
4 monomeéres (PM = 5.10° Da) associés entre eux par une protéine de liaison non glycosylée
qui n’est pas une mucine, de PM 70 kDa, formant ainsi un hétéro-oligomeére comme le sont
certaines immunoglobulines.

Bien que certains auteurs du méme groupe (Fahim ef a/ 1987, Kawagishi er a/ 1990)
ont suggéré également ce type d’oligomérisation pour les mucines salivaires humaines et
intestinales de rat, d’autres auteurs ont montré que d’une part ce type d’architecture ne
correspond pas a la stoechiométrie de la molécule et que, d’autre part, elle n’a encore jamais
¢té observée en microscopie électronique (pour références Strous et Dekker 1992).
Néanmoins, Roberton ef a/ (1989) ont démontré I’existence d’une protéine de liaison (PM
118 kDa) présente dans toutes les mucines gastro-intestinales et ce quelle que soit leur origine
animale. Ils ont pour cela utilisé plusieurs techniques d’isolement, de purification et
d’identification (électrophorése en gel SDS-PAGE?, anticorps monospécifiques ...).

Toutefois toutes les observations en microscopie électronique faites avant et apres
dénaturation des mucines sont en tout point conformes avec un modele de polymérisation
linéaire (figure 6), appelé modéle en « bottle brush » (Lamblin er a/ 1979, Slayter ef al 1984,
Roussel er al 1984, Carlstedt et Sheehan 1989). Cette organisation a d’ailleurs ét¢ confirmée,

? SDS-PAGE : Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis
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par microscopie €lectronique, pour les mucines cervicales et trachéo-bronchiques (Harding et
al 1983, Thornthon et al 1990) humaines et de mucines gastriques de rat (Dekker J. er al
1991). Enfin il reste & souligner que les deux types de structures de monoméres formant les
mucines seécrétées sont synthétisés uniquement par certaines cellules spécialisées des
muqueuses et certaines glandes exocrines (Roussel 1988).

Comme nous pouvons le constater, la représentation de la structure quaternaire (IV)

des mucines reste indécise selon les auteurs. Il semble donc que ces deux modéles (linéaire

avec ou sans protéine de liaison) existe suivant 1’origine tissulaire et/ou animale.

n

Figure 6 : Représentation schématique du modéle en « buttle brush » des mucines sécrétées, ces mucines peuvent
atteindre des longueurs de plusieurs um (Roussel 1988). La nature visqueuse du gel est essentiellement du aux
nombreux ponts disulfures reliant les différents monomeéres.

2.3.3 BIOSYNTHESE ET POLYMERISATION

Les étapes de polymérisation ont €té bien étudiées sur la mucine de rat (Dekker et
Strous 1990).

La biosynthese s’effectue par les cellules mucoides hautement spécialisées (de type
cellules en gobelet, « goblett cells», dans la muqueuse intestinale) des muqueuses.
L’apomucine est synthétisée au niveau de la surface externe du reticulum endoplasmique
rugueux. Les protéines sont alors enti¢rement internalisées ou restent partiellement associées,
grace a une séquence signal riche en acides aminés hydrophobes, a la membrane si celles-ci
sont destinées aux mucines membranaires de type MUC1 (Killeen et a/ 1987, Ligtenberg et al
1990). Les apomucines sont ensuite N-glycosylées avec des glycannes de type
oligomannosidiques (Glc;ManyGlcNAc,) ce qui confere a celles ci une configuration
nécessaire & leur polymérisation (Rose et Doms 1988, Dekker et Strous 1990).

Celle-ci consiste & exposer les résidus de cystéines des extremités N-terminales de
deux monoméres a la disulfide isomérase qui catalyse alors la réaction d’oxydation
conduisant & la formation des ponts disulfures (Munro et Pelham 1987). Les oligomeres
formés sont O-glycosylés dans le compartiment frans reticulum ot seul un résidu de GalNAc

est attaché aux différents sites potentiels de O-glycosylation. Cette réaction est catalysée par
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la polypeptide-GalNAc-transférase (E.C. 2.4.1.41, Schachter et Brockausen 1989). Cette
étape donne alors une configuration linéaire a la glycoprotéine qui permet ainsi une
maturation des chaines glycanniques dans les compartiments cis et trans Golgi.

De la méme mani€re, Gum (1995) propose un schéma équivalent de polymérisation
de la mucine humaine MUC2, a partir de I’observation faite sur la biosynthése du facteur
vonWillebrand (Xu et a/ 1992a). Dans ce cas, les monomeéres se polymérisent par leur coté C-
terminal dans la citerne du reticulum, les diméres formés sont associés par leur partie N-
terminale. Néanmoins certaines étapes restent 8 démontrer expérimentalement.

Les multimeres formés donnent en microscopie électronique une macromolécule
linéaire entrecoupée de zones granulaires correspondants aux laisons disulfure inter-
monomeres. Les mucines matures sont ensuite stockées dans des vésicules de sécrétions
(Neutra et Forstner 1987). Dés I’exocytose la mucine s’hydrate instantanément et atteint
jusqu'a 600 fois son volume (Verdugo et al 1987, Verdugo 1990). Les auteurs ont décnit que
cette extraordinaire augmentation de volume s’explique d’une part par la nature trés
hydrophile des sucres et d’autre part par la présence de charges ioniques portées par les
nombreux résidus d’acides sialiques et/ou de groupements sulfates situés a la périphérie des
glycannes. Toutes ces fonctions acides participent, par leurs charges, aux répulsions des
chaines glycanniques adjacentes qui permettent & la mucine d’occuper un maximum
d’espace. Enfin les travaux de Mian et Kent (1986) sur les mucines de la trachée de poulet,

montrent effectivement que la viscosité augmente avec ’acidité des mucines.

3. Roles et fonctions des mucines

Les roles des mucines sont différents suivant qu’elles sont membranaires ou sécrétées.
En effet, si leurs structures primaire et secondaire sont voisines, leurs propriétés physico-
chimiques sont trés différentes. Ainsi les mucines sécrétées ont essentiellement un réle de
protection des épithéliums ou elles sont synthétisées, tandis que les mucines membranaires

assurent en plus un role dans certaines interactions entre cellules.

3.1 LES MUCINES SECRETEES

Synthétisées en continu a ’interface entre la lumiére des organes et 1'épithélium
(tissus qui assure et sélectionne les différents échanges entre ’organisme et le milieu
extérieur), les mucines sécrétées sont plus ou moins abondantes et ont des propriétés

viscoélastiques différentes. Cependant, dans tous les cas, elles assurent une protection
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physique des tissus. En effet leur ultrastructure qui forme un gel moléculaire complexe
permet une lubrification des tissus. Comme c’est le cas dans la cavité buccale ou les mucines

MG1 et MG2 assurent une protection pendant 1’élocution ou la mastication.

3.1.1 PROTECTION MECANIQUE

Nieuw Amerongen et al 1989 ont mis en évidence une affinité des mucines salivaires
pour I’hydroxyapatite (composant majeur de ’émail dentaire). Ces mucines agissent comme -
un film protecteur sur la dentition en limitant les agressions d’origines chimiques ou
bactériennes. Ces mucines assurent également une lubrification des tractus génital et gastro-
intestinal et procurent dans ce dernier une protection des tissus lors du transit du bol
alimentaire, par mouvement pénstaltique. Dans tout les cas, ces glycoprotéines sécrétées ont
la particularité d’&tre extrémement hydrophiles puisque I’eau peut représenter jusqu'a 95% du

poids des mucus ce qui assure a tous les tissus concernés une hydratation constante.

3.1.2 PROTECTION CHIMIQUE ET BACTERIOLOGIQUE

Les mucines assurent également une protection chimique et enzymologique des
muqueuses. En effet, synthétisées de maniére abondante dans le tractus gastro-intestinal
(Jusqu'a 192um d’é€paisseur chez I’homme (Kerss ef al 1982)), elles protégent d’une part les
tissus contre les nombreuses enzymes hydrolytiques (comme la pepsine) particulicrement
actives dans la cavité stomacale, et, d’autre part, elles assurent une protection contre les sucs
gastriques acides par formation d’un gradient de pH entre la lumiére de I'estomac et les
cellules stomacales (figure 7, Heatley 1959). Cette protection est assurée par des mucines de
trés hautes masses moléculaires. Younan ef o/ (1982) ont d’ailleurs démontré que les patients
atteints d’ulcéres gastriques synthétisent des mucines de plus petites tailles et donc moins

efficaces. Les mucines sécrétées assurent un role équivalent dans le tractus intestinal.
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, (type pepsine)
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(synthése en continu)

Figure 7 : Représentation du réle des mucines gastro-intestinales dans les échanges et la protection des tissus,
d’aprés Heatley (1959) et Allen (1983).

3.1.3 PROTECTION BACTERIENNE

Les O-glycannes des mucines exhibent & leur périphérie des structures
oligosaccharidiques trés variées et notamment des épitopes de groupes sanguins (Tableau 3).
Ceux-ci sont tous potentiellement des ligands des adhésines bactériennes (équivalent des
lectines végétales). Cette propriété permet aux mucines sécrétées d’assurer un role de
protection efficace contre les agressions bactériennes et virales. Ce role est particuliérement
important dans le tractus trachéo-bronchique ou les mucines associées au systéme ciliaire
participent activement & la mobilit¢ muco-ciliaire, fixant notamment micro-organismes et
particules en suspension dans 1’air inspiré. Les éléments piégés sont alors expulsés en méme
temps que le mucus. Les mucines constituent dans ce cas la premicre défense non
immunitaire de I’organisme (Klein et al 1992).

L’expression de certains épitopes de groupes sanguins (A, B, H, Lewis B, Lewis Y)
chez certains individus dits sécréteurs (possédant le géne codant pour une ol-2
fucosyltransférase) permet chez ceux-ci une protection des candidoses buccales provoquées
par le micro-organisme Candida albicans. En effet ce dernier exprime des adhésines
spécifiques des épitopes de type Le® (Gal(B1-3)[Fuc(al-4)]GlcNAc (pas de liaison al-2
Fucose). Ces €pitopes sont absents chez les individus sécréteurs mais présents chez les autres.
Aussi les bactéries ne peuvent se fixer sur les mucines buccales ce qui leur interdit toute
prolifération et pathogénicité sur les individus sécréteurs, tandis que chez les autres les foyers
d’infections pourront se développer (Lamey er a/ 1991). Par contre, le statut sécréteur favorise

les ulcéres d’origines bactériennes. En effet, Helicobacter pilori, agent pathogene principal



Les Mucines 48

responsable de cette affection, possédent les adhésines qui reconnaissent les épitopes al-2
fucosylés (Le®: Fuc(a1-2)Gal(B1-3)[Fuc(al1-4)]JGlcNAc, Le' : Fuc(al-2)Gal(B1-4)[Fuc(al-
3)JGIcNAc). Ces épitopes sont exprimés sur les mucines gastriques des individus sécréteurs,
ce qui favorise chez ces demiers le développement de foyers d’infections dans la muqueuse
stomacale (Borén et a/ 1993, 1994).

Par ailleurs Bergey ef al (1994), Amano ef a/ (1994) et Veerman (1995) ont montré
que de nombreuses bactéries et virus, dont le virus du sida, sont capables de se fixer sur les
glycannes des mucines MG1. Lamblin ef a/ (1992) et Klein er a/ (1992) ont antérieurement
démontré ce type d’affinité dans les mucines bronchiques humaines démontrant ainsi I’intérét
de la diversité des épitopes glycanniques des mucines (Scharfman et a/ 1995). De la méme
maniére, dans le tractus intestinal, les mucines permettent aux bactéries de la flore intestinale
et notamment le Bifidobacterium bifidum (Fontaine et al 1994) de se fixer assurant ainsi la

symbiose avec les entérocytes.

3.1.4 AUTRES ROLES DES MUCINES

Outre ces roles de protection contre les attaques physiques, chimiques, enzymatiques
ou bactériologiques, les mucines du tractus génital assurent un role tout a fait particulier dans
le controle de la fécondation. En effet Chantler ef a/ (1989) ont montré, d’une part, que les
mucines sécrétées sont abondantes et hautement hydratées lors de ['ovulation (taux
d’estrogénes maximal) ce qui permet alors aux spermatozoides une progression libre et
rapide le long de ce tractus, et d’autre part que leur sécrétion est plus faible pendant le reste
du cycle et que leur viscosité plus importante bloque toute progression des gameétes méles.

Enfin ces mucines ont la particularit¢ de former un gel moléculaire assurant une
barriére sélective entre la lumiére des organes et les épithéliums. Ce gel posséde une
architecture permettant notamment dans la muqueuse intestinale un échange sélectif des
nutriments, en retardant la diffusion d’ions, de peptides ou encore de sucrose. (Proust et a/
1984, Forstner 1978). Elles assurent en plus un autonettoyage des muqueuses en piégeant et
expulsant les débris cellulaires.

Chez les organismes inférieurs, comme par exemple les Amphibiens, les mucines de
la peau (FIM) assurent une hydratation constante indispensable et une protection efficace
contre les agents pathogeénes. Par leur nature visqueuse, elles permettent de piéger les
exotoxines ou autres molécules sécrétées par la peau comme des peptides anti-bactériens
(Zasloff 1992). Les mucines oviducales qui entourent les ceufs de ces animaux ont, quant a

elles, des réles aussi vaniés que la protection de ’embryon contre d’éventuels prédateurs
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(Chesnel et al 1986), une protection thermique (Guyétant 1975) ou encore une rétention des
1ons nécessaire & une fertilisation réussie.

Toutes ces propriétés sont dues a ’architecture particuliére de ces glycoprotéines.
Alors que I’axe peptidique est principalement responsable de la viscosité des mucines, les
glycannes, qui peuvent étre neutres (comme dans le mucus stomacal) ou polyanioniques
comme dans le mucus intestinal, assurent les fonctions de la mucine. Les glycannes, via des
cations du type Ca’", assurent les interactions électrostatiques entre les différentes chaines
glycanniques adjacentes ce qui renforce la structure quaternaire des mucines (Snary et al
1974, Crowther er al 1984, Sellers er al 1988). Dans tout les cas, elles mainticnnent une

hydratation constante des mucus.

3.2 LES MUCINES MEMBRANAIRES

Ces mucines (de type MUC1) ont également une fonction de protection des cellules.
Elles sont monomériques et ont une rigidité comparable aux précédentes. Celles ci ne sont
par contre que trés faiblement exprimées dans les cellules saines et ne se trouvent qu’au
niveau des membranes apicales des cellules (Zotter et a/ 1988, Parry er a/ 1990). Elles
représentent 1’ultime barriere protectrice des cellules contre les enzymes protéolytiques ou les
agents pathogenes. Par leur taille, elles agissent comme un écran protecteur de la membrane
apicale des cellules ou sont situées de nombreuses glycoprotéines et notamment les antigénes
de surface et récepteurs de toutes sortes. Elles protégent la membrane des mol€cules de tailles
moléculaires indésirables en agissant comme un tamis moléculaire avec son seuil
d’exclusion. Hayes er a/ (1990) ont montré que la mucine MUCI inhibe I’action cytotoxique
des lymphocytes T en masquant les récepteurs membranaires de ces derniers.

Sur-exprimée dans les lignées cancéreuses sur toute la surface cellulaire, MUCI rend
ces cellules inaccessibles aux cellules tueuses de 1’organisme, ce qui explique en partie les
phénoménes d’invasions tissulaires (ou métastase) des cellules malignes (Carraway et al
1992). Strous et Dekker (1992) soulignent également que le taux d’expression de ces mucines
membranaires régule I’interaction des cellules epithéliales avec leur environnement.

Par ailleurs ces mucines participent'activement aux interactions entre cellules. Les
épitopes glucidiques exprimés sur ces glycoprotéines, notamment les groupements Sialyl-
LewisX et Sialyl LewisA, sont des ligands pour les sélectines E et P trouvées, entre autres, sur
les cellules endothéliales (Walz er a/ 1990). De plus, ils sont des ligands pour les L-selectines

exclusivement trouvées sur la membrane des leucocytes (Lasky et al 1992). Cette propriété
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est extrémement importante puisqu’elle permet d’expliquer en partie les phénoménes de

« rolling » dans les processus d’inflammation (Ley ez a/ 1995).

4. Régulation de la biosynthése des mucines

Si la synthése des mucines membranaires est constitutive, la synthése des mucines
sécrétées est par contre étroitement controlée. Les cellules mucoides possédent une haute
capacité de stockage des mucines néo-synthétisées, leur sécrétion étant régulée par différents
effecteurs suivant le tissus.

La régulation peut étre neuronale, de type cholinergique, comme dans le cas des
cellules muco-sécrétrices du tractus gastro-intestinal (Florey 1962). Cependant les effets
seront différents suivant la localisation des cellules cibles. Ainsi [’acétyl-choline induit la
sécrétion des mucines des « goblet-cells » des cryptes intestinales et a un effet inhibiteur sur
les cellules de méme type situées sur les villosités du colon (Specian et Neutra 1980). La
sécrétion des mucines des cellules de la trachée peut étre induite par I’adénosine
monophosphate cyclique (CAMP) ou par certaines prostaglandines (Rearick er a/ 1987). De
plus une augmentation du taux de calcium intracellulaire induit une fusion des granules de
sécrétions avec la membrane apicale des cellules mucoides. Enfin il est bien établi que la
synthése des mucines du tractus génital est étroitement contrélée par les hormones sexuelles

de type cestrogéne (Chantler er al 1989, Maack er al 1985).

5. Conclusion

Qu’elles soient sécrétées, membranaires ou solubles, les mucines sont des
glycoprotéines hautement glycosylées ce qui leur conférent des propriétés et des rbles
particuliers. Les propriétés physico-chimiques de ces molécules ont rendu leur étude
particuliérement difficile, et c’est pourquoi peu de travaux ont ét¢ effectués avant les années
1980. La biologie moléculaire et en particulier le clonage des génes ont permis d’identifier et
d’élucider la structure d’un certain nombre d’apomucines d’origine humaine ou animale. Ces
études ont confirmé d’une part la présence de domaines répétés d’acides aminés qui
caractérisent ce type de molécules et, d’autre part, I’existence d’un polymorphisme génétique
des apomucines.

Les études sur les chaines glycanniques sont de plus en plus nombreuses et montrent
que les mucines possédent une extraordinaire hétérogénéité de structures primaire

glycanniques. Ces chaines glycanniques sont essentielles dans la fonction de ces molécules,
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assurant aux mucines leur role de protection des épithéliums contre les agressions d’origines
chimiques, physiques, enzymologiques ou bactériologiques. De nombreux auteurs ont
également démontré qu’un bon nombre de pathologies associées aux mucus sont dues & une
glycosylation particuliére ou aberrante de ses mucines. L’importance des chaines O-
glycanniques nous amene & développer dans une troisiéme partie leur structure et leur

biosynthése.
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1. INTRODUCTION

Les chaines O-glycanniques sont aisément séparées des protéines auxquelles elles sont
attachées par un traitement alcalin en milieu réducteur. Cette technique, introduite par Carlson
(1968), permet de libérer les O-glycannes sous forme d’oligosaccharide-alditols trés stables. Dans
ce chapitre nous utiliserons les abréviations couramment usitées pour nommer les
monosaccharides. Les noms et les formules de ces monosaccharides sont résumés dans le tableau

suivant :

Tableau 1: Représentation des monosaccharides rencontrés dans les O-glycannes de type mucine.

Fuc : a-L-fucose GlcNAc : (o)B-D-N-acétyl-glucosamine
H OH H
HC
H
H
OH OH
OH i
Gal : (a)B-D-galactose
OH
CH.OH
H
OH
HO HO H)
H
H (OH)

GalNAc : (a)B-D-N-acétyl-galactosamine

R= groupement N-acétyl (NeuAc),
OH N-glycolyl (NeuGc), OH (Kdn)

2. STRUCTURE GENERALE

Bien que I’hétérogénéité structurale des chaines glycanniques soit trés importante,
I’architecture générale des O-glycannes de type mucine repose sur un modeéle unique formé de

trois régions distinctes (figure 1), ce modéle a été proposé par Schachter et Williams (1982) :
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= Le noyau (ou "core") représente la partie qui est attachée sur I’apomucine il est toujours

constitué du résidu de GalNAc substitué par un ou deux monosaccharides.

= Le squelette (ou "backbone™) représente la région centrale de la chaine glycannique, il

peut étre branché ou linéaire.

Région des noyaux

t
v Sguelettes et sucres
v périphériques

chaine peptidique

Figure 1 : Représentation schématique de ’organisation générale des chaines O-glycanniques de type mucine

wLa périphériec correspond & Pextrémité terminale non réductrice’ des chaines

glycanniques.

! Cette appellation tient du fait qu'un oligosaccharide peut étre réduit si ce dernier posséde des fonctions réductrices (cétone ou aldéhyde)
libres non engagées dans une laison. Cette propriété est trés importante lors de I'isolement ou I'utilisation des chaines oligosaccharidiques
iibres.
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2.1.1 LENOYAUOU « CORE »

A ce jour 8 noyaux ont été décrits (Tableau 2) et
caractérisés a partir de nombreuses glycoprotémnes
d’origines diverses. Leur numérotation est €tablie suivant
leur ordre de découverte. Certains sont trés rares d’autres
sont ubiquitaires aux tissus et aux espéces.

Le noyau 1: Gal (B1-3) GalNAc o Ser/Thr est le
premier a avoir été isolé a partir des glandes sous-
maxilaires de porc (Carlson  1968). Clest
incontestablement le noyau le plus fréquemment retrouvé
et il a été 1solé dans de trés nombreuses glycoprotéines
d’origines aussi différentes que les mucines bronchiques
humaines (Lamblin et a/ 1980) ou les mucines
d’Amphibiens (Maes et al 1997). Ce disaccharide
constitue par ailleurs le déterminant antigénique T
(Thomsen-Friedenreich)

Le noyau 3 : GIcNAc (B1-3) GaINAc a Ser/Thr,
moins fréquent que le précédent, est néanmoins rencontré
dans les mucines bronchiques humaines (Breg ef a/ 1988)
et dans d’autres mucines d’origines aussi diverses que les
mucines intestinales de rat (Slomiany ez al 1980) ou les
mucines oviducales d’Ambystoma mexicanum (Strecker
et al 1992). De plus Podolsky (1985) a montré que les O-
glycannes des mucines coliques humaines ont la
particularité de posséder exclusivement ce type de noyau.
Cependant il est a noter qu’il est rare de le trouver au
niveau des glycoproteines de cellules malignes (Schachter
et Brockhausen 1992).

Les noyaux 2 et 4: GlcNAc (B1-6){Gal (B1-
3)]GalNAc a Ser/Thr et GlcNAc(B1-6) [GIcNAc (B1-
3)]GalNAc o Ser/ Thr. Le noyau de classe 2 est
fréquemment isolé a partir de nombreuses mucines,
qu’elles soient sécrétées comme dans les mucines

gastriques humaines solubles (Qates et al 1974) ou

GalNAc-ol
Gaprs)y/ ~ Noyaul

\

GalNAc-ol
Galplsy ~— Novau?

GlcNAc(B1-6)

GalNAc-ol
GleNAC¢( Bl-3)/ Noyau 3

\

GalNAc-ol

GlcNAc(Bl-3)/ Noyau 4

GlcNAc(B1-6)

GalNAc-ol
GalNAc(a1-3 )/ Noyau 5

GlcNAc(Bl-6)\

GalNAc-ol

Noyau 6
Gal(B1 -6)\

GalNAc-ol
Gal(B1 -3)/ Noyau 7

GalNAc(a1-6)

\

GalNAc-ol
Noyau 8

Tableau 2 : Nomenclature des différents noyaux
trouvés dans les O-glycannes de type mucine
(selon Schachter et Williams 1982)

comme dans les mucines salivaires
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d’hirondelles (Wieruszeski ef al 1987) alors que le noyau 4 est beaucoup moins fréquent
(Schachter et Brockausen 1992).

Le noyau 5: GalNAc(a1-3)GalNAc o Ser/Thr. Cette structure est rare et a été isolée
pour la premiére fois par Kurosaka et al (1983) a partir des glycoproteines de I’adéno-carcinome
rectal humain. Il a également été isolé des glycoprotéines du méconiumm (Hounsell et a/ 1985)
ainsi que dans les mucines salivaires du martinet d'Asie (espéce Collocalia) (Wieruszeski et al
1987).

Le noyau 6 : GleNAc ($1-6) GalNAc a Ser/Thr, exclusivement isolé des glycoprotéines
humaines (Schachter et Brockhausen 1992). Ce noyau a entre autre été décrit dans le méconium
humain (Hounsell ef al 1985) ou encore dans les glycoprotéines des kystes ovariens (Mutsaers ef
al 1986). Cette structure n’est pas un produit de dégradation des noyaux 2 ou 4 comme cela avait
pu étre suggeré avant que Yazawa ef al (1986) aient mis en évidence une activité $6-N-acétyl-
glucosaminyltransférase qui utilise, in vitro, I’antigéne Tn (GalNAc a Ser/Thr) comme substrat.

Le noyau 7 : Gal (81-6) [Gal (B1-3)] GalNAc o Ser/Thr, extrémement rare puisqu’il n’a,
Jusqu'a présent, été décrit que dans les mucines gastriques humaines (Slomiany et al 1984) et dans
quelques glycoprotéines humaines (Pour référence se reporter a Schachter et Brockhausen 1992).

Le noyau 8 : GaINAc(a1-6)GalNAc o Ser/Thr est le demnier noyau décrit. 11 a été isolé
pour la premiere fois par Chai et al (1992) a partir des mucines des glandes sous-maxilaires de

bovins.

Enfin il est a noter que d’autres structures correspondant a des noyaux de classe non
encore déterminée ont été 1solés a partir des mucines oviducales d’Amphibiens comme
notamment le Gal (a1-3) GalNAc-ol chez Rana temporaria (Maes et al 1997) ou encore Rana
utricularia (Morelle et Strecker 1997). Ce noyau a été préalablement isolé des mucines
pathologiques d’individus non sécréteurs (van Halbeek et al 1994) et pourrait constituer le noyau
de classe 9. Ces différents noyaux sont trés souvent substitués par des résidus
monosaccharidiques et ces substitutions forment alors, par élongation, le squelette (ou

"backbone") des chaines O-glycanniques.
2.1.2 LE SQUELETTE DES O-GLYCANNES DE TYPE MUCINE

Ces squelettes sont représentés par l'addition de résidus galactosyle, N-acétyl-
glucosamine ou encore de N-acétyl-galactosamine. Les principales structures d’élongations
communément retrouvées sont les suivantes :

Gal (B1-3) GicNAc B appelée type 1 ou lacto
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Gal (B1-4) GlcNAc B appelée type 2 ou néolacto

Le type 1 n’est jamais polyménsé alors que le type 2 peut I’étre, formant alors le
déterminant antigénique i lorsqu’ils sont répétés de maniére linéaire et I lorsqu’ils sont branchés.
D’autre chaines, plus rares, ont été décrites. Le type 3 : Gal (B1-3) GalNAc a et le type 4 : Gal
(B1-3) GalNAc B, ces structures ne sont retrouvées que sur quelques glycoprotéines (Takasaki ef
al 1978) et sur les glycolipides de la série globoside (Clausen er al 1986). Ces chaines sont
importantes parce qu’elles peuvent étre également des précurseurs pour la formation des €pitopes
de groupes sanguins. Par ailleurs, les chaines de types 3 sont typiquement retrouvées dans les

chaines O-glycanniques des mucines oviducales de Rana palustris (Chapitre VIII).

Enfin la présence du squelette n’est pas une régle, car dans de nombreux O-glycannes le
noyau n’est substitué que par un ou deux résidus monosaccharidiques, ces résidus constituent a la

fois le squelette et la périphérie du glycanne.
2.1.3 L4 PERIPHERIE DES O-GLYCANNES

Cette région périphérique des O-glycannes est extrémement importante puisqu’elle
constitue, entre autres, le support des déterminants antigéniques de groupes sanguins de type
ABH et Lewis. Fort bien étudiés par de nombreuses équipes, la biosynthése et le contrdle
génétique de la formation de ces épitopes sont maintenant bien connus (Oriol et a/ 1981,1986) .
Ces antigénes ont un role trés mmportant dans la modulation des activités des glycoproteines qui
les portent, et notamment dans les phénomeénes d’interactions cellulaires (Grenwell 1997). La
périphérie représente donc la substitution des chaines du squelette. Les différentes substitutions

possibles sont résumées dans la figure 2.

2.1.3.1 La substitution des chaines de type 1 :

L’action d’une ol,2 fucosyltransférase, produit du géne H ou Se, greffe un résidu de
fucose en a1-2 sur le galactose terminal formant alors le groupe sanguin de type H :
Fuc (a1-2)Gal (B1-3)GIcNAc B1-R
Ce déterminant peut étre trouvé sur les glycoprotéines membranaires, il est alors dii a
Paction de la fucosyltransférase issue du géne H. Isolé de glycoprotéines sécrétées ou solubles, il
est alors issu du produit du géne Se. Les individus possédant de tels déterminants sur leurs

glycoprotéines sécrétées sont alors appelés individus sécréteurs. L’ origine et la discrimination des
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deux génes (H et Se¢) proposées par Oriol (1981) sont forts bien expliquées dans la revue de

Greenwell (1997).

(Rana et al 1984)
(Mawhinney ef al 1984)

(Donald ef ul 1981)

(Rana et al 1984)

(Lo-Guidice er ul 1997)

GalNAc al-
NeuAc a2- 2 6
Sulfate

A, GalNAc al- /

B, Gal al-
NeuAc o2-

Sulfate

Chaine de type |

NcuAc a2-6

lt(ul 2)  Fuc(al-4)
Le'
Le’

(Breg et al 1987)
(Mawhinney ef al 1987)
(Strecker et al 1992)
(Wieruzeski et al 1987)

(Wieruzeski et al 1987)
(Hounsell er al 1989)

(Blanchard er al 1983)

(Donald er al 1981)

(Leppénen er al 1991)
(Strecker ez al 1995)
(Lo-Guidice ef al 1994)

GleNAc B1-

NeuAc a2- 6

Sulfate

Gal al- )
Gal B1-

Chaine de type 2

o

Sulfate { (Streckereral 1987)
NeuAc a2-

Gal(al-4) GalBl- } 4 ——! ' Gal( (B1-4) (IILNALBI'

GleNAc al-
GalNAc Bl1-
Cad

NeuAc a2-\
A, GalNAc al-
B. Gal al-
GlcNAc B1- }
GalNAc BI-
Sulfate J

ol

o

Fuc(al-2) Fuc(al-3)

H Le'

- -

Figure 2 : Représentation schématique des differentes substitutions trouveées sur les chaines de type 1 et 2. Les

reférences citées le sont a titre indicatif] il est bien entendu que ces structures ont ete souvent déentes par d autres

auteurs
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L’action d’une a-N-acétyl-galactosaminyltransférase ou d’une a-galactosyltransférase sur
cette structure conduit a la formation des antigénes A et B respectivement (Figure 2). L’addition
de ces résidus masque alors le déterminant H qui n’est alors plus reconnu par les récepteurs ou
anticorps correspondants. L’action d’une fucosyltransférase codée par le géne Le sur les chaines
de type 1 conduit a la formation de I’épitope de groupe sanguin Le®. Il est a noter que 1’épitope
Le® n’est pas le fruit de I’action d’une nouvelle fucosyltransférase mais est le résultat de I’action
simultanée des fucosyltransférases H ou Se avec la fucosyltransférase (Le) responsable de la
formation de I’épitope Le®. Comme il est indiqué sur la figure 2, les substitutions sont restreintes a
des liaisons avec des sucres d’anoméries o, conférant alors a la chaine les déterminants de groupe
sanguins Al, Bl et Hl. Dans de nombreuses mucines ces chaines de type 1 peuvent étre
substituées en 3 ou en 6 sur le galactose terminal par un résidu d’acide N-acétyl-neuraminique

(Rana et a/ 1984) ou par un groupement sulfate (Mawhinney ez a/ 1984).

2.1.3.2 La substitution des chaines de type 2 :

Comme les précédentes, ces chaines sont également d’excellents substrats pour les
glycosyltransférases responsables de la formation des antigénes de groupes sanguins. Cependant
la substitution en 3 de la GIcNAc sub-terminale par un résidu fucosyle défini de nouveaux
antigénes (Hakomori et Kobata 1974), le Le* (encore appelé X ou SSEA-1%) et le Le¥ pour la
structure di-fucosylée.

Les substitutions existantes sur les chaines de type 2 sont plus nombreuses que sur celles
de type 1. Contrairement a ces derniéres, les chaines de type 2 peuvent étre substituées par des
monosaccharides d’anomérie 3. Notamment les substitutions en 3 et 4 sur le B-Gal terminal par
respectivement un résidu d’acide N-acétyl-neuraminique et une B-D-N-acétyl-galactosamine
définissent le déterminant antigénique rare de groupe sanguin Cad (Sda). Ce dernier a été
initiallement décrit par Blanchard ef a/ (1983) dans les mucines cervicales de singe et, plus
récemment, dans les mucines oviducales de I’ Amphibiens Rara palustris (Chapitre VIII). Cette
structure Cad (Sda) est également la structure majeure des O-glycannes de la glycophorine
humaine (Herkt ez al 1985).

La présence de résidus sulfate en position terminale ou sub-terminale est fréquemment
trouvée dans les mucines bronchiques normales (Lo-Guidice et al/ 1997) ou pathologiques, ainsi
que dans ’ovomucine des ceufs de poules (Strecker et al 1987). Par ailleurs, les mucines
oviducales de Rana temporaria sont particuliérement riches en O-glycannes sulfatés. 11 est a

souligner que le taux de sulfatation est affecté dans les mucines impliquées dans certaines

2 SSEA-1 : Stage-Specific Embryonic Antigen, correspond 4 I’antigéne Lewis X
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affections pathologiques comme les adénocarcinomes ou dans les processus d’inflammation, cette

variabilité n’est pas encore bien expliquée (Hakomori 1989, Schachter et Brockhausen 1992).

2.1.3.3 Autres types de substitutions périphériques :

La présence de squelettes formés par les chaines de type 1 ou 2 n’est pas une régle
absolue comme l'est 1a présence ubiquitaire de la N-acétyl-galactosamine.

D’une part, la substitution peut avoir lieu directement sur la GalNAc du point de
branchement elle est alors restreinte a un monosaccharide différent des oses formant le noyau. Si
la GalNAc est le seul monosaccharide du glycanne, il constitue alors le déterminant antigénique
Tn, cette structure est fréquemment trouvée dans de nombreuses mucines. Ce demier peut étre
sialylé en 6, bloquant alors toute élongation du glycanne et forme le détermunant Sialyl-Tn.
Springer et al (1985) ont été les premiers a démontrer que les déterminants Tn et Sialyl-Tn étaient
des marqueurs de tumorisation des tissus. Plus récemment Jass et al (1995) ont montré
I’'importance de ces déterminants qui sont des marqueurs a la fois des tissus sains et des tissus
cancéreux. L’antagonisme de cette situation tient de la structure de I’acide sialique qui est O-
acétylé dans les tissus sains et non O-acétyl€ dans les tissus tumoraux.

D’autre part, de nombreux O-glycannes sont restreints a une substitution directe sur les
noyaux, la plus fréquente reste la substitution par les résidus fucosyles. Cette substitution sur un
résidu galactose d’un noyau est suffisante pour définir I’antigéne de groupe sanguin H, qui peut
étre lui-méme substitué pour former les groupes sanguins A et B. Enfin les substitutions directes
sur les noyaux par les différents acides sialiques (NeuAc, NeuGe, Kdn) ou par des groupements
sulfates, sont fréquentes.

Bien que les O-glycannes de types mucines soient constitués de quelques
monosaccharides différents, les chaines glycanniques possédent une trés grande hétérogénéité
structurale. Celle-ci est due :

1) a4 ’anomérie des sucres qui peut étre o ou f pour le Gal et la GalNAc, a pour les acides
sialiques et les fucoses et enfin B pour la N-acétyl-glucosamine;

2) ala position de la substitution sur les monosaccharides;

3) au nombre de résidus de monosaccharides dans les chaines, celui-ci peut aller de 1 & 20
(Levine ef al 1987).

La combinaison de toutes ces possibilités donne & ces O-glycannes de type mucine leur
extraordinaire diversité. Enfin la biosynthése de ces chaines est effectuée par un certain nombre
de glycosyltransférases qui possédent chacune leur spécificité que nous allons développer dans le

paragraphe suivant.
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3. BIOSYNTHESE DES O-GLYCANNES

3.1.] LESGLYCOSYLTRANSFERASES
3.1.1.1 Localisation

La biosynthése des O-glycannes commence dans le compartiment cis-Golgi et ne requiert
pas de dénvés secondaires connus comme cela est le cas pour les N-glycannes (pour revue
Verbert 1995). La biosynthése s’effectue par 1’addition successive, jusqu'a maturation, de
monosacchandes apportés sous forme de précurseur nucléotide-sucre. Toutes les
glycosyltransférases (GT) sont des glycoprotéines membranaires de type II avec une queue
cytoplasmique N-terminale de petite taille, une séquence en acides aminés hydrophobe trans-
membranaire, une partie rigide potentiellement clivable par des protéases et enfin un domaine C-
terminal catalytique relativement important (Figure 3). I est & noter que I’action d’une protéase
sur la glycoprotéine permet d’obtenir, in vitro, une enzyme soluble active. Toutes les GTs sont

localisées dans les citernes cis- et trans- Golgi (Paulson et Colley 1989).

COOH

Domaine C-terminal
catalytique

Lumiére du Golgi )
} Zone de clivage

protéolytique
Membrane arreH
plasmique Ll
Queue cytoplasmique
Cytoplasme NH,

Figure 3 : Représentation schématique d’une glycosyltransférase membranaire. (Type II)

3.1.1.2 Schéma de la biosynthése

Hagopian et Eylar (1968) ont établit le concept qu’il existe autant de GT que de haisons
osidiques, ce concept est toujours d’actualité (Brockhausen et Schachter 1997) tant la liste des
génes clonés de ces glycoprotéines ne cesse de croitre (Field et Wainwright 1995). Néanmoins
certaines GTs, comme par exemple la fucosyltransférase issue du géne Le responsable des
déterminants antigéniques de groupes sanguins Lewis, sont capables de catalyser une méme

réaction mais avec des substrats différents (Prieels ez a/ 1981). 11 est maintenant bien admis que la
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majonité des GTs sont spécifiques des substrats donneur et accepteur et qu’elles sont
généralement dépendantes, in vitro, d’ions métalliques divalents de type Mn**. Ainsi la réaction
catalysée par les GTs responsable de la biosynthése des chaines O-glycanniques de type mucines
repose sur le schéma suivant :

Glycosyltransférase

R-OH + Nucléotide-sucre _-Lr_—l% R-O-sucre -+ Nucléotide

R : représente inittalement I’apomucine puis ensuite la chaine O-glycannique en croissance

Nucléotide : les monosaccharides sont disponibles sous forme de nucléotide phosphate. Le
galactose, la N-acétyl-glucosamine et la N-acétyl-galactosamine sont sous forme UDP-Gal, UDP-
GlcNAc et UDP-GalNAc (Uridine-Di-Phospho-Sucre). Le fucose est sous la forme de GDP-Fuc
(Guanosine-Di-Phospho-Fucose) et les acides sialiques sous forme CMP-NeuAc, CMP-NeuGe et
CMP-Kdn (Cytidine-Mono-Phospho-Sucre).

3.1.1.3 Régulation de la biosynthése

De nombreuses GTs (Tableau 3) sont communes a la biosynthése des glycoconjugués
cependant certaines sont spécifiques a la formation des O-glycannes de type mucine. Ces GTs
permettent la synthése de glycannes avec une trés grande variabilité dans leur structure primaire.

= ]l existe un controle génétique des GTs qui sont, pour certaines, non seulement

spécifiques du tissus (génes des fucosyltransférases (H et Se)) mais également des
espéces (Brockhausen et al 1985). Les génes de ces GTs ont des organisations
génomiques qui peuvent étre mono- ou poly-exoniques et coder pour des
isoenzymes® (Joziasse 1992).

w  Le deuxiéme type de régulation tient au fait qu’il peut y avoir une compétition entre

plusieurs enzymes pour un méme substrat

=  Le troisiéme type de régulation est donné par la spécificité intrinseque de I’enzyme

pour son substrat. En effet il existe une loi de biosynthése introduite par Schachter

et al en 1986 appelée régle des (hiaisons) 3 avant 6, ou Go-No/Go.

Le mécanisme Go-No/Go ou régle du 3 avant 6 :

Cest un mécanisme bien connu qui signifie que la fixation d’un sucre sur un
oligosaccharide par une GT A transforme cet oligosaccharide, qui n’est alors plus un substrat pour
une GT B. L’exemple type correspond a la synthése de 1’antigéne sialyl Tn. La sialyltransférase

qui fixe un acide sialique sur la N-acétyl-galactosamine en a2-6, bloque cette structure dans la

® Les isoenzymes sont différentes par leur activité enzymatique et leur localisation cellulaire.
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biosynthése. Pour parvenir & I’antigéne sialylT (Gal (B1-3)[NeuAc(a2-6)]GalNAc-ol), le résidu

de galactose doit €tre fixé avant le résidu d’acide sialique.

Le mécanisme No-Go/Go

Ce mécanisme signifie que I’action d’une GT A sur un substrat A permet a ce dernier de
devenir un substrat B pour une GT B. L’exemple type du mécanisme No-Go/Go correspond a la
formation des noyaux de type 1 et 2 ou la B3 galactosyltransférase doit agir avant la 6
glucosaminyltransférase. Néanmoins cette derniére régle semble obsoléte depuis la découverte
d’une B6 glucosaminyitransférase capable de catalyser la formation du noyau de type 6 (Yazawa
et al 1986).

Enfin la chaine peptidique ne semble pas, en général, avoir d’effet sur les GT hormis
I’indispensable présence d’au moins un résidu de proline a proximité du site de O-glycosylation.
En effet Young et a/ (1979) ont montré que tout peptide de syntheése contenant au moins trois

résidus de proline adjacent a un résidu de thréonine est susceptible, in vitro, d’étre O-glycosylé.



Tablean 3 : Récapitulatif des glycosyltransférases communes aux voies de biosynthése des O- et N-glycannes.

ACTIVITE ENZYMATIQUE E.C. SUBSTRAT COMMENTAIRES REFERENCES
ACCEPTEUR
GALACTOSAMINYLTRANSFERASES
UDP-Gal : GlcNAc-RB1-4 galactosyltransferase 2.4.1.38/90 | N-glycanne O- | Ubiquitaire des tissus, elle est responsable de la|Shaper et Shaper
(B4 GalT) glycanne biosynthése des chalnes poly N-acétyl-lactosaminique. | 1992, Shaper ef al
Glycolipide | Associée a I’a-lactalbumine elle permet de synthétiser | 1990,  Palcic et
le lactose et, in vitro, elle est capable d’utiliser de | Hindsgaul 1991, Do
'UDP-GalNAc. C’est Penzyme d’élongation des |ef al 1995
chaines O-glycanniques, cette activité a été isolée a la
surface des membranes des spermatozoides murins et
b |intervient dans la reconnaissance des gametes, |
UDP-Gal : GlcNAc-Rf31-3 galactosyltransferase - N-glycanne O- Sheares et Carlson
(B3 GalT) glycanne 1983
GLUCOSAMINYLTRANSFERASES
UDP-GlcNAc : Gal-RB1,3 N-acetylglucosaminyltransferase 2.4.1.149 | N-glycanne O- | Enzyme responsable de la liaison GlcNAc(B1-3)Gal, | Schachter et
(i B3 GnT) glycanne | substrat de la B4GalT, permettant de la fabrication du | Brockhausen 1992
Glycolipide | ggterminant antigénique i: [Gal(B1-4)GIcNAcB1-],,
_________________________________________________ enzyme nonclonée | __________
UDP-GIcNAc [+/- Galp1-4] GlcNAc B1-3 Gal-R (GlcNAc sur Enzyme de branchement, deux activités différentes | Brockhausen 1995
Gal) B1,6-N-acetylglucosaminyltransferase suivant la spécificité du substrat, formation de
(AP6GnTLIB6GnTI) | . f  |reewgenel | o ____
JIP6GnTL: GleNAc(B1-3)Gal __ | 24L150 ¢\ | Pilleretal 1984 _ _
186 GnT II : Gal(B1-4)GIcNAc(B1- - Leppinen ef al
3)Gal 1991
FUCOSYLTRANSFERASES
GDP-Fuc : Gal $-R a.1,2-Fucosyltransferase 2.4.1.69 Deux fucosyltransférases qui ont la méme spécificité | Le pendu er al
(02FucT) mais sont tissus spécifiques. Issue du géne H ou Se 1985, Kelly et al
Oy Vo A O & 1994, Oriol 1981 _
GDP-Fuc : Gal (B1-4/3)GlcNAc (Fuc sur GlcNAc) ol,3/4-| 2.4.1.65 Rare glycosyltransférase qui n’est pas spécifique d’un | Preels er a/ 1981,
fucosyltransferase seul substrat et capable de catalyser plusieurs | Tettero ef al 1987
(FucT 1II) réactions. Elle est responsable de la formation des

épitopes de groupes sanguins Lewis

€9 souuvodi3-0) sa7
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4. LES GLYCOSYLTRANSFERASES

4.1.1 INITIATION DE LA BIOSYNTHESE DES O-GLYCANNES

UDP-GalNAc : Polypeptide a1-3-N-Acetylgalactosaminyltransferase (Polypeptide GalNACT ;
EC2.4.141)

Cette activité enzymatique a été isolée pour la premiére fois par McGuire et Roseman
(1967) dans le tissus de la glande sous-maxillaire de mouton, puis a été décrite dans le méme
tissus chez le porc par Wang et al (1992). Elle permet, in vitro, de catalyser la fixation de

GalNACc sur un résidu de thréonine mais est inefficace sur un résidu de sérine.

Polypeptide GaINAcT

UDP-GalNAc¢ + HO-Thr(Ser)-peptide M e GalNAco-O-Thr(Ser)-peptide + UDP

Cette enzyme est la clé de la biosynthése des chaines O-glycannique de type mucine. Elle
requiert en plus d’ions Mn?*, la présence d’un résidu de proline & proximité du site de
glycosylation. Cet élément structural permet une conformation en « B-turn » indispensable dans la
reconnaissance par l’enzyme. La structure ainsi formée correspond a 1’antigene Tn trés
fréquemment retrouvé dans de nombreuses mucines. Enfin Sugiura et al (1982) ont montré que
I’état de glycosylation, la conformation et la taille moléculaire de 1a protéine modulent "activité

de transfert de cette enzyme.
4.1.2 SYNTHESE DES NOYAUX

La figure 4 représente les voies de biosynthése des différents noyaux couramment

rencontrés dans les O-glycannes
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GleNAcBI -6\

GalNAcu-R
Galp1-3/
noyau 2 1
ASu2-6 2
Ag Sialyl-T /GalN.-f\ca-R Ty GalNAca-R
Galp1-3 Galpl-3 et
¢ noyau 1
a
ASa2-6\ g GleNACpI -6\
AINA ory GalNAca-R e R
/_'g SiaIyI-Tn GL]]N‘\LQ'R @ al 4;%,” ——’ GaINALU."R
e noyau 6
% /! N
GleNAcB -()\ 4 GalNAco-R TheSer-R
GalNAca-R g GleNAcp1-3/
GILN‘\CB { -3/ noyau 3
o == Mécanisme No Go/ Go

=> Mécanisme Go / No Go

1&? Réaction impossible
— Réaction lente

Figure 4 : Schema de biosynthese des principaux noyaux (selon Brockhausen et Schachter 1997). A) polypeptide
GalNAcT. a) corel B3GalT, b) core2 BOGnT, ¢) core3 B3GnT, d) cored B6GnT, e) core6 B6GnT (non clonée), 1)
STEO 1 ou Il g) STOO 1

4.1.2.1 UDP-Gal : GalNAc-R B1,3-Gul-Transferase (corel B3GalT, ¢ 2.4.1.122)

Cette activité enzymatique, isolée pour la premiere fois par Schachter er a/ (1971) dans les

glandes sous-maxillaire de porc, catalyse la réaction suivante :

corel P3GalT

Mn™
UDP-Gal + GaINAcG-O-R —— e  Gal(B1-3)GalNAca-O-R + UDP

(a)

Plusicurs ¢tudes ont montré, d’une part que I"activité enzymatique est inhibée par les ions
7Zn”" (Cheng et Bona 1982) et, d autre part, quelle est influencée par la nature du substrat et

notamment par la structure primaire du peptide ainsi que par les glycosylations présentes
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(Granovsky et al 1994). Enfin cette activité obéit a la régle des 3 avant 6 et qu’elle est, outre le
noyau 1, indispensable a la biosynthése des noyaux de type 2 et 7. La structure résultante

correspond a I’antigéne T.

4.1.2.2 UDP-GIcNAc : GalNAc-R fl,3-GlcNAc-transferase (core3 B3GlcNAcT, EC
2.4.1.147)

Cette activité enzymatique a été isolée de nombreuses fois (Brockhausen er al 1985) et

catalyse la réaction suivante :

core3 B3GIcNAcT

M 24+
UDP-GlecNAc + GalNAco-O-R —3——4%:—- GlcNAc(B1-3)GalNAco-O-R + UDP
(©

Cette enzyme ob¢€it également a la lo1 Go-No/Go et elle n’a aucune spécificité, in vitro,
pour la chaine peptidique puisqu’elle est capable d’utiliser comme substrat le disaccharide Gal
(B1-3)GalNAc mais est incapable d’utiliser I’antigéne Tn comme substrat. Ce n’est donc pas cette
activité qui catalyse la formation du noyau 6. Enfin elle semble étre absente des cellules

cancéreuses en culture (Vavasseur ef al 1995).

4.1.2.3 UDP-GlcNAc : GalBI-3GalNAc-R (GlcNAc sur GalNAc) B1,6-GlcNAc-transferase
(core2 P6GnT, EC 2.4.1.102) et UDP-GIcNAc : GlcNAcp1-3GalNAc-R (GIcNAc sur
GalNAc) B1,6-GlcNAc-transferase (cored p6GnT, EC 2.4.1.148)

Ces enzymes sont responsables de la biosynthése des noyaux de type 2 et 4 et sont

spécifiques des O-glycannes de types mucines, elles catalysent les réactions suivantes :

core2 B6GIcNAcT
UDP-GLcNAc + Gal(B1-3)GalNAca-0-R ———sm GleNAc(B1-6)[Gal(31-3)]GalNAca-0-R + UDP
(b)

cored B6GIcNAcT
UDP-GIcNAc +GIcNAC(B1-3)GalNAc-O-R 77> GleNAc(B1-6){GIoNAc(B1-3)]GalNAco-OR + UDP
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Ces enzymes sont différentes de celle détaillée dans le paragraphe précédent. La premicre
enzyme utilise, d’une part le noyau 1 comme substrat et, d’autre part, elle est inactive si ce dernier
est substitué et enfin son activité est spécifique du tissu et du développement cellulaire
(Brockhausen et Schachter 1997). Cette activité est en compétition avec I’activité enzymatique
core 4 B6GnT dans les tissus sécrétant les mucines, cette derniére étant responsable de la
formation des noyaux de type 4 a partir du noyau 3 cependant elle est inactive si ce dernier est
substitué en 4, sur la GIcNAc terminale, par un résidu galactosyl. Enfin Brockhausen et Schachter
(1997) reportent que cette derniére activité est réduite dans un grand nombre de cellules en

culture.

5. GLYCOSYLTRANSFERASES IMPLIQUEES DANS L’ELONGATION DES
NOYAUX

3.1.1 GLYCOSYLTRANSFERASES COMMUNES A LA BIOSYNTHESE DES N- ET O-GLYCANNES

Un certain nombre de GTs sont communes a la biosynthése des chaines N- et O-
glycanniques. C’est pourquoi, dans une premiére partie, nous résumerons dans un tableau
(Tableau 3) le nom et la spécificité des GT communes aux deux voies de biosynthése et
recommandons aux lecteurs de se référer a 1’excellent ouvrage "Glyco-sciences” pour de plus

amples renseignements (Gabius et Gabius 1997)
5.1.2 GLYCOSYLTRANSFERASE SPECIFIQUE DES O-GLYCANNES.

5.1.2.1 UDP-GlcNAc : Gal(pl-3)(R1-6)GalNAc-R (GlcNAc sur Gal) pl,3-GlcNAc-
transferase (elongation B3GnT, EC 2.4.1.146)

Cette enzyme catalyse, in vitro, I’élongation sur le résidu de galactose des noyaux 1 et 2
selon la réaction suivante :

elongation B3GnT

Mn2+
UDP-GlcNAG + Gal(B1-3)GalNACo-O-R  ~———sm— GleNAc(B1-3)Gal(B1-3)GalNAca-O-R + UDP

La nécessité d’ions Mn** et la spécificité de substrat font que cette activité enzymatique
differe de l'activité core3GnT. Par ailleurs les résidus GlcNAc des noyaux 2, 3 et 4 sont des

substrats de choix pour les enzymes d’élongation B4GalT et B3GnT décrites dans le tableau 3.
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6. ENZYMES IMPLIQUEES DANS LA BIOSYNTHESE DE LA
PERIPHERIE DES O-GLYCANNES

Les résidus périphériques sont comme nous I’avons vu précédemment responsables de
I’antigénéicité des chaines glycanniques. La Figure 2 représente toutes les substitutions trouvées
dans les chaines O-glycanniques des mucines. Les substitutions de types sulfatation et/ou
sialylation sont notamment importantes puisqu’elles sont étroitement liées au degré de

différenciation cellulaire (Brockhausen et Schachter 1992).
6.1.1 LES SIALYLTRANSFERASES

Nous décrirons ici les principales sialyltransférases (STs) responsables des structures
les plus couramment trouvées dans les O-glycannes de type mucine. Toutes les STs connues
ont de trés faibles homologies structurales. Néanmoins elles possédent toutes une séquence
appelée sialyl-motif. Ces STs sont des glycoprotéines membranaires comme toutes les autres
glycosyltransférases. La localisation cellulaire de ces activités enzymatiques est
exclusivement restreinte aux compartiments cis- et frans- Golgi. Nous recommandons aux
lecteurs la consultation de la revue générale, trés compléte, sur les sialyltransférases de
Harduin-Leppers ez a/ (1995).

6.1.1.1 CMP-sialic acid : R1-GalNAc-R a6-sialyltransferase I (ST60 I, ST6GalNAc I, EC
2.4.99.3) et CMP-sialic acid : R1-GalNAc-R a6-sialyltransferase Il (ST60 II, ST6GalNAc 1)

Les ST6GalNAc I et II catalysent la réaction suivante :

ST60 I (1)
CMP-AS + (R-)GalNAco-O-R ———ss=— (R-)[AS(x2-6)]GalNAca-O-R+ CMP

Cette activité ST6 GalNAc I est responsable entre-autres de la formation de I'antigéne
STn fréquemment retrouvé associé aux mucines d’origine cancéreuse (Yonezawa er al 1992).

L’action de cette enzyme bloque la chaine de I'élongation. En effet, la sialylation en o2-6 inhibe
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’action de nombreuses GTs. Néanmoins le déterminant A.S* (02-6)Gal(B1-3)GalNAc-R peut étre
le substrat pour 'a2FT et les GTs responsables des déterminants antigéniques de groupes
sanguins A et B. Kurosawa et al (1994a,b) ont d’ailleurs montré I’existence de deux isoenzymes
ST6GalNAc I et II qui catalysent la méme réaction mais qui différent dans leur spécificité de
substrat. I est enfin 4 souligner que le peptide est nécessaire, pour les deux enzymes, a la
reconnaissance du substrat accepteur, et que,de plus, les substrats donneurs peuvent étre du CMP-
NeuAc ou du CMP-NeuGe.

6.1.1.2 CMP-sialic acid : Galpl-3 GalNAc-R a3-sialyltransferase (STOI, ST3Gal I, E.C.
2.4.99.4)

Cette activité enzymatique a été purifiée par Sadler et al (1979) dans les glandes sous
maxilaires de porc, elle catalyse le transfert d’un résidu d’acide sialique en o2-3 sur le résidu

galactosyl des noyaux 1 et 2, comme le montre la réaction suivante :

ST301
CMP-AS + Gal(B1-3)GalNAca-O-R I AS(02-3)Gal(B1-3)GalNAco-O-R + CMP

11 existe deux isoenzymes, ST30 I et II cependant la ST30 I est spécifique des O-
glycannes alors que la seconde agit préférentiellement sur les glycolipides (Lee ef a/ 1994). Enfin
il semble que la ST3Gal I soit sur-exprimée dans certains tissus cancéreux (Yang et al 1994,
Brockhausen et al 1995)

6.1.2 GLYCOSYLTRANSFERASES RESPONSABLES DE LA BIOSYNTHESE DES DETERMINANTS DE
GROUPES SANGUINS A ET B

Les déterminants de groupe sanguins A et B sont présents sur les chaines N- et O-
glycanniques ainsi que sur les glycosphingolipides.

La structure A comrespond au déterminant H substitué en 3 par un résidu d’a-N-acétyl-
galactosamine sur le résidu galactosyle terminal. La réaction est catalysée par I’UDP-GalNAc :
Fuc(a1-2)Gal-R a3-N-acétyl-galactosaminyltransférase (E.C. 2.4.1.40).

" La structure B est équivalente a la précédente mais la GalNAc est remplacée par un résidu
d’a-galactose. La réaction est alors catalysée par I"UDP-Gal: Fuc(al-2)Gal-R a3-
galactosyltransférase (E.C. 2.4.1.37).

* A.S. : Acide Sialique, ils représentent une famille de monosaccharides a 9 carbones et possédent une fonction
carboxylique, ils sont essentiellement trouvés en position terminale non réductrice.
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Les deux enzymes sont tres similaires puisqu’elles reconnaissent le méme substrat
accepteur et peuvent. /n vitro. catalyser la réaction sur le disaccharide Fuc(ul-2)Gal. De plus ces
enzymes sont capables, /w1 vitro, d utiliser le substrat donneur de I"autre pour catalyser la réaction
de glycosylation (Yates et Watkins 1982 Greenwell 1986). La figure 5 represente la biosynthese
des déterminants antigéniques de groupes sanguins ABH.

Gal(p1-3)GleNAcp1-
GDP-Fuc

GDP
Antigene H
Gal(B1-3)GleNAcpl-  GDP-Fuc
UDP-GalNAc Puc(al ,QI) “—— a

Gal(B1-3)GleNAcB1-
|
Fuc(awl-4)

Gal(p1-3)GIcNAcp).  AntigeneLe
|

|
Fuc(al-2) Fuc(a!l-4)

GaINAc(1-3)Gal(B1-3)GIeNAcPI - UDP-Gal
; | uGalT Antigéne Le'
Fuc(ctl-2) 4/
UDP

Antigéne de groupe sanguin A

\
Gal(al-3) Gal(B1-3)GIeNAcB 1 -
|

Fuc(al-2)

Antigene de groupe sanguin B

Figure 5 : Schema de biosynthése des antigenes de groupes sanguins ABH. d'apres Kobata (1992)

Ces enzymes (aGalT, aGalNACcT) font parties des rares GI's n'obeissant pas a la lot de
Hagopian et Heylar. La particularit¢é de ces deux enzymes tient dans leur structure primaire
puisqu’elles ne different que par 4 acides aminés.

Ces structures A et B sont abondamment retrouvées dans de nombreuses mucines comme
les mucines gastriques et sous-maxillaires de porc (van Halbeek er a/ 1981) ou encore dans le
mucus oviducal de certaines espéces d’amphibiens et constituent évidemment les structures

antigéniques des groupes tissulaires et sanguins ABH (O) humains

6.1.3 SULFOTRANSFERASI

La sulfatation est courante dans les chaines O-glycanmques, 'enzyme responsable de

cette modification est la sulfotransférase qui utilise le PAPS’ comme substrat donneur. D autre

P PAPS ' 3" Phospho-5"-Adenylyl Sulfate (McNaught 1996)
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part le taux de sulfatation semble étre altéré dans certaines maladies comme le cancer ou dans les
affections pulmonaires. Les études de radiomarquage de Hull et Carraway (1989) ont montré que
cette activité est localisée dans le méme compartiment Golgien que la B4GalT et qu'elle a

toujours lieu avant les sialylations.
7. ROLE DE LA O-GLYCOSYLATION

La O-glycosylation des protéines est un mécanisme post-traductionnel qui termine le
processus de maturation des protéines néo-synthétisées. Les O-glycannes sont trouvés dans les
organismes de tout le régne animal (des insectes aux mammiféres supérieurs) et présentent une
extraordinaire hétérogénéité structurale. Les O-glycannes de type mucine ne représentent qu’une
partie de cette O-glycosylation et sont associés a I’expression des génes MUC pour les mucines
mais elles sont également retrouvés sur de nombreuses glycoprotéines.

Le rdle des O-glycannes dans les mucines a été partiellement abordé dans le chapitre
précédent ot nous avons en particulier évoqué celui de barriére protectrice pour les cellules ou
des tissus ot ils sont localisés.

Le nombre et la nature des monosaccharides varient suivant 1’origine et la fonction des O-
glycannes. Ainsi, dans les mucines sécrétées, la structure des glycannes est extrémement variable
et propose un grand nombre de déterminants antigémiques reconnaissables par les adhésines
bactériennes, les sélectines animales (Crocker et Feizi 1996) ou encore les lectines végétales. Ces
O-glycannes permettent alors les interactions cellule-cellule dans les processus de reconnaissance
cellulaire intervenant notamment dans les processus d’inflammation.

11 est maintenant bien établi que certaines structures O-glycanniques sont directement
reliées aux développements cellulaires (pour revue Dabelsteen 1996) et sont donc des marqueurs
du développement. Cette propriété a fort bien été étudiée par Feizn (1985) en utilisant des
anticorps monoclonaux. A titre d’exemple, Springer et a/ (1985) ont été les premiers a montrer
I’importance des structures antigéniques Tn et T comme marqueurs de la tumorisation des tissus.
Présents dans de nombreux adenocarcinomes, ils sont également exprimés lors de I’embryogenése
(Itzkowitz et al 1991). Dans les tissus adultes sains, ces épitopes sont masqués soit par les
déterminants antigéniques de groupes sanguins par sialylation ou encore par I’élongation des
chaines (Clausen et Hakomori 1989). L’altération de la glycosylation classique permet alors
I’expression de ces structures Tn et T. L’implication des déterminants antigéniques de groupes
sanguins dans le dépistage des tumeurs est fort bien documentée dans la revue de Dabelsteen
(1996).
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Enfin, les O-glycannes agissent directement sur la conformation des glycoprotéines sur
lesquelles ils sont attachés, et les mucines membranaires, grace a leur masse moléculaire élevée,
protégent et permettent une sélection, par encombrement stérique, des éléments reconnus par les
récepteurs membranaires. Les chaines O-glycanniques des mucines sécrétées conférent a celles-ci
leurs propriétés physico-chimiques.

La connaissance des structures primaire des chaines O-glycanniques est essentielle dans la
compréhension du réle et des fonctions de celles-ci. Les premiéres analyses structurales utilisaient
des méthodes chimiques qui demandaient une quantité non négligeable de matériel. Depuis
quelques dizaines d’années les méthodes physico-chimiques se sont considérablement
développées permettant d’appréhender la détermination structurale de maniére plus aisée. Les
techniques de chromatographie, de spectrométrie de masse et de résonance magnétique nuciéaire
permettent a ’heure actuelle d’élucider de trés nombreuses structures. Dans une derniére partie

nous développerons la technique de R. M.N. appliquée aux O-glycannes hbres.
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1. INTRODUCTION

Ce chapitre a pour but d'expliquer les principes et la méthodologie de la RM.N. au
plus grand nombre. C’est pourquoi de nombreuses simplifications et omissions ont été
sciemment faites. Ceci réjouira les néophytes, ne dérangera pas les amateurs, mais
scandalisera probablement les spécialistes auxquels nous demandons quelques indulgences

La Résonance Magnétique Nucléaire en milieu liquide est une technique puissante
non destructive permettant de déterminer la structure des molécules biologiques et en
particulier celle des oligosaccharides.

Elle est basée sur la propri€t¢ magnétique de certains atomes (ou noyaux) dont le
proton (‘H), le carbone (°C) ou encore le phosphore (*'P). Par conséquent, les
oligosaccharides sont particuliérement adaptés a ce type d’expérience. Dans ce chapitre nous
aborderons briévement la théorie de la résonance en prenant le modele vectoriel comme
représentation du noyau. Ce modele, trés accessible pour un grand nombre d’utilisateurs, ne
correspond pas tout & fait a la réalité, mais il permet de simplifier considérablement la
représentation du principe de R M.N.. Apres une bréve description théorique nous tenterons

d’expliquer le cheminement d’une analyse structurale par RMN d’un oligosaccharide-alditol.
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2. SCHEMA GENERAL D’UNE EXPERIENCE R.ML.N.

Echantillon

Aimantation

(Magnétisation)

Données

il
Stockage VFT | (FT
@ \ Spectres

Figure 1 : Représentation schématique d’une expérience R M.N.

L’échantillon est placé dans un champ magnétique statique intense (Bg). Les
molécules de cet échantillon sont soumises & un champ magnétique appliqué B; qui provoque
une perturbation des atomes considérés. L’application de ce champ de radiofréquence (RF)
choisie (impulsion ou "pulse") est de courte durée, quelques microsecondes. Les noyaux
générent a leur tour un micro-champ magnétique qui sera capté par une bobine réceptrice,
c’est le signal RM.N. (Données). Ces données sont envoyées & un ordinateur ou elles sont
analysées et transformées en signal. Le traitement mathématique, ou transformée de Fourier,

permet de transformer le signal en spectre RMLNL.

3. PRINCIPE DE BASE

3.1 QU’EST CE QUE LA RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE ?

Certains noyaux sont comparables a de petits aimants, qui soumis & un champ

magnétique intense peuvent sous I’action d’un champ de radio fréquence (RF) convenable,
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absorber une certaine quantité d’¢énergie : ¢’est le phénomene de résonance. 1l se traduit par le

passage des noyaux d’un état énergétique tavorable a un état énergétique défavorable.
3.2 Ql 'ELS SONT LES NOYAUX CAPABLES DE FOURNIR UNE RESONANCE ?

Tout les noyaux ne présentent pas de résonance, il en existe deux types :

e Les noyaux sensibles au champ magnétique externe qui possedent un spin nucléaire 1

¢gal a '> comme le proton 'H, le carbone "'C, I'azote "N ou le fluor "’F. s ont une
circulation de charge sphérique, et possedent deux moments magnétiques.
Les noyaux a spin I supérieur a 'z : le deutérium “H I"azote "*N, I"oxygéne '’O ou encore
le soufre 'S ont une circulation de charge non sphérique et possedent un moment
quadrupolatre nucléaire. Tous ces noyaux sont capables de résonner mais dans des
conditions ditférentes.

#  Les noyaux non sensibles possedent tous un nombre de masse et un nombre atomique
pairs. La parité de ces deux valeurs entrainent un moment magnétique nucléaire unique.

Les noyaux de carbone *C ou d’oxygene o possedent un spin I égal a 0.
3.3 LES ETATS ENERGETIQUES

Soumis a un champ magnétique By, un noyau de spin | non nul peut prendre 21+1
orientations par rapport a la direction de ce champ.
Pour exemple, le proton ('H) qui posséde un spin nucléaire [ = "4 prend 2 orientations, celles-
ci correspondent au nombre quantique m :
m - +'2 lorsque le spin nucléaire est dans la méme direction que le champ appliqué, il est
alors dans un état energetique favorable o
m = -2 lorsque le spin nucléaire a une orientation antiparallele au champ appliqué. Il est alors
dans une position ¢nergétique défavorable B.

|."équation de Boltzman NB/Na = exp (-AE/KT) définie le rapport des noyaux dans les
deux etats d’énergies.

La transition entre deux ¢tats demande un apport

/B m=-1/2 l d’¢énergie qui est fourni par une radio-fréquence. Le

e passage d'un état o a un état 3 est appelé "transition

<—Bo

>

E N
(
AE |

énergétique”. I.'énergie nécessaire est selon I'équation de

| >

a m=+I|/2

I Bohr : AE = (hyBy)/2n = hv, ou h est la constante de
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Planke, y le rapport gyromagnétique du noyau excité et By 1’intensité du champ magnétique.

3.4 FREQUENCE DE PRECESSION

Le noyau peut étre représenté par un vecteur de moment magnétique p (avec une direction et
une intensit€). Ce moment magnétique tourne, autour d’un axe dirigé suivant la direction du
champ appliqué By, a la vitesse @y = 27tvy, Ou v, est la fréquence de Larmor du noyau, elle est

également appelée fréquence de précession, celle-ci est fonction du champ By. (v = YBg / 27)

Etat énergétique favorable o

Etat énergétique défavorable

3.5 LA RESONANCE

La résonance consiste donc au passage du noyau d’un état énergétique favorable a
(suivant la direction By) & un état €nergétique défavorable 3 (antiparallele a B,). Cette
transition est induite par 1’application ponctuelle d’un champ magnétique B, perpendiculaire
a By et de radiofréquence (RF) choisie vg;. Pour avoir résonance du noyau, il faut que la RF
appliquée soit égale a la fréquence de précession du noyau :

V1 = Vo =T1Be/2T
L’arrét de I’application de la RF va permettre le retour a 1’équilibre des noyaux, c’est le

phénomeéne de relaxation (Figure 2).
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Condition de résonance :

AE=hv,=hy,B/2n

} V,= Yy B/2n = vy } g

ZA

Relaxation
P towwsssmns i sovessows Bl wous l s I o 5
[ R v i e B i o 7 L i y
Résonance S P N\ ﬁ
* - m=-1/2
—p @21V,

Figure 2 : Représentation vectorielle de ’application d’une radiofréquence B, sur un vecteur moment magnétique
u représentant un spin nucléaire de proton. La résonance est obtenue quand la RF appliquée v, est égale 4 Ia

fréquence de précession du noyau v,.

Dans une molécule, comme un oligosaccharide, tous les protons ne sont pas
équivalents et par conséquent les fréquences de précession sont différentes. C’est pourquoi la
RF B; est appliquée avec des fréquences croissantes ce qui permet d’atteindre la résonance

pour chaque noyau.
4. PRINCIPE GENERAL

Dans cette partie nous nous intéresserons aux moments magnétiques totaux qui sont
définis comme la magnétisation macroscopique, M. Celle-ci représente la somme des
moments magnétiques des noyaux paralléles et antiparali¢les. La population des noyaux dans
un état o étant plus grande que la population §, la magnétisation M est donc orientée suivant

la direction du champ By,



Résonance magnétique nucléamre  §()

(4)

-A

¢

R sl ]

(D)

Figure 3 : Représentation schématique de I"application d’une

radiofréquence B, sur la magnétisation macroscopique

La magnétisation _macroscopique

M est, dans un champs intense B0,
parallele a ce demnier, elle est appelee

dans ce cas magnétisation longitudinale

(Figure 3A). L application d'une RF
dont la  composante  magnétique
(externe) BI est perpendiculaire au
champ B, provoque le basculement de
cette magnetisation sur un plan xoy pour

donner la magnétisation transversale,

c’est le principe de 'impulsion R-M.N.
ou "pulse” (Figure 3B).

L application de cette radiofréquence
choisie sera de courte durée (quelques
microsecondes). Les noyaux, dans une
position énergétique defavorable,
tendent a revenir dans leur position
initiale a 1'équilibre. La magnétisation
transversale va revenir a |'équilibre en
oscillant autour de I'axe a la fréquence
de précession des noyaux (Figure 3C).
Cette fréquence est spécitique de chaque
espéce de noyaux et dépend de
I'environnement ¢lectronique  (densite
électronique) de ces derniers. A titre
d’exemple le galactose possede 8
protons différents par leur
environnement et leur position. Ces
derniers qui ont chacun leur propre
fréquence de précession donnent alors 8

signaux différents
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4.1 COMMENT MESURER LA FREQUENCE DE PRECESSION ?

L’arrét de I’application de B, va permettre a la magnétisation transversale de revenir a
sa position initiale le long de ’axe z avec une fréquence de précession spécifique et pendant
un certain temps T.

La projection du vecteur de magnétisation sur le plan xoy qui correspond a la magnétisation
transversale décroit en fonction du temps (Figure 3C). Cette décroissance peut étre mesuree et
correspond au temps de relaxation transversale T,.

De la méme maniere, la composante Mz représente la magnétisation transversale qui peut étre

'uu.fj‘.rw.ixncl(

mesuree et elle correspond au temps T).

T1
Magnétisation
- longitudinale

L composante Mz
Magnétisation A

macroscopique \ )
Magnétisation
transversale

composante Mxy

L’oscillation des noyaux provoquent un champ électromagnétique qui est capt€ par un
récepteur situé suivant 1’axe ;,( Le signal obtenu s’appelle une FID' ou décroissance
d’induction libre (Figure 3D). Ce signal est tout a fait comparable a celui produit par un
guitariste qui pince une corde de sa guitare, le son résultant, de fréquence constante, a une
intensité qui diminue en fonction du temps.

Ce signal (S = f{t)) n’est pas exploitable en tant que tel, c’est pourquoi il est
transformé en une fonction de fréquence. C’est la transformée de Fourier qui permet d’obtenir

le spectre connu I = f (Hz).

' FID : Free Induction Decay
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Figure 4 : La transformée de Fourier permet de transformer la FID totale qui est une fonction du temps S = f{t)
en un spectrogramme qui est une fonction de fréquence (Hz). Chaque signal correspond a une fréquence de

précession d’un noyau donné.

La FID finale est, en fait, constituée d’une superposition de¢ sinusoides amorties,
chacune d’elles correspondant 4 un type de noyau. 1l y a donc autant de sinusoides que de

signaux RM.N..
4.2 COMMENT SUPPRIMER LES SIGNAUX INDESIRABLES ?

Un monosaccharide comme le galactose possede 12 atomes d’hydrogeéne
chimiquement différents. En effet certains atomes sont chimiquement mobiles, c’est
notamment le cas des protons hydroxyls (-OH) et des protons des fonctions aminées (-NH-).
Ceux ci sont substitués par des atomes de deutérium (*H) qui, dans les conditions de mesure,
ne résonnent pas. Ils sont donc invisibles sur un spectre RM.N.. Cette opération s’appelle
I’échange chimique.

Cette modification consiste & solubiliser ’échantillon anhydre dans un volume de
’H,0 (D,0), de lyophiliser et de solubiliser 4 nouveau dans le méme solvant. Cette opération
peut étre répétée plusieurs fois si nécessaire. Néanmoins le D,O n’est pas enrichi 4 100% de
deutérium si bien qu'il subsiste alors un signal résiduel d’eau visible sur le spectre et noté
HOD (HO*H).

4.3 LES MONOSACCHARIDES

Les monosaccharides peuvent exister sous deux configurations différentes (appelé D

ou L) et un grand nombre de conformations (pyranique, furanique etc. ...) (pour revue



Résonance muagnétique nucléaire 83

McNaught 1996). Neéanmoins les sucres pyraniques adoptent presque toujours les
conformations chaises 'C, ou 'C, (Figure 5). C’est cette derniére qui est considérée dans ce
travail. La connaissance de la conformation des sucres est essentielle pour pouvoir interpréter
un spectre R MN.. La majorit¢ des monosaccharides de série D ont une conformation en g
(Tableau 1) qui signifie que le carbone n” 4 du cycle est au dessus du plan formé par
I"oxygene du pont hémiacétalique et les carbones C2, C3, C35, et tandis que le carbone 1 est

en dessous.

B-D-galactose

C,— oD

|
H,

Figure 5 Conformation en chaise 'C’; du B-D-galactose. Les protons axiaux (en rouge) sont paralléles entre-eux.

Seul le proton H4 est en position equatoriale, il est alors parallele au plan du cycle (en grise)

Dans ce type de conformeres, il existe 3 types de protons :
@ Les protons axiaux paralleles entre-eux (H 1, 2, 3, 5)
Lor Les protons equatoriaux (H 4)
® Les protons exocycliques (H6,67)

I.es molécules O-glycanniques sont généralement isolées sous forme réduite. La N-
acetyl-galactosamine en position terminale réductrice sera donc sous forme d’osaminitol non
cvelique. Certains de  ses protons ont des fréquences de résonances particulieres,

caracteristiques et parfaitement identifiables.
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Tableau 1 Representation des principaux monosaccharndes rencontres dans les O-glycannes de type mucines
Les structures sont preésentées apres échange au deuterium, les protons indiques en rouge sont observables sur un

spectre. R . groupements N-acetyl (NeuAc), N-glycolyl (NeuGe), OH (Kdn)

Structures Symbolique Conformation

i
; utilsee

D-N-acétyl-zalactosaminitol
CH.,OD

= <(:‘ NDCOCH
DO e ¢ e H

]
]
]
i
]
I
1
l ' |
e M 1 @)
DO = ~==1 ; O
]
I
]
1
4

linéaire
o
H == ~= OD
|
CH,OD

Chaise

Gal @ (w)p-D-galactose
0D

Clon

Oon
(H)

GalNAc : («)B-D-V-acétyl-galactosamine

oD

CHOD
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n

A Kdn

X
I
]
]

NeuAc : 5
1
]
i
|
]
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4.4 ]_ES CONDITIONS DE MESURE

Les programmes d’impulsions qui permettent d’obtenir un signal sont courts, de
I’ordre de la seconde. De ce fait les expériences sont répétées un certains nombre de fois et
les FID accumulées avant de procéder a la transformée de Fourier. Le rapport signal sur bruit
(S/B) est alors amélioré. En effet S/B est proportionel 2 VYN (ot N est le nombre
d’accumulations).

Les expériences RM.N. doivent étre, en regle générale, réalisées dans les mémes
conditions physico-chimiques. En effet les différents paramétres sont variables suivant la
température et le pH des solutions. Etant donné que la R.M.N. peut nécessiter une étude
comparative il convient de réaliser les expériences a température et pH constants, ce principe
permettant alors de se référer aux banques de données des déplacements chimiques qui seront

définis par la suite.
4.5 LES PARAMETRES IMPORTANTS

Chaque signal R MLN. est caractérisé par plusieurs grandeurs qui sont caractéristiques
de chaque noyau considéré. Ces parametres donnent des informations sur le proton et son
environnement. La détermination de la structure primaire des oligosaccharides repose sur les
différents critéres que sont :

@  Le déplacement chimique exprimé en ppm (partie par millions) ou parfois en Hz
@  La constante de couplage dont la grandeur est exprimée en Hertz

=  L’intensité du signal
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Constante de couplage

Intensité
— | J|J | J
Référence
8, 3, 3, 0

déplacements chimiques (ppm)

Densité électronique

Figure 6 : Représentation schématique des paramétres R M.N. contribuant 4 analyse de la structure primaire des
oligosaccharides (D’apres van Halbeek 1995).

Ces paramétres peuvent étre complétés par d’autres :
=  Les effets nOe® qui sont dues aux interactions dipolaires entre deux noyaux
différents et voisins dans D’espace et dont l'intensité de corrélation est
inversement proportionnelle 4 R® (ou R représente la distance interatomique
entre les deux noyaux donnant l'effet nOe). Ce parametre est essentiel dans les
analyses conformationnelles des oligosaccharides. Ce parameétre n’a pas de
valeur numérique mais une valeur informationnelle.

& Le temps de relaxation longitudinal T1 (exprimé en secondes) qui décrit la

cinétique de retour des noyaux a 1’équilibre apres une impulsion.

w Le temps de relaxation transversale T2 (en seconde) décrit le taux de

décroissance de la magnétisation transversale.

Pour les molécules de petite taille, comme les oligosaccharide-alditols, T1 et T2 sont
similaires. Les macromolécules de type polysaccharide ont des temps T1 entre 0.1 et 1
seconde alors que T2 est inférieur a 0.1s.

Ces deux paramétres ont leur importance dans [’établissement des séquences

d’impulsions R.M.N. mais ne sont pas nécessaires dans I’interprétation des spectres.

2 nOe : nuclear Overhauser enhancement
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4.5.1 LE DEPLACEMENT CHIMIQUE

Cette valeur définie (8) la position du signal sur ’axe des fréquences (axe x du

spectre), la valeur sera mesurée par rapport au signal référence par la relation suivante :

V-V
§=—= x10°
VO

Vet correspond au déplacement chimique des protons du T.M.S.* (Tétra Méthyl Silane)
Ces protons ont la particularité d'étre dans un environnement dont la densité €lectronique est
la plus forte. La fréquence de résonance est calculée pour un rapport gyromagnétique yy =
26.752 x 10’ rad T s et avec I’intensité (en Tesla) du champ magnétique B, de I’appareil
utilisé. Par exemple dans un champ By de 9.4 T la fréquence de résonance des protons du
T.M.S. se trouve & Vs = vy X By / 21 = (26.752 107 x 9.4)/ 2n = 400.22 MHz. Par dé¢finition le
déplacement chimique 8ty s, = 0 ppm.

Vo : Radiofréquence de ’appareil R ML.N..

v : correspond a la fréquence de résonance du signal observé.

Les fréquences Vv, v et v, sont trés grandes (MHz) c’est pourquoi & est exprimeé en
ppm.

L’échelie des spectres pour 1’étude des O-glycannes se situent entre 0 et 7 ppm soit
pour un appareil de 400MHz, de 0 a 3200PIZ. Cette valeur de déplacement chimique exprime
I’environnement direct du noyau considéré. Si un noyau se trouve dans un environnement ou
la densité électronique est trés forte (il est dit "blindé") comme c’est le cas pour les protons
méthyliques (R-CH;), le déplacement chimique est alors faible. Par contre, si la densité
électronique est moins intense comme pour les protons anoméres, le déplacement chimique
sera plus grand (le proton est "déblindé"). Ce parametre est a la base des "structural reporter
groups” qui fournissent une carte &’ identité pour chaque oligosaccharides. (Vliegenthart ef a/
1983, Kamerling ef al 1992)

3 TM.S. : (CH;),Si
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4.5.2 LA DENSITE ELECTRONIQUE

La densité électronique est responsable du « blindage » ou du « déblindage » des
atomes observés. Pour évaluer la densité électronique il faut prendre en compte les propriétés
¢lectro-attractives ou électro-répulsives des atomes et des groupements chimiques (sulfate,
phosphate etc. ...). Le caractere électro-attractif des groupements chimiques provoque un
"déblindage” des atomes observés, a contrario un groupement électro-répulseur induit un
blindage par augmentation de la densité électronique autour des noyaux observés.

Cette notion est également importante puisqu’au plus un proton est « blindé » plus la
radiofréquence B; nécessaire a faire basculer la magnétisation transversale sera élevée et
inversement. Sur un spectre RM.N. cela se traduit par deux zones, une zone dite des hauts

champs magnétiques et I’autre des bas champs magnétiques.

Densité électronique faible

Densité électronique forte
zone des bas champs

zone des hauts champs

I 3. ¥ 3 3 3 4 i I I 1
T ¥ T T T T T T T T 1]

10 Déplacements chimiques (ppm) 0

De ce principe, chaque proton d’un monosaccharide aura son propre déplacement
chimique, avec comme exception les protons chimiquement identiques qui possédent dans ce
cas strictement le méme déplacement chimique. Néanmoins I’intensité du signal observé sera

proportionnelle au nombre de protons qui résonnent a la méme fréquence.
4.5.3 INTENSITE DES SIGNAUX

Les protons chimiquement identiques ont la méme fréquence de précession (ou
fréquence de résonance) et ont de ce fait le méme déplacement chimique. L’intensité du
signal considéré sera directement proportionnelle au nombre de protons impliqués dans ce
signal. L’intégration du signal par rapport & un signal de référence permet alors de déterminer
le nombre de protons. Cette propriété quantitative de I’expérience R.M.N. permet d’analyser

le cas échéant un mélange d’oligosaccharides.
4.5.4 LA CONSTANTE DE COUPLAGE (J)

Cette entité est fondamentale dans la détermination structurale et conformationelle des

molécules. Cette valeur prend en considération deux éléments :
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(=g

&

Le nombre de noyaux voisins, c’est a dire les noyaux couplés au noyau observé.
L’angle qui existe entre les deux noyaux considérés, la valeur de cet angle est

importante puisqu’elle détermine la largeur du signal observe.

11 existe plusieurs types de constantes de couplage dont la nomenclature est la suivante :

XTIy 2. X représente le nombre de liaisons covalentes entre le noyau observé et le noyau

voisin, Y et Z représentent les deux noyaux pris en compte. Ils peuvent étre identiques (H,H)
ou différents (C,H).

=

La constante de couplage homonucléaire :
H: 2JH,H: constante de couplage géminale
3JH,H : constante de couplage vicinale (ex : COSY)
Be: 1Jc,c
’J c.c : constante de couplage longue distance

3 Jcc : constante de couplage longue distance

La constante de couplage hétéronucléaire :
BC: Jen: HMQC
*Jcn : constante de couplage faible
] cH - constante de couplage longue distance type HMBC

"J oun = 4, couplage longue distance.

4.5.4.1 Le nombre de protons (figure 7)

11 est important de considérer le nombre de protons voisins, en effet le nombre de raies

spectrales d’un proton est égale 4 2° out n est le nombre de protons couplés au proton observe.

L’intensité relative de ces raies, lorsque les constantes de couplage sont identiques, est

donnée par le triangle de Pascal.

o pemh el e

aucun couplage, singulet

1 noyau couplé, 2 raies d’intensité 1 : 1, doublet

1 2 noyaux couplés, 3 raies d’intensité 1 : 2 : 1, triplet

31 3 noyaux couplés, 4 raies d’intensité 1 : 3 : 3 : 1, quadruplet
6 41 etc. ...

10 10 5 1
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Figure 7  Representation des ditférentes constantes de

peuvent étre représentées sur un spectre 2D type COSY.

4.3.4.2 Angle entre deux protons

4 ppm

H oD

Ouisdruplet
tpsetdo-smalen

JHHM

CHon

“HI Hn

i
JII‘IH

§d  Octuplet
{pseudo-quadruplet)

i

Hy' “He' e

Ho Hy JHu‘ H3

Quadruplet
(pseudo-doublet)

couplages vicinaux Clin) du galactose telles qu’elles

l.a relation entre la valeur en Hertz de la constante de couplage et 'angle dihédral (®) que

font deux protons portés par des carbones voisins peut étre schématisée par la relation de

Karplus :
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Cette propriété permet de déterminer I'anomérie des sucres et leur nature. En effet, chaque
monosaccharide est caractérisé par son schéma de constante de couplage vicinal comme cela

est indiqué dans le tableau 2.

OH

«a-D-galactose ¢ ( F\
C H
H )

CH.OH

e e H
HO HO) .

1 on : b o e R

HO

b=m/4 ]<4Hz

OH H
CHOH (

oo OH

HO
HO HO o>
il b HO
H i

a
0

R

2

db=n J~8-10Hz

Figure 8 - Représentation de I'angle dihédral (®) entre les protons H1 et H2 des deux anomeres du galactose

Ainsi pour les conformations et configurations classiques, les anomeres o présentent

en régle générale une petite constante de couplage (J = 5Hz) et les anomeres 3 une grande

constante de couplage 5 Hz <J > 12Hz.



Résonance magnétique nucléaire 97

Stéreochimie des résidus aldopyranosiques
Ji2 Joz Jss Jdas Configuration Conformation Exemples de résidus
G G G G B-gluco *Cy B-D-Glc, B-D-GlcNAc, B-D-Qui
"G G G P T Tgido ¢ (Didose)
"G G P G| stéréochimie impossibe T TTTTT
"G G P P|  pwgalacto “c,('C)  B-D-Gal, p-D-GaiNAc, (B-L-Fuc), p-D-Fuc_
""""""""""""""" a-alto € («-D-Altrose)
"G P G G| stéréochimie impossible 0T
TGP G TP stéréochimie impossible T T TTTTTTTTTTTTTTTTTOS
B A D T ¢ (@D-Alose)y
"G P P P| < pguo o T (8-D-Gulose)
P66 G G| ¢ a-gluco o a-D-Glc, a-D-GIcNAc, o-D-Qui
P G G P| 7 pid0 ¢, (fDiadose)y
PG P G| stéréochimieimpossible T
P G P P|  agalacte “Ci('Cs)  a-D-Gal, a-D-GalNAc, (a-L-Fuc), a-D-Fuc
PP G G| wmamo “Ci("Cs)  o-D-Man, a-D-ManNAc, (a-L-Rha)
T T T T Bmamme ¢, p-DMan, p-D-ManNAC
PP G PT 7 aguo KO («-D-Gulose)
PP P G| a et -altro,o—allo *C: (a.orp-D-Alrose, a-D-Allose)
P P P P aetpido,o—guo *¢ 77T (aetpD-idose)
"""""""""""""""""" agulo & (o-DGulose)
_________________ aetptalo € («etpD-Talose)

Tableau 2 : Récapitulatif de toutes les constantes de couplage *Jyy possibles des résidus aldopyranosyles. Les
symboles G et P représentent respectivement des constantes de couplage vicinals 3 u grandes (>5 Hz) et petites (<
5Hz). (Koerner et al 1987). Les résidus les plus fréquemment rencontrés dans les oligosaccharide-alditols isolés a

partir de mucines sont en caracteres gras.

4.6 COMMENT APPREHENDER L’INTERPRETATION DES SPECTRES R.M.N. DES O-

GLYCANNES ?

La lecture des spectres RM.N. est facilitée par la connaissance de I’origine et de la
méthode de séparation du produit analysé. Les O-glycannes de type mucine sont généralement
isolés a I’état d’oligosaccharide-alditols ; c’est pourquoi nous considérerons par la suite que

tous les oligosaccharides le sont.
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Les indications apportées par les méthodes d’isolements (résines échangeurs d’ions, HPLC
etc. ...) permettent d’orienter la recherche d’éléments structuraux caractéristiques des
molécules acides ou neutres. La réduction des O-glycannes aprés B-élimination indique que
ces oligosaccharides possédent tous un résidu de N-acétyl-galactosaminitol. Toutefois il
arrive que certaines molécules aient subit une dégradation récurrente avec ou sans réduction.
Les produits obtenus possédent alors un résidu de galactitol ou sont caractérisés par la
présence d’un héxene-tétrol (dégradation par oxydation du N-acétyl-galactosaminitol), ce
dernier composé est trés facilement identifiable a la vue de la résonance trés particuliére de

ses protons éthyléniques aux environs de 6 ppm.
4.6.1 METHODOLOGIE SUIVIE

La réalisation d’un spectre proton a une dimension est systématique. Elle permet de
connaitre plusieurs parametres. Deux cas peuvent se présenter :

La molécule a déja été isolée et, dans ce cas, les déplacements chimiques de ses
protons sont strictement identiques a ceux déja publiés. L analyse est alors terminée.

La molécule est nouvelle, la comparaison des déplacements chimiques avec la banque
de données ne permet pas d’identifier les monosaccharides et les liaisons. Dans ce cas les
analyses RMN. doivent &tre approfondies par la réalisation d’expériences a deux
dimensions. Les expériences COSY homo- et hétéronucléaire et ROESY permettent, dans la
majorité des cas, d’identifier la nature des monosaccharides de I’oligosaccharide et d’€lucider

la structure primaire de ce demnier.

4.7 LES EXPERIENCES RM.N.

4.7.] LE SPECTRE PROTON (*H) 4 UNE DIMENSION

Ce type d’expérience apporte de nombreux renseignements a I’interprétation :

=  La valeur des déplacements chimiques de chaque proton identifiable

&  Le nombre de résidus monosaccharidiques (nombre de protons anomeéres)

=  La présence ou non d’acide sialique (présence des protons H3 axial et équatorial)

&  Le nombre d’osamines (nombre de raies correspondants aux groupements acétamides)

& Le nombre de résidus de fucose (nombre de doublets caractéristiques dans les hauts
champs (1.1 < 8ppm -CHj; <1.3)

#  Accessoirement, I’état de pureté de la molécule (intensité relative des signaux)
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Le spectre a une dimension peut étre scind€ en trois régions distinctes, comme I’indique la

figure suivante :

Région des protons:

acétamide

méthylique

axial et équatorial des acides sialiques

Région des protons anoméres - =~
~ T .
"Bulk region"
P
T i T T T f T i
5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5
(ppm)

Figure 9 : Ce schéma, trés général, est valable pour tout O-glycanne de type mucine.

La région des protons anomeres est importante (comprise entre 6 a ~ 4.5 ppm), elle
permet de déterminer le nombre de résidus monosacchanidiques qui constituent
I’oligosaccharide. Les constantes de couplage peuvent étre mesurées discriminant I’anomérie
a ou f des sucres.

La "bulk region” (~ 3.6 a 3.2 ppm) renferment de nombreux protons qui possédent une
fréquence de résonance proche ce qui rend leur distinction trés difficile. Mais les protons
portés par des carbones impliqués dans une liaison O-glycosidique sont tres souvent
déblindés, ils peuvent alors glissés vers les bas champs. Par conséquent ils peuvent étre
distingués.

Enfin la région comprise entre 1 et 3 ppm correspond a différents protons qui
apportent de nombreuses indications (présence des protons équatorial et axial des acides
sialiques, protons acétamides des osamines, etc. ...).

A titre d’exemple, la figure 10 représente un spectre 1D d’un oligosaccharide-alditol,

I’emplacement des protons y est caractéristique.



Résonance magnétique nucléaire 95

Protons acétamide
R-ND-CO-CH,
) Référence interne
| I(:)[) (acctone)

Proton anomdére o \‘

Protons anomeres p

Protons non

distinguables
ST, Protons methylique
o R-CT1,
Protons particuliers

de I'hétérocyele

|
PR, T | “
i §

) EI)\

NP . |
,4‘}“1‘ ’,l('{’ m& ‘/“A‘.Im ‘ ) ‘ . i ,H | . "‘

i
L
i

(9%
s
%)
o
2
il
ra
<
A

5.0 t. 4.0

L

(ppm)

Figure 10 : Spectre proton d'un oligosaccharide-alditol realise a 400 MHz et a 300°K  Les déplacements

chimiques sont mesures par rapport a une reference interne . les protons de I'acétone résonnent a 2.225 ppm.

4.7.2 LESPECTRE " C 4 UNE DIMENSION

Comme nous avons pu lindiquer précédemment, le "'C posséde un moment
magnctique nucléaire et 1l est donc possible de réaliser les expériences R M.N.. L abondance
naturel de cet isotope est de 1/100 par rapport au '"C. et de ce fait les expériences seront plus
longues. De la méme maniere, les déplacements chimiques seront caractéristiques de la
position du carbone dans la molécule. En effet, ceux ci dépendent également de la densité
¢lectronique autour du carbone observe.

La fenétre spectrale de I'observation des carbones se situent entre 0 et 120 ppm. Ainsi
les carbones anomeres se situent entre 90 et 110 ppm, les autres carbones résonnant entre 50
¢t 90 ppm  Les signaux des carbones des groupes methylenes (R-CH>-R) sont observés aux
environs des 60-70 ppm et les carbones méthyliques (R-CH;) aux environs de 30 ppm. Une
différence de A - + 10 ppm est significative d’une substitution sur le carbone observé.

A titre indicatit, la référence utilisée pour obtenir les conditions de résonance du
carbone "'C est également le TM.S.. Le rapport gyromagnétique des carbones de cette

référence est y;¢ = 6.7283 107 rad T s Ce rapport est le quart de celui du proton, la radio-
Y ppo ]
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fréquence, dans un champ magnétique identique au proton, utilisée pour faire basculer la
magnétisation est égale au % de celle utilisée pour le proton.

Par exemple, dans un champ de 9.4 T la résonance du >C est obtenue pour : v =672 10" X
9.4 /27~ 100MHz.

4.7.3 L’EXPERIENCE COSY’ HOMONUCLEAIRE 'H/'H

Le COSY 90 permet d’obtenir des informations importantes. Cette expérience permet
de corréler les protons qui sont couplés scalairement, en d’autres termes celle-ci permet de
transférer la magnétisation d’un proton sur un proton voisin et permet donc de visualiser les
constante de couplage 3J entre 2 protons. Il existe plusieurs expériences COSY :
=  COSY 90 : Il y a transfert de magnétisation entre le proton H1 et H2
&  COSY R1 : COSY un relais, la magnétisation est transférée du H1 a H3 via H2
w  COSY R2 : La magnétisation va jusqu’au proton H4

I existe également le COSY R3 et le TOCSY (TOtal Correlation SpectroscopY ou
COSY multirelayé). Cette demicre expérience permet de transférer la magnétisation sur la
totalit¢ des protons d’un monosaccharide. Néanmoins la visualisation des constantes de
couplage y est beaucoup moins aisée.

Les expériences COSY sont fondamentales puisqu’elles permettent de mesurer toutes
les constantes de couplage (J) entre les différents protons et donc de déterminer la nature du
monosaccharide (Tableau 2). Cette expérience permet, en plus, de déterminer les

déplacements chimiques des protons qui résonnent dans la "bulk region”.

4.7.4 EXPERIENCE HETERONUCLEAIRE

4.7.4.1 HMQC : Heteronuclear MultiQuantum Coherence

Cette expérience R M.N. permet de corréler chaque proton au carbone sur lequel il est
attaché. La finalité de cette expérience est indissociable de I’expérience COSY multi-relayée.
Celle-ci a permis d’identifier et de déterminer le déplacement de la majorité des protons de
la molécule, le report de ces valeurs sur le spectre HMQC permet d’identifier les carbones
correspondants et d’en déterminer leur déplacement chimique. La connaissance des

déplacements chimiques des carbones permettent de déterminer la substitution par

* COSY : acronyme de COrrelation SpectroscopY
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I"observation d’un « déblindage» des carbones, + 5 <Ad= + 10 ppm. Il est a noter que
certaines variations sont plus ou moins importantes et apportent des informations quant a la

nature des liaisons et substitutions diverses.
4.7.4.2 HMBC : Heteronuclear Multiple-Bond Correlation

Cette expérience permet d obtenir les corrélations et les couplages ') entre un proton
et le carbone voisin. Ces informations sont d autant plus importantes quelles permettent de
déterminer la séquence de I'oligosacccharide. En effet les couplages ' permettent de corréler
les noyaux distants de trois haisons covalentes, 1l est donc observe. pour un monosaccharide,
les correlations suivantes :
3-’1—11.(:1, }-'m.cs }Jlll,(,‘l» RJH}.(_‘FH 1-'ln_u~ }JIH,('L‘-IIHL'(\? ‘Jus,cz,‘\Jnsu mais surtout 3Juu'x ou X est

la position du carbone du monosaccharide inclus dans la liaison O-glycosidique.

g
p

OH

CHL.OH

H (f/ H
H
HO\( HO
| H,
8]

Figure 11 : Schéma représentant les corrélations *Jic (en rouge) carbone/proton observeées a partir du proton 1
dans une expérience HMBC . La corrélation la plus intéressante est celle qui indique la liaison O-glycosidique

Ce type d'expérience permet ainsi d'établir les sites de liaisons entre les monosaccharides ou
des groupements exocycliques, effectivement la magnétisation peut étre ¢galement transférée

au travers d'un hétéroatome.
4.7.3  LES EXPERIENCES ROLESY (ROTATING IRAME OVER HAUSER I 1FECT SPECTROSCOPY)

Ce type d’expérience permet de visualiser les corrélations dipolaires proton-proton
entre deux voisins proches d’au plus 5 A Les corrélations peuvent étre d origine intra- ou
inter-résidus. Il est évident que les intéractions inter-résidus sont plus intcressantes

puisqu’elles permettent de conforter la séquence primaire de I"oligosaccharide-alditol
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OH

L otl

Figure 12 : Representation d une correlation dipolaire visible entre deux protons dans une experience ROESY

Cette experience associée a 'THMOQC peut se substituer a I'experience HMBC.

S. ETUDE D’UN EXEMPLE

5.1 SPECTRE 'H DU N-ACETYL-GALACTOSAMINITOL

Cet osaminitol est le point commun de tout O-glycanne de type mucine isolé par -
¢limination en milieu réducteur. Il semble donc intéressant d'identifier les signaux
caractéristiques de cet alcool. Certains de ses protons sont effectivement parfaitement
identifiables dans de trés nombreux spectres. Ils refletent alors la nature du noyau (core) de

I"ohigosaccharide-alditol. (Tableau 3)
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GalNAc-ol CIIHI,HI'OD
He H2 = —=NDCOCH,
= -11.4 Hz 5 , DO &= (C —=H3
HI SJ 6OHZ a H3r-14 971"{2 h ' H4
”1112 3
, b: = 1.5 Hz { ) DO™—(C—=
H]l = -11.4 Hz R Hs é':__zﬂ oD
HI,HZ =78Hz a: JH;HG 7.1 Hz | CH6,H6'OD
H6 3 -~ 115Hz b Y, = 4.9 Hz
Tu=7.1Hz I
He' - Jnsqaz -11.5Hz e
Jmm 7.1 Hz H-2 H4
HOD 3Jm.m=7.8 Hz —> 3 = 9.7Hz
me 60HZ -_> { ng, 1 7H7

HE.HS_ 1.6 Hz —>ﬂ ’i

T T T T ] T f T T i
4.8 46 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2
(ppm)

Figure 13 : Spectre RMN 'H du N-acétyl-galactosaminitol. Le signal des protons du groupement N-acétyl n’est
pas indiqué dans le spectre, il résonne 4 2.055 ppm.

Tous les protons des monosaccharides ont des déplacements chimiques variables
suivant la nature du noyau ("core") de I’oligosaccharide. Les monosaccharides du noyaux
(core) sont d’ailleurs ceux qui sont le plus affectés. Les protons H2 et H5 sont plus déblindés
que les autres protons et "sortent” du massif (ou "bulk region"). Ils sont, par conséquent, plus
facilement identifiables. La comparaison des déplacements chimiques avec les banques de
données permet souvent de déterminer la nature de la substitution

Les protons H-3 et H-4 représentés par 2 quadruplets identiques peuvent ainsi étre
aisément distinguables, en effet le proton H-3 est déblindé et résonne aux environs de 3.8, 4
ppm alors que le proton H-4 résonne aux environs de 3.3, 3.7 ppm. L’identification de ces
protons et la valeur de leur déplacements chimiques respectifs, ajoutés aux protons H-2 et H-

5, sont trés souvent suffisants pour €élucider le type de noyau de I’oligosaccharide-alditol.

BU

LILLE]



Résonance magnétique nucléaire 100

Tableau 3 : Table des déplacements chimiques des protons des noyaux 1 4 6 (D’aprés Kamerling et Viiegenthart 1992)

O .Q—o ! })»ol '/& o :\/Q-ol O/O—O l ‘&ol
noyau 1 noyau 2 noyau 3 noyau 4 noyau 5 | noyau 6
GalNAc-ol H-2 | 4252 | 4395 4395 4287 4280 4395 | 4242
H-3| 3850 | 4.065 4.061 3.996 3.984 3888 | 3.841
H-4 | 339 | 3.507 3.468 3.546 3.519 3680 | 3.379
H-5 | 3928 | 419 4.281 4.141 4230 3749 | 4.021
H6 | 3668 | 3.69 3.931 3.65 3.905 3.647 | 3.933
H-6"| 3647 | 3.628 nd. nd. nd. 3647 | nd.
Ndc | 2.055 | 2.050 2.066 2.037 2.044 2.049 | 2046
Autres BGal BGal | BGIcNAc | BGIcNAc | BGIcNAc | BGIcNAc | BGaINA | BGleNAc
résidus i (6) G |6 c
H-1 - 4478 4468 | 4538 4604 | 4600 | 4.543 5.103 4553
H2| - 3564 | 3542 | nd nd. nd | nd | 4235 | nd
#3| - | 36m | nd ! nd | 358 | nd ! na | 3921 | na
H4| - 3901 | 391 | ad nd. nd | nd | 4043 | nd
Hs | - nd. nd. | nd nd. nd. | nd | 4073 | nd
H6 | - n.d. nd | 392 | 395 | 3940 | 3931 | nd | 3928
H6"| - nd. nd | nd nd | nd ! nd | nd | na
Ndc | - - - " 2066 | 2085 | 2081 ! 2063 | 2060 | 2059

5.2 SPECTRE D’UN OLIGOSACCHARIDE-ALDITOL

L’oligosaccharide a été isolé par B-élimination

méthodologie d’isolement et de purification est la suivante :

Mélange total des oligosaccharide-alditols

Discrimination des isomeres par CLHP °.

réductive d’une mucine. La

= Chromatographie d’échange anionique <

Les renseignements apportés par les méthodes d’isolement indiquent que cet

oligosaccharide-alditol est acide et de petite taille (Chromatographie de retard sur gel de

silice).

3 CLHP : Chromatographie Liquide Haute Performance
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5.2.1 SPECTRIE PROTON [1) DE 1 OLIGOSACCHARIDE (I'1GURE [4A4)

B oo™ T 2

BB

. B
1,.=3.6H7
= 7.8 Hz
J i, "
e ] 3.60 IR 4.6 g
HPD CH,COCH
A Acctone
“‘ ol __,_9’
Ei B ¢ ‘L ‘\j l
t “ |4 ||i ! u' \!i “J( ’I‘J | 'I - | B
. 3.0 4.5 Jv() LS (ppo) 3.0 1R S0 e

/l R-NDCOCII,
{a: I — | /

C H-s ibz Dy =49 17

g Jie= 1.7 HZ - fa: o= 9.7 He

R-CH,

-}

) Ub: 0= 15 1z
-2 H-5
Jo= 1.8 1z

ST

ih

Figure 14 - Spectre proton de I'oligosaccharide réalise a 400 MHz et a 27°C_ Les parties expliquees dans le texte

sont agrandies

3.2.1.1 ldentitication de I'osaminitol (Iigure 14 ¢, D)

La présence de pseudo-hexuplés (octuplets) aux déplacements chimiques 4388 et
4.145 ppm correspondant respectivement aux protons I1-2 et H-5 et la présence d'un signal

acétamide a 2.044 ppm indique la présence de NV-acétyl-galactosaminitol (Figure 14 C. D).
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Combien y-a t’il de résidus monosaccharidiques ?

L’observation de 3 protons anoméres (A,B,C) aux déplacements respectifs A = 5.286,

3B = 4.710 et 3C = 4.598 ppm, indique la présence de 3 résidus monosaccharidiques (Figure

14B), les constantes de couplage S H-2 peuvent €tre mesurées :

* I 12 (Hz)
résidu A P°(34) | anomerea
résidu B G (7.8) anomeére B
résidu C G (7.8) anomere

L’oligosaccharide est donc constitué de 3 résidus monosaccharidiques et d’un résidus de N-

acétyl-galactosaminitol.

5.2.1.2 Observation de signaux particuliers

(<

La présence d’un doublet (Figure 14D) a 1.242 ppm indique qu’il existe un
monosaccharide possédant un groupement méthyle (R-CH;). Cette observation avec la
présence d’un résidu d’anomérie a semble indiquer qu’il existe un résidu de fucose.
L’observation d’un seul signal acétamide indique qu’il n’existe pas de N-acétyl-
hexosamine autre que la N-acétyl-galactosamine réduite (Figure 14D).

L’absence de signaux (entre 2 et 3 ppm) correspondants a des protons axial et équatorial
indique que I’oligosaccharide-alditol acide isolé ne possede pas d’acide sialique. La
charge est donc portée par un autre groupement acide.

L’observation totale du spectre permet d’indiquer que cet oligosaccharide n’est pas

- contaminé par un autre (Figure 14A).

L’intégration des raies de protons anomeres (Figure 14B) permet de donner
I’équimolarité des monosaccharides en proportion 1: 1: 1. L’intégration des
groupements methyle et acetamide donne 3 : 3 (3 protons équivalents). Il n’existe donc

qu’un seul désoxy-sucre et une seule osamine (Figure 14D).

¢ P ou G signifient des constantes de couplage *Jy ; Petites ou Grandes.
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Pour des raisons didactiques nous admettons que la comparaison des déplacements chimiques
avec la littérature et les banques de données ne donne pas d’indications sur la structure de

Poligosaccharide-alditols. II faut donc poursuivre les investigations par des expériences a

deux dimensions.
5.2.2 LES EXPERIENCES COSY 'H/'H

Comment s ’effectue la lecture d’'un COSY ?

H1 H2 H4 H5 H6 H3 Hé'

Projection de
la diagonale

F1

HE/HE

B
5

H3/H2 H3/H4

&
&
o ppm

o ppm F2

Figure 15 : Représentation schématique d’un spectre COSY avec le parcours des corrélations de H1 a H-6".

La diagonale du spectre (Figure 15) représente le spectre 1D proton classique.
L’expérience COSY va permettre de corréler les protons H1-H2 ; H2-H3 et H3-H4 (Certaines
corrélations seront déterminées par les expériences TOCSY).

En partant du proton H1 le proton H2 est déterminé. La projection de ce signal (ou
tache de corrélation) sur la diagonale permet de déterminer la cormrélation H2-H3.
L’identification et la projection sur la diagonale du proton H3 permet d’identifier le proton

H4 et ainsi de suite. A noter que le spectre est parfaitement symétrique.
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COSY 90
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Figure 16 ~ Spectre COSY 90 de I'oligosaccharide-alditol, le résidu A est codifié en rouge, le B en bleu. le C en

noir et I'osanunitol en vert
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Cette expérience permet d’une part d’identifier les protons H2 des résidus A, B et C et
d’en déterminer les constantes de couplages respectives. D’autre part cette expérience permet
de corréler les signaux H2 et H-5 de I’osaminitol avec leurs protons voisins.

Il est important de souligner qu’au plus la résolution’ est importante plus la valeur des

constantes de couplage est précise.

Mesure des constantes de couplage *Jip, H3:

g Ez) P (Hz)

résidu A P (3.4) G (> SHz)
résidu B G(7.8) G (> 5Hz)
résidu C G (7.8) G (> 5Hz)

La consultation du tableau 2 permet déja de discriminer un certains nombre
d’aldopyranoses mais n’est pas suffisante pour désigner les monosaccharides B et C. En outre
le monosaccharide A qui possede les constantes de couplage 3 I (P) et 3JH2’H3 (G) est un
résidu de fucose. En effet le tableau 2 indique que ces 2 constantes (P et G) sont attribuables &
8 résidus aldopyranoses différents, cependant la présence d’un désoxy-sucre représenté par la

présence d’un doublet 2 8 = 1.242 ppm et ’absence de groupement acétamide montre

formellement que le résidu A est un a~-Fucose.

A ce stade de I’expérimentation nous pouvons affirmer que le composé posséde un osaminitol
et un résidu de fucose. Bien que le COSY 90 puisse nous donner, dans ce cas, les autres
constantes de couplage nous allons poursuivre I’investigation RM.N. par une expérience
COSY 1 relais.

7 Qu’est ce que la résolution : La taille informatique d’un spectre est donnée en nombre de points. Le point
représente I’échantillonnage du signal. Ainsi une FID peut étre formée de 512 points, 1024, 2048 etc. ... Ainsi une
FID de 2048 points permet d’obtenir un résolution specirale 4 fois plus grande qu’une FID de 512 points
cependant le temps d’accumulation sera 4 fois plus important. La résolution standard d’un spectre COSY est de
2048 points en F2 et 512 points en F1.
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5.2.3 COSY 1 RELALS DE 1.’ OLIGOSACCHARIDE-ALDITOL
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Figure 17 - Spectre COSY 1 relais, méme codification que pour le COSY 90. Experience realisee a 27°C et a 400

MHz, résolution 2048 (F2) X 512 (F1) pts.
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Les protons H-2 identifiés, les protons H-3 peuvent donc I’étre trés facilement. Les

corrélations H2-H3 et constantes de couplages sont parfaitement lisibles sur le spectre.

Mesure des constantes de couplage :

TR i SR i e
Fucose P G P (<5z)
résidu B G G P (<5z)
résidu C G G P (<5z)

La consultation du tableau 2 permet deés maintenant de déterminer la nature des
monosaccharides B et C. En effet, la combinaison des éléments apportés par le spectre 1D et
les constantes de couplages mesurées (B : GGP, C: GGP) montrent sans ambiguité que les
résidus aldopyranosiques B et C correspondent & 2 résidus galactosyls. L’absence de
groupement acétamide surnuméraire permet d’éliminer la présence de N-acétyl-

galactosamine.

De plus I’observation fine des signaux H3 des galactosyles B et C indique qu’ils ont
des déplacements chimiques franchement différents. Le proton H3-B est anormalement
déblindé (8 = 4.326 ppm) comparé au H3-C (8 = 3.988 ppm). Cette indication permet de
penser qu’il existe une substitution & ce niveau par un groupement particulicrement électro-

attracteur.
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3.24 COSY 2 ReLAIS
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Figure 18 Spectre COSY 2 relais effectue a 400MHz et a 27°C.

De la méme maniere, le spectre COSY 2 relais (figure 18) permet, connaissant la
position des protons H2 et H3, d'identifier les protons H-4 de tout les résidus. La mesure des

constantes de couplages donne les résultats suivants :
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e s s Fnaps
Fucose P G P P (<5Hz)
Galactose |G G P P (<5Hz)
Galactose |G G p P (<5Hz)

Les expériences précédentes ont permis de déterminer le nombre et la nature des
monosaccharides, les déplacements chimiques de leurs protons. Ces indications permettent

maintenant la lecture d’un spectre hétéronucléaire de type HMQC.
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3.2.5 SPECTRE HMQC DE 1" OLIGOSACCHARIDE-ALDITOL
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Figure 19 : Spectre hetéronucleaire "€ / 'H de I'oligosaccharide-alditol permettant de déterminer les correlations

entre les protons des residus et leurs carbones correspondants
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Le spectre de la figure 19 représente la partie du spectre 1a plus intéressante ol sont
représentées toutes les corrélations carbone-proton qui ont un intérét dans la détermination de

la structure primaire de 1’oligosaccharide.

Le report des déplacements chimiques des protons (donnés par le spectre COSY 2
relais, figure 18) permettent d’identifier chaque carbone correspondant. L’observation de
singulet, de doublets et de triplets permettent de discriminer les protons H2, H3 et H4 des

résidus galactosyles.

Quelles sont les informations apportées ?

&  Le déplacement chimique des carbones
=  La position des substitutions

L’observation des carbones C3 du Gal B, C2 et C4 du Gal C montre que les
déplacements chimiques, comparés a ceux de la littérature, ont des valeurs qui correspondent

a des carbones fortement déblindés. Ils traduisent ainsi une substitution sur ces carbones.

De la méme maniére les déplacements chimiques du carbone C3 et C5 du GalNAc-ol

indique que ce dernier possédent un noyau de type 1 : Gal(f1-3)GalNAc-ol.

Les carbones du résidu fucosyle indiquent que ce monosaccharide est en position
terminale non réductrice et qu’il n’est donc pas substitué. Le spectre HMQC apporte donc les

informations suivantes :

Le BGal B est donc substitué en 3

Le BGal C est substitué en2 et 4

Le GalNAc-ol est substitué en 3

Le fucose est en position terminale non réductrice et il n’est pas substitu¢
L’oligosaccharide posseéde un noyau de type 1

1l reste a ce niveau & positionner les résidus galactosyles et fucosyle sachant que le BGal lié
sur le GalNAc-ol peut étre le résidu B ou C et qu’il peut étre substitué en 2, 3 et/ou 4. La

solution est apportée dans ce cas par une expérience ROESY.
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3.2.6 I XPERIENCE ROLSY
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Figure 20 - Spectre ROESY de I'oligosaccharide-alditol realise a 400 MHz et a 27°C
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Connaissant tout les déplacements chimiques des protons il est maintenant tres aisé de
déterminer les corrélations spatiales entre certains protons. Le spectre de la figure 20 indique
donc :

&  Quil existe une corrélation entre le proton H1 du $GalC avec le H3 du GalNAc-ol, le
Gal C est donc lié en C-3 sur le N-acétyl-galactosaminitol confirmant par ailleurs la
présence d’un noyau de type 1.

=  Que le proton H1 du fucose avec les protons H2 et H3 du Gal C, le fucose peut donc
étre 1ié en 2 ou 3 sur le Gal C. Comme "’HMQC nous a indiqué que le Gal C est
substitué en 2 et 4 ; le résidu de fucose est donc 1ié en C-2 sur le $Gal C.

=  Et enfin, que le H1 du Gal B est corrélé avec le H4 du Gal C. Le galactose B est donc

li€é en 4 sur le Gal C.

A ce niveau la séquence est maintenant parfaitement connue :

ol
B C GalNAc-ol
Gal(B1-4) Gal(B1-3)”

3 7 Fuc(a.1-2)
A

Seule la substitution du galactose B reste inconnue. La méthodologie d’isolement et le spectre
1D 'H nous indiquent que ce composé est acide et qu’il n’existe pas d’acide sialique. La
charge est donc assurée par un groupement sulfate. En effet la charge ne peut pas étre un
groupement phosphate étant donné qu’il n'est pas observé de couplage fort Phosphore-Proton
2JHJp. Cette substitution peut d’ailleurs étre confirmée par spectrométric de masse (MALDI-

TOF®). La séquence primaire compléte de 1’oligosaccharide-alditol est donc la suivante.

ol
B C GalNAc-ol
Gal(B1-4) Gal(B1-3)”

HSO, (3)2 Fuc(al-2)
A

8 MALDI : Matrix Assisted Laser Desorption Ionization-Time Of Flight
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6. CONCLUSION

Comme nous avons pu le voir, la RM.N. est un outil particulierement intéressant dans
I’analyse structurale des oligosaccharide-alditols puisque ceux c¢i sont constitués
majoritairement d’atomes possédant une résonance . Cette technique est puissante par le fait
qu’elle est suffisante pour une détermination compléte de la composition et de la structure de
ces molécules biologiques. Bien que non destructive cette technique a ses limites. En effet les
expériences, et notamment les expériences d’observation du carbone BC, demandent une
quantité non négligeable de matériel qui n’est pas toujours disponible. Néanmoins la mise au
point de bobines inductrices de champs magnétiques de plus en plus puissants (Jusqu'a 1 GHz)
et de séquences d’impulsions de plus en plus complexes permettent d’augmenter la sensibilité
de cette technique.

La RM.N. est une technique complémentaire de la spectrométrie de masse (et vice et
versa). Leur combinaison permet trés souvent d’obtenir les résultats souhattés.

Enfin ce chapitre a été élaboré a partir de revues générales. Nous conseillons vivement

aux lecteurs la consultation de ces ouvrages pour de plus amples informations.

Références

Benn R. and Giinther H. (1983) Modem pulse Methods in High-Resolution NMR
Spectroscopy, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 22, 350-380

Bria M. and Watkin P. (1997) La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire a
deux dimensions ou I’aide & la détermination structurale des molécules organiques, Act.
Chim., 2, 24-35

Derome A. E., Modern NMR techniques in hight resolution NMR, Pergamon Press,
1987

Kamerling J. F.. and Vliegenthart J. F. G. (1992) In : Biological Magnetic Resonance
(Berliner, L. J. and Reben J. Eds), Plenum Press, New-York and London, voi 10, pp 1-287

Koerner T.A.W., Prestegard J.H. and Yu R. K. (1987) Oligosaccharide structure by
two-dimensional Proton Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy, Methods in Enzymology,
138, 38-59



Résonance magnétique nucléaire 115

Sanders J.JK.M. and Hunter B.K., Modern NMR spectroscopy. A guide for chemists,
Oxford University Press, 1994

Strecker G. (1993) Analyse structurale des chaines glycanniques, Biofutur, Juillet-
Aout, 46-52

van Halbeek H., N.MR. spectroscopy of Carbohydrates, Analytical Glycobiology 3™
International Symposium, San Diego, CA, 1995.

van Halbeek H., 500-MHz 1H-NMR spectroscopy as a tool in the structural analysis
of the carbohydrate chains of glycoproteins, Thesis of Utrecht University,1982.

van de Ven FJ.M. The basics of multi-dimensional NMR in liquids, VCH Publisher,
1992

Vliegenthart J. F. G., Dorland L. and van Halbeek H. (1983) High-resolution, 'H
nuclear magnetic resonance spectroscopy as a tool in the structural analysis of carbohydrates

related to glycoproteins, Adv. Carbohydr. Biochem.,vol. 41



JTIATERIELS ET /IETIHODES




Matériels et méthodes 116

Mucines totales

e ... NaBH,IM Arrét de T réaction par
g P-élimipation pH 125  additionde Dowex 50X 8
37°C {ou acide acétique)
jusqu'a neutralisation
Oligosaccharide-alditols totaux
|

i

Chromatographie de gel filtration
'

Chromatographie d'échanges ioniques
Dowex 50 X 2

|-} Elution eau

Dowex 1X2
Elution gmdiet]t P
acéuate de pyridine S, Elution eau
(510° a1M) 0;3

Oligosaccharide-alditols acides Oligosaccharide-alditols neutres
\% 4

¥ '4

Chromatographie de gel filtration
(type Bio-Gel P2 ou P4)
+
Chromatographie de retard sur gel (TLC)
|

i

Discrimination des isoméres

selon leur masse moléculaire
]

Chromatographie liquide haute performance
en phase normale (NH,) et/ou en phase inverse (C18)

i

Obtention des isoméres
1}

Chromatographie de gel filtration
(type Bio-Gel P2 ou P4)

i i

Spectrométrie de masse Echange(s) chimique(s) D,O
(MALDI-TOF) g
N\ Analyse(s) RM.N.

AN
\
\
N

Obtention des structures
primaires
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1. INTRODUCTION

La premicre espece étudiée est Ambystoma tigrinum, qui appartient & I’ordre des
Urodeles et a la famille des Amphiumidae. Cette espéce est apparentée a I’espéce

Pleurodeles waltl précédemment étudiée par Strecker et al (1992).

Ce travail a consisté a isoler les oligosaccharides acides, sous forme réduite, des
sécrétions oviducales de cet animal. Ces sécrétions trés abondantes sont constituées en grande
partie de mucines et sont aisément accessibles puisqu’elles constituent les gangues ovulaires
des ceufs. Ce matériel est lyophilisé puis directement soumis a une f-¢élimination en milieu

réducteur. Les produits obtenus sont ensuite fractionnés selon la méthodologie décrite dans la

figure 1.

Cette procédure expérimentale a permis d’isoler 11 structures oligosaccharidiques
acides qui sont décrites dans ce premier chapitre. Les structures primaires ont été €lucidées
essentiellement sur la base des données de la résonance magnétique nucléaire du proton
(RMN 'H)  une dimension et par la spectrométrie de masse couplée a la chromatographie en
phase gaz (GC-MS).
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Primary structure of acidic oligosaccharide-alditols
derived from the jelly coat of Ambystoma tigrinum

Occurrence of oligosaccharides

with fucosyl(a1-5)[fucosyl(al-4)]-3-deoxy-D-glycero-p-galacto-nonulosonic acid
and fucosyl (al1-2) galactosyl (al-3)-N-acetylgalactosamine sequences

Emmanuel MAES, Yves PLANCKE, Florence DELPLACE and Gérard STRECKER
Laboratoire de Chimie Biologique et Unité Mixte de Recherche du Centre National de la Recherche Scientifique no. 111,

Université des Sciences et Technologies de Lille, France

(Received 4 January/24 February 1995) — EJB 95 0010/5

Eleven O-glycosidic carbohydrate units derived from the jelly coat of Ambystoma tigrinum were
analyzed by 'H-NMR spectroscopy. As previously shown for four other amphibian species, the glycans
display a remarkable species specificity. As a characteristic feature, 3-deoxy-D-glycero-D-galacto-nonulo-
sonic acid (Kdn) was found difucosylated at C4 and CS5, and a-Gal attached to C3 of GalNAc-ol. The

most representative carbohydrate units are:

Fuc(al-S)\

Fuc(al -4)/

GalNAc-ol.

Kdn(a2-3)Gal(81-3)

Fuc(a1-2)Gal(81-4)GlcNAc(B1-6)

Fuc(al-3)
Fuc(al

Fuc(al-4)
Fuc(al -2)\

GalNAc(al -3)/
Fuc(al

Fuc(a1-4)/

-5)
\Kdn(a2~3)Ga.l(,81 -3)

\GaINAc-ol .

-5)
NKdn(a2-3)Gal(81-3)

Gal(81-4)GIcNAc(B1-6)

GalNAc-ol.

Fuc(al —4)Kdn(a2-6)\

GalNAc-ol.

Gal(a1-3)”

Fuc(al-2)

Keywords. Oligosaccharide structure; Ambystoma tigrinum; egg jelly coat; 'H-NMR.

Amphibian eggs are surrounded by a transparent extracellu-
lar matrix which is mainly composed of mucin-type glycopro-
teins. Its functions include recognition of homologous species,
capacitation of the sperm, induction of the acrosome reaction

Correspondence to G. Strecker, Laboratoire de Chimie Biologique
et Unité Mixte de Recherche du Centre National de la Recherche Scienti-
fique no. 111, Université des Sciences et Technologies de Lille. F-59655
Villeneuve d’Ascq Cedex, France

Abbreviations. COSY, correlation spectroscopy: GalNAc-ol, N-ace-
tylgalactosaminitol; Kdn, 3-deoxy-pD-glycero-D-galacto-nonulosonic
acid.

and prevention of polyspermy [1—4]. It also retains Ca** ions
and maintains the concentration necessary for successful fertil-
ization {5, 6].

In previous communications [6—10], the structures of the O-
glycosidic carbohydrate units of four different amphibian spe-
cies were studied. A series of oligosaccharide-alditols containing
N-acetylneuraminic acid (NeuAc) or 3-deoxy-D-glycero-D-ga-
lacto-nonulosonic acid (Kdn) was characterized which displays
remarkable species specificity. Moreover, the abundance of the
material and the similarities of their carbohydrate chains with
those of some rare human carbohydrate determinant (such as
Lewis Y) led us to investigate new amphibian species.
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Maes et al. (Eur. J. Biochem. 230)

Table 1. Carbohydrate composition of crude jelly coat and oligosaccharide-alditols. Molar ratio are calculated with GalNAc (or GalNAc-ol)

taken as 1. The molar reponse of Kdn was taken as that of NeuAc.

Sugar Amount in Amount in HPLC fraction
crude jelly coat
3 6 72 Tb 8 9 10 15 16 18 19 20 21
% mol/mol
GalNAc-ol - - - 10 10 10 10 10 10 10 1.0 10 10 1.0 1.0
Gal 8.9 1.4 10 11 09 10 09 09 14 16 19 1% 25 19 1.1
GlcNAc 3.8 04 - - - - - - 03 07 09 05 12 09 -
Fuc 8.9 2.3 1.7 16 09 20 19 19 17 13 20 29 34 35 39
GalNAc 10.2 1.0 - - - - - - - - - - - 04 -
Man 0.5 <0.1 - - - = - - - - - - - - -
Glc 0.4 <0.1 - - - - - - - - - -
Kdn 34 1.0 19 t1 11 11 10 t1 10 12 11 10 12 1.0 19
Total 359
Tmo Table 2. Molar ratios of monosaccharide methyl ethers present in
1 3 7 ! the methanolysates of the permethylated oligosaccharide-alditols. A
- plus (+) indicates the compound was present but not quantified.
g
[e]
! Iz Methyl ether Amount in oligosaccharide-
2 alditol
g 1 7a. 76 9 16 18
2 +50
& 1,4,5,6-Me,-GalN(Me)Ac-ol + + + - -
< 2,3,4,6-Me,-Gal 1.0 - 10 1.0* 10°
2,3,4-Me,-Fuc 07 16 17 16 24
3,4,6-Me,-Gal - 10 - 10 11
3,6-Me,-GlcNACc - - - 0.8 07
6-Me-Glc-NAc - - - - -
3,6-anh-1,4,5-Me,-GalN(Me)Ac-ol - - - + +
3.5,6,7,8,9-Me¢-Kdn-ol + - - + -
0 0 3,6,7,8.9-Mes-Kdn-ol - + o+ - +

Fig.1. HPLC separation of oligosaccharide-alditols released from
the egg jelly coat of Ambystoma tigrinum.

In the present study, we compare the structure of oligosac-
charide-alditols released from Ambystoma tigrinum egg jellies,
with those isolated from Ambystoma maculatum and Axolotl
mexicanum.

MATERIALS AND METHODS

Isolation of oligosaccharide-alditols. Eggs from Ambys-
toma tigrinum were obtained from Charles D. Sullivan Co.
(Nashville, TE). The jelly coat was lyophilized and the dry mate-
rial (1 g) was submitted to alkaline reductive f-elimination in
50 mM NaOH containing 1 M NaBH, (300 ml) at 45°C for 24 h.
The reaction was stopped by Dowex 50X8 (mesh 25-50; H*
form). The filtrate was concentrated under vacuum and boric
acid removed by co-distillation with methanol.

Acidic oligosaccharides were adsorbed on Dowex 1X2
(mesh 200—400; HCOO~ form) and then eluted with 100 mM
pyridine acetate pH 6.0. The oligosaccharides were further frac-
tionated by HPLC on 2 primary amine bonded silica (Supelco-
syl® LC-NH,, 4.6 mmX25 cm; Supelco Inc., Bellefonte USA),
using a solution of acetonitrile/30 mM KH,PO, pH 3.2, at a flow
rate of 1 ml/min. After an isocratic elution (70:30; 1 h) the con-
centration of buffer was increased up to 40% during 1 h. Oligo-
saccharide-alditols were detected by absorbance at 206 nm.

* The presence of permethyl galactose results from the hydrolysis
of the Kdn unit (see Materials and Metheds). The O3 substitution of Gal
was confirmed by NMR analysis.

Analytical procedures. Carbohydrate composition was de-
termined according to Zanetta et al. [11] and methylation analy-
sis was achieved according to Fournet et al. {12]. Before methyl-
ation, oligosaccharide-alditols were partially hydrolyzed with
acetic acid (pH 2; 30 min; 80°C), and then treated with NaBD,
in order to reduce the Kdn unit. After permethylation, the mate-
rial was submitted to a methanolysis (CH,0H/0.5 M HCI; 20 h;
80°C) and N- and O-acetylated before analysis by mass spec-
rometry. 'H-NMR experiments were performed on a Bruker
ASX 400 WB spectrometer. Chemical shifts are expressed in
ppm downfield from intemal sodium 4,4'-dimethyi-4-silapen-
tane-1-sulfonate but were actually measured by reference to in-
ternal acetone (6 = 2.225 in D,O at 25°C). The two-dimensional
homonuclear COSY with simple and double relay transfer was
performed using Bruker standard pulse sequences.

RESULTS

The oligosaccharide-alditols released after teatment with
1M NaBH,, 0.05 M NaOH were fractionated into neutral and
acidic fractions by anion-exchange chromatography. The acidic
compounds were eluted from the resin with 100 mM pyridine
acetate and fractionated into 21 peaks on primary amine bonded
silica (Fig. 1). Fractions 3, 4, 10 and 15 were mixtures too com-
plex to be investigated by NMR. Fraction 7 was submitted to a
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Fig.2. "H-NMR spectra of oligosaccharide-alditols (16) and (18).

second chromatography, using acetonitrile/30 mM KH,PO,
pH 5.2 (75:25), which provided subfractions 7a and 7b. The car-
bohydrate composition of crude jelly coat and fractions analysed
below is reported in Table 1; the results of the methylation
analysis are given in Table 2.

'H-NMR analysis of oligosaccharide-alditols

Structures of the GleNAc(f1-6)[Gal(f1-3)]GalNAc-ol core
type (core type 2). Structure (16) consists of GalNAc-ol, Gal,
GlcNAc, Fuc and Kdn in a ratdo 1/2/1/2/1 (Table 1). The 'H-
NMR spectrum (Fig. 2) indicates the presence of core type 2 as
shown by the H2 and HS signals of GalNAc-ol at § = 4.390 and
0 = 4.271, respectively [13]. The sequence Fuc(al-2)Gal(51-
4)GIcNAc(B1-6) is deduced from the chemical shifts of the
structural reporter groups relative to Fuc, Gal and GleNAc (Ta-
ble 3), which maich those of oligosaccharide-alditols described
previously [13]. The Gal(f1-3) unit is O3-substituted with sialic
acid (actually Kdn) as shown by its H1 and H3 resonating at
0 = 4.528 and J = 4.091, respectively [14]. The H1 resonance
of the second fucose (6 = 5.150) is similar to that observed in
the sequence Fuc(al-4)Kdn {8). Moreover, the methylation of
compound (16) gives 4-mono-O-acetyl-2,5,6,7.8.9-hexa-0-

425

Chemlcal shn‘t(ppm)

40

methyl Kdn-ol, proving this element of sequence (Fig. 7). The
structure of (16) is therefore:

Fuc(a1-2)Gal(§1-4)GlNAC(B1-6)\
GalNAc-ol.
Fuc(a1-4)Kdn(a2-3)Gal(81-3)”

Structure (18) consists of GalNAc-ol, Gal, GlcNAc, Fuc
and Kdn in a ratio 1/2/1/3/1 (Table 1). Its 1H-NMR spectrum
(Fig. 2 and Table 3) shows the presence of an additional Fuc
residue (J H1 = 5.512), whereas the other resonances are quite
similar to those observed for compound (16). Particulary, the
structural reporter groups of the sequences Fuc(al-2)Gal(§1-
4)GlcNACc(B1-6) and Kdn(a2-3)Gal(f1-3), as well as the H2, H3
and HS resonances of GalNAc-ol [13], match those of the pre-
ceding structure. The methylation analysis of the compound
gives 4,5-di-O-acetyl-2,6,7,8,9-penta-O-methyl Kdn-ol, demon-
strating its 04 and OS5 substitution (Fig. 7). The comparison of
NMR parameters relative to Kdn H3,, and H3,, in compounds
(16) and (18) shows that the disubstitution of Kdn results in
a downfield shift of these resonances: +0.076 ppm for H3,,,
+0.064 ppm for H3,,. Consequently, the new Fuc H1 resonance
observed at § = 5.512 can be assigned to a Fuc(al-5) unit. The
H5 resonance of the Fuc(al-5) unit was observed at 6 = 4.08
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Table 3. 'H-NMR chemical shifts of the oligosaccharide-alditols (16), (18), (19B), (20A) and (20B) containing core type 2. The monosaccharides
are represented by this symbolic notation: O-ol = GalNAc-ol; A = Kdn; M = fGal; & = aGal; T = Fuc; © = GalNAc and ® = GicNAec.

The linkage position is specified by the direction of the connecting bars as follows: 6

and n.d. = not determined.

%
2
Residue Reporter Chemical shifts of
group
D?)dgi})m@d%@)d@d
16 18, 19A 19B 20A 20B
ppm
GalNAc-ol H2 4.390 4.392 4.390 4390 4.390
H3 4.068 4.07 4.064 4.064 4.064
Ha 3.438 3.444 3.423 ad. n.d.
HS5 4271 4272 4273 4.256 4.256
H¢’ n.d. o.d n.d. n.d. n.d.
NAc 2.061 2.063 2.064 2.062 2.062
Galf1-3 H1 4.528 4.529 4527 4.526 4.526
H2 3.601 3.605 3.601 n.d. n.d.
H3 4.091 4,08 4.082 4,081 4.081
H4 3.929 3.932 o.d. o.d. o.d.
Galf14 H1 4.535 4.535 4.446 4.498 4.595
GlcNAcf1-6 H1 4.535 4.535 4.556 4.54 4.526
HS 3.468 3.465 n.d. n.d. n.d.
» H6 3.986 3.989 n.d. n.d. nd.
NAc 2.066 2.067 2.055 2.055 2.062
Fucai-2 Hi 5.308 5.308 - 5.279 5.348
H5 4225 4225 - 425 4315
H6 1.230 1.228 - 1.268 1.244
Fucal-3 Hi - - 5.105 5.093 -
Hs - - 4.834 4,873 -
H6 - - 1171 1232 -
Fucai-4 H1 5.150 5.140 5.139 5.139 5.139
HS 4.180 4210 4210 4210 4.210
Hé6 1.247 1.246 1.244 1244 1.244
Fucal-3 H1t - 5.512 5.511 5.510 5.510
H5 - 4.08 4.080 4.08 4.08
H6 - 1.206 1.206 1.204 1.204
Kdna2-3 H3,, 1.885 1.961 1.961 1.959 1.959
H3,, 2.821 2.885 2.885 2.884 2.884
GalNAcatl-3 Hi - - - - 5.175
H2 - - - - 4.239
HS5 - - - - 4.217
NAc - - - - 2.037

which, on a COSY spectrum, clearly indicated the comelation
peak between the HS5 and H6 signals (not shown). These results
provide the structure:

Fuc(a1-2)Gal(f1-4)GlcNAc(S1-6)
Fuc(al-S)\ GalNAc-ol.
Kdn(a2-3)Gal($1-3)
Fuc(a1—4)/
Fraction 19 consists of GalNAc-ol, Gal, GleNAc, Fuc and
Kdn in a ratio 1/2/1/3/1. As shown in Fig. 3 and Table 3, the

fr:}ction contains two compounds, one of them (19A) being the
oligosaccharide-alditol (18). The second (19B) is characterized

by atom resonances relative to Fuc(al-3) (§ H1 = 5.105; &
HS5 = 4.834; § H6 = 1.171), GlcNAc(f1-6) (6 H1 = 4.556) and
Gal(B1-4) (6 H1 = 4.446) which can be ascribed to the sequence
Gal(f1-4)[Fuc(a1-3)]GleNAc(f1-6) [13]. The second branch of
the molecule is common to that described for compound (18)
(Table 3). Thus, the structure proposed for (19B) is:

Fuc(al-3)

Gal(f1-4)GleNAc(S1 -6)\
Fuc(at —5)\
/S

GalNAc-ol.

Kdn(a2-3)Gal(f1-3)
Fuc(al-4)
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Fig. 3. "H-NMR spectra of oligosaccharide-alditols (19A), (19B), (20A) and (20B).

Structures (20A) and (20B). Fraction 20 is heterogeneous, as
shown by the 'H-NMR spectrum (Fig. 3 and Table 3) which
contains six ¢-anomeric signals in the ratio 1/0.4/0.6/0.3/1.1/0.6.
Two different oligosaccharide-alditols were characterized on the
basis of the following observations. The two H1 resonances at
d=5.510 and § = 5.139, as well the H3,, and H3,, resonances
at = 1.959 and § = 2.884 are characteristic of the sequence
Fuc(a1-5)[Fuc(a1-4)]Kdn(a2-3)Gal, previously described for the
oligosaccharide-alditols (18) and (19B). Their intensity clearly
indicates that they are common to the two structures. The signals
observed at § = 5.279 and § = 5.093 are significant of Fuc(al-
2) and Fuc(al-3) involved in the Lewis Y determinant [15].
Their H6 atom resonances at d = 1.268 and § = 1.232 are quite
similar to those ascribed for reference models. The characteristic
value of Gal(f1-4) H1 resonance, at § = 4.498, confirms the

presence of Lewis Y determinant. Therefore, the structure of
(20A) is:

Fuc(a1-2)Gal(81-4)GlcNAc(S1-6)

Fuc(al-3)
Fuc{al -5)\

Fuc(a1-4)/

The second oligosaccharide-alditol is characterized by the
presence of resonances at § = 5.348 and J = 5.175 which have
been found to correspond to the anomeric protons of Fuc{al-
2) and GallNAc(a1-3) of blood-group A determinant [16]. The
resonance of Gal(§1-4), observed at § = 4.595, confirms the es-
tablishment of this structure. Thus, the structure proposed for
(20 B) is:

>GalNAc-ol .
Kdn(a2-3)Gal($1-3)
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Fuc(al -2)\
/Gal(ﬂ‘l -4)GlcNAc(f1-6)
GalNAc(a1-3)

\GZLIN Ac-ol.
Fuc(al-S)\ /
Kdn(a2-3)Gal(51-3)

Fuc(al -4)/

Structures of the Gal(f1-3) GalNAc-ol core type (core type
D). Structure(8) consists of GalNAc-ol, Gal, Fuc and Kdn in 2
ratio 1/1/2/1 (Table 1). The nature of the core is clearly indicated
by the GalNAc-ol H2, H5 and H6’ resonances (Fig. 4 and Table
4). The sequence of the neutral branch, Fuc(a1-2)Gal(51-3). can
be established on the basis of the H1 resonances of Fuc{al-2)

and Gal($1-3) {16]. The H1 resonance at § = 5.142 has been
already ascribed for the sequence Fuc{a1-4)Kdn(a2-6) present
in the carbohydrate chains released from Axolot! mexicanum mu-
cin [8]. Therefore, the structure of compound (8) was established
to be:

Fuc(a1-4)Kdn(a2-6)\
GalNAc-ol.
Gal(f1-3)
Fuc(al-Z)/
Structure (21) consists of GalNAc-ol, Gal, Fuc and Kdn in
a ratio 1/1/4/2. The nature of the core can be easily deduced
from the typical set of the H2, H3, H5 and H6” atom resonances
of the GalNAc-ol residue (Fig. 5 and Table 4). The presence of
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Table 4. '"H-NMR chemical shifts of the oligosaccharide-alditols (8), (6B) and (21) containing core type 1. The symbolic notation is as in

Table 3.
Residue Reporter group Chemical shifts of
o
ol
ol
8 6B 21
ppm
GalNAc-ol H2 4380 4392 4.381
H3 4.080 4.066 4.056
H4 3.547 3.494 3.522
HS 4208 4.188 4.236
HE6 3462 nd. 3.436
NAc 2.037 2.045 2.037
Galp1-3 H1 4.587 4.542 4.539
H2 n.d. o.d. 3.603
- H3 n.d. 4.080 4.082
H4 n.d. n.d. 3.93
Fucal-2 H1 5.265 - -
HS 4271 - -
Hé6 1.236 - -
Fucali-4 H1 5.142 5.140 5.137%5.127°
H5 4.161 4214 4211%4.175°
Hé6 1236 1.244 1.242%/1.230®
Fucal-5 Hi - 5.509 5.508
HS - 4.080 4.080
H6 - 1.208 1.205
Kdna2-3 H3,. - 1.967 1.964
H3., - 2.881 2.878
Kdna2-6 H3,. 1.769 - 1.826
H3., 2774 - 2.833
* Fuc attached to Kdn (a2-3).
* Fuc arttached to Kdn (a2-6).
Kdn a-2,3 and a-2,6-linked to Gal and GallNAc-ol, respectively, /GaLNAc-ol
is indicated by the presence of two H3,, and H3, resonances. Fuc(al-5) /Ga1Q81~3)
The anomeric protons of the Fuc residues possess similar chemi- /Kdn(a2-3)
cal shifts to those assigned for Fuc(al-4) and Fuc(a1-3) of com- Fuc(al-4)

pounds (18), (19) and (20). On the basis of these observations,
the structure of oligosaccharide-alditol (21) was established to
be:

Fuc(al-S)\
/Kdn(a2-6)

Fuc(a1-4) N GalNAc-ol.

Fuc(al-S)\
Kdn(a2-3)Gal(#1-3)
Fuc(al-4)

Fraction 6 (Fig. 6 and Table 4) exhibits four signals relative
to Kdn H3,, and H3,, resonances. Nevertheless, the structure of
the major component was established on the basis of the
following observations. The H1 resonances observed at § =
5.140 and § = 5.509 are known to correspond to the sequence
Fuc(a1-5){Fuc(al-4)]Kdn sequence. The Kdn residue is a-2,3-
linked to Gal, as shown by its characteristic H3,, and H3,, reso-
nances. The H3 and HS resonances of GalNAc-ol are significant
of the Gal($1-3)GalNAc-ol core and the value observed for the
Gal H1 resonance, at § = 4.542, confirms this sequence. There-
fore, the major component of the fraction 6 is:

The structure of the second major component is identical to that
of oligosaccharide-alditol (72) (see below).

Structures of the Gal(al-3)GalNAc-ol core type. Structure
(7a) (Fig. 6 and Table 5) consists of GalNAc-ol, Gal, Fuc and
Kdn in a ratio 1/1/1/1. The chemical shifts of Kdn H3,,, H3,, as
well as the GalNAc-ol H6’ are significant of the presence of
Kdn a-2,6-linked to GalNAc-ol. The attachment of Fuc to Kdn
is also confirmed by comparison of their NMR parameters with
those of compound (8). The Gal residue is a-1,3-linked to Gal-
NAc-o0l, as shown by its small 3/,, coupling constant and the
typical set of GalNAc-ol H2, H3 and HS resonances which has
been previously precisely defined [17]. The structure of com-
pound (7a) is therefore:

Fuc(al—4)Kdn(a2-6)\
GalNAc-ol.
Gal{al-3)

Structure (7b) contains one additional Fuc residue (6 =
5.287) attached to the a-Gal residue (Fig. 4 and Table 5). A two-
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Fig.6. "H-NMR spectra of oligosaccharide-alditols (7a), (9) and (6).

step relayed COSY spectrum (not shown) allows the detzrmina- Fuc(al-4)Kdn(a2-6)\

tion of the chemical shift of @Gal H2, H3 and H4 resonances . GalNAc-ol.
and, in particular, shows that the H2 signal is downfield shifted Gal(al-3)
at 6 = 3.975. Such an observation is compatible with the O- !

Fuc(al-2)

sqbstuutlon of the aGal residue, that was confirmed by methyl-
ation analysis,_ which furnishes 3,4,6-tri-O-methyl-galactose. Structure (9} is an extension of (7a) with a-1,5-linked Fuc
Structure (7b) is therefore: to Kdn (Fig. 6 and Table 35). It is evident from the chemical
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Table 5. *H-NMR chemical shifts of the oligosaccharides (7a), (7b) and (9). The symbolic notation is explained in Table 3.

Residue Reporter group Chemical shifts in
D& ol ol
ol
Ta 7b 9
ppm
GalNAc-ol H2 4.367 4419 4.367
H3 4.037 n.d. 4.080
H4 n.d. nd. n.d.
H5 4.106 3.993 4.105
H6’ 3.506 3.486 3.495
NAc 2.037 2.029 2.037
Galal-3 H1 5.147 5.154 5.153
H2 n.d. 3.975 n.d.
H3 nd. 4.110 n.d.
H4 4.022 4.023 4.023
H5 4.053 4.102 4053
Fucal-2 H1 - 5.287 -
H5 - 4.068 -
H6 - 1.242 -
Fucal-4 Hi 5.141 5.144 5.131
H5 4.158 4.159 4.177
H6 1.236 1.242 1.233
Fucal-5 H1 - - 5.507
HS - - 4.080
Hé6 - - 1.205
Kdna2-6 H3., 1.781 1.786 1.373

H3. 2785 2.779 2.839
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Fuc (al-H)Kdn (a2-6
/GalNAc-ol
Fuc (al-2) Gal (B1-3)

®

GalNAc-ol

Fuc (al-S)\

Kdn (02-3)Gal @37
Fuc (cl-4)

(6B)

Fuc (@l-2) Gal (81-4) GleNAc (BL-6)
Fuc (@l<4)Kdn (a2-3) Gal (81-3)7

F 1-2) Gal (B14)GleNAc (B1-6)
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v (@15 ¢ dn (023 Gat (B1-3)
Fuc (cxl-4)/

(18, 19A)

Fuc (al-3) ~
Gal (B1-4)GleNAc (B1-6)~_
Fuc (xl-5) GalNAc-ol
"\ Kdn («2-3) Gal (B1-3)
Fuc (al4)
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/GleAc-ol
Gal (@1-3)
(62, 72)
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Fuc (alA)/ GalNAc-ol
Gal (al-3)
%

Fuc (al-4)Kdn (a.2-6)\
- GalNAc-ol
Fuc (e1-2)Gal (a!-3)

(7b)

Ambystoma tigrinum

Fig. 8. Recapitulative scheme of oligosaccharide-alditols found in 100 mM fraction released from the Ambystoma tigrinum egg jelly coat.

shifts of Fuc® H1, H6 signals, and the downfield shift of Kdn
H3,, and H3,, induced by its disubstitution (see [8, 21]). Struc-
ture (9) is therefore:

Fuc(al -5)\
/Kdn(a2-6)
Fuc(al-4)

Gal(a1-3)

GalNAc-ol.

DISCUSSION

The present work confirms that the carbohydrate chains re-
leased from the mucins which constitute the amphibian egg jelly
coats are highly species-specific {6—10]. The most significant
structures which have been characterized in A. tigrinwn mucin
are reported in Fig. 7. Kdn, which has previously been isolated

from fish glycoproteins [18], is the specific sialic acid of several
amphibian mucins, but toads such as Bufo japonicus japonicus
{6] and Bufo bufo {personal result) are characterized by the ex-
clusive presence of NeuAc. The carbohydrate chains of A. tigri-
num jelly coat possess H, Le*, Le* and A determinants, which
have already been found in other amphibian species [6, 7], but
the typical features of this species are the occurrence of the core
Gal(a1-3)GalNAc-ol, and the presence of disubstituted Kdn. The
sequence Fuc(al-3)Fuc(al-4)Kdn has been found in Ambystoma
mexicanum mucin [8], and the species A. maculatum is charac-
terized by the sequence Fuc(al-2)[Fuc(al-3)]Fuc(al-4)Kdn(a2-
3/6) (unpublished results). These data point to the diversity of
novel fucosyltransferase activities which remain to be studied
with regard to animal evolution. The core type Gal{al-3)Gal-
NAc-ol was first characterized in rat-brain glycoproteins [19]
and isolated from human bronchial mucins [17].
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The implication of jelly coat glycoproteins in the fertilization
process has recently been reviewed (1, 6]. We can now indicate
another aspect of our investigations, which concerns the avail-
ability of the amphibian jelly coat material for providing new
sources of carbohydrates of biological interest. The mucin of
Pleurodeles waltl contains essentially the Lewis” determinant [7]
whereas that of A. maculatum is characterized by the presence
of the sequence GalNAc(f1-4)[Fuc(al-3)]GlcNAc [9], which
has been characterized in Schistosoma mansoni [20] and human
glycoproteins {21]. In conclusion, our results reveal the diversity
of carbohydrate chains which can be easily fractionated from
amphibian mucin and may aid future biochemical studies con-
cerning carbohydrate-mediated egg—sperm interactions.
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2. CONCLUSION

Ce travail a permis de mettre en évidence les caractéristiques structurales de 1’espéce
Ambystoma tigrinum et de confirmer 1’hypothese d’une spécificité structurale des chaines

glycanniques propres aux espéces. Quatre observations peuvent étre faites :

v La premiére montre que la charge acide est portée par du Kdn®. Ce monosaccharide acide
semble &étre I’acide sialique majeur des chaines glycanniques acides des Amphibiens a
I’exception toutefois des especes du genre Bufo (Bufo japonicus Shimoda et al 1994 et
Bufo bufo Morelle et Strecker 1997) ou seul I’acide N-acétyl-neuraminique et I’acide N-

glycolyl-neuraminique sont présents.

v La deuxiéme observation montre que ce Kdn est mono ou disubstitué en 4 ou en 4 et
5dans les séquences Fuc(al-4)Kdn, Fuc(al-4)[Fuc(al-5)]Kdn-R. Cette substitution
suggere, d’apreés ’hypothese d’Hagopian et Heylar (1968), P’existence d’'une nouvelle
activité fucosyltransférasique non encore décrite, et semble &tre exclusivement exprimée
chez cette espéce. Cette originalité structurale représente la spécificité structurale de cette

espece.

v La troisiéme observation concerne la présence de déterminants antigéniques comme les
épitopes H (Fuc(a1-2)Galf1-R, Lewis X (ou SSEA-1) Gal(1-4)[Fuc(a1-3)]GIcNACB,
Lewis Y (Fucal-2)Gal(B1-4)[Fuc(al-3)]GIcNAcB et le trisaccharide responsable de
Pactivit¢ de groupe sanguin A (GalNAc(al-3)[Fuc(al-2)]jGalf). Ces structures ne
caractérisent toutefois pas ’espéce puisqu’elles ont été déja décrites et isolées a partir
d’autres mucines d’Amphibiens (Pleurodeles waltl Strecker et al 1992, Bufo japonicus
Japonicus Shimoda er al 1994). Compte tenu de 1’éloignement phylogénétique de ces

especes, la présence de ces activités enzymatiques est indépendante de leur phylogénie.

v Enfin cette étude a permis également de mettre en évidence la structure Gal(a1-3)GalNAc
qui a été décrite pour la premiére fois au niveau des glycoprotéines de cerveau de rat
(Finne et Krusius 1976) et dans les mucines bronchiques humaines (van Halbeek er a/
1997). Cette observation montre que ce noyau, rare chez les mammiféres, est

probablement plus fréquent chez les animaux inférieurs.

# Kdn : 3-deoxy-D-glycero-D-galacto-nonulosonic acid



Ambystoma tigrinum] 3()

Ces travaux sont venus compléter ceux effectués sur quatre autres espéces
d’Amphibiens : Pleurodeles waltl (Strecker et al 1992), Ambystoma maculatum (Strecker et
al 1994, Fontaine et al 1995), Ambystoma mexicanum (Strecker et al 1992) et Xenopus laevis
(Strecker et al 1995, Plancke et al 1995). IIs permettent également de conforter 1’hypothése
de la spécificité structurale des chaines glycanniques propres a chaque espéce, ce qui
implique P’existence de nouvelles activités glycosyltransférasiques. Les résultats de ces
travaux ont encouragé 1’étude sur d’autres especes et notamment Rana temporaria qui fait

I’objet du chapitre suivant.



CIAVITAL I

Rana temporaria




Rana temporaria 131

1. INTRODUCTION

Rana temporaria est un Anoure de la famille des Ranidae. Cette espece est
communement appelée grenouille rousse. Elle représente avec Bufo bufo I’espéce la plus

représentée dans nos régions.

L’étude des oligosaccharides des mucines oviducales a été effectuée suivant la méme
procédure expérimentale que les précédents travaux. Cette €tude a pour objet de confirmer
I’hypotheése d’une spécificité structurale propre a cette espéce. Comme précédemment les
déterminations structurales ont €té réalisées sur la base de données de R.M.N. ainsi que par

spectrométrie de masse.

Ces travaux ont permis d’élucider la structure primaire de 25 oligosaccharide-alditols.
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Structural analysis of the oligosaccharide-alditols
released by reductive g-elimination from oviducal
mucins of Rana temporaria

Emmanuel Maes, Doina Florea, Fiorence Delplace, Jerome Lemoine, Yves Plancke
and Gerard Strecker*

Laboratoire de Chimie Biologique, Unité Mixte de Recherches du Centre National de la Recherche Scientifique no. 111, Université des
Sciences et Technologies de Lille (Flandres-Artois), F-59655 Villeneuve d’Ascq Cedex France

The~carbohydrate chains of the mucins which constitute the jelly coat surrounding the eggs of Rana temporaria were
released by alkaline borohydride treatment. Neutral and acidic oligosaccharide-alditols were purified by ion-exchange
chromatography and HPLC. From the structural analysis, based upon 'H and *C-NMR spectroscopy in combination with
MALDI-TOF, the following glycan units are proposed.

HSO,
PN
Kdn(@2-6)\ GlcNAc(81-6) N
GalNAc-ol Fuc(a1-3) GalNAc-ol
Gal(x1-3) 7 /Gal(B1-3) 7/
}Fuc(azl-Z)l Gal(B1-3) l
Fuc(xl-2)
GalNAc-ol
GalNAc-ol Gal(ﬂl~3)/
3/Gal(ﬂ1-4)Gal(ﬁ1-3)/ Gl 813y I
HSO, GABI® B
GaINAc-ol Fuc(z1-2)
3, Gal(B1-4) Glal(ﬁl-3)/ HSO3\
6
S GeNac(p6)
Fuc(«1-3) GalNAc-ol
GalNAc-ol /
3, Gal(B1-4) Gal(81-3)”  Gal(1-3)
HSO, Gal(g1-3)” | , Gal(B1-3)
Fuc(ozl-zg Foe(al2) GleA(B1-3) Fuc(xl-2)
Fuc(axl-2)

Keywords: 'H-NMR, carbohydrate, mucin, amphibian, Rana temporaria

Abbreviations: MALDI-TOF, matrix assisted laser desorption ionization — time of flight; HPLC, high performance liquid
chromatography; COSY, correlation spectroscopy; HSQC, heteronuclear single-quantum coherence spectroscopy; HMQC,
heteronuclear multiple-quantum coherence spectroscopy; ROESY, rotating-frame overhauser enhancement spectroscopy;
Fuc, fucose; Gal, galactose; GicNAc, N-acetylglucosamine; GalNAc, N-acetylgalactosamine; GalNAc-ol, N-acetylgalactos-
aminitol; GlcA, glucuronic acid

Introduction

The jelly coat surrounding amphibian eggs is composed
of mucin-type glycoproteins. These highly glycosylated
*To whom correspondence shouid be addressed. molecules are synthesized by oviduct cells and play an

0282-0080 © 1997 Chapman & Hall



important role in the fertilization process, involving capaci-
tation of the sperm, induction of the acrosome reaction,
block of polyspermy (anouran species), and recognition of
homologous species [1-4]. The jelly coat is very important
for the embryonic protection and retains Ca®” ions neces-
sary for successful fertilization [3,5]. Our previous studies
have shown that the jelly coat glycoproteins present highly
species-specific glycosylation patterns and that they con-
tain, for most of the species, 3-deoxy-p-glycero-p-galacto-
nonulosonic acid (Kdn) as the only acidic sugar [6-15].
Moreover, some species exhibit, as a major structure, rare
human carbohydrate determinants (i.e. Lewis Y in Pleur-
odeles waltl [6]). In the present study, we have isolated
neutral and acidic carbohydrate chains from the egg jelly of
Rana temporaria, and determined the structure of seventeen
of them.

Material and methods

The jelly coat was lyophilized and the dry material (2 g) was
subjected to alkaline reductive degradation in 0.1 M NaOH
containing 1 M NaBH, (200 ml) at 37°C for 48 h. The
reaction was stopped by DOWEX 50X8 (mesh 25-50,
H™ form) and boric acid was eliminated as its methyl ester
in the presence of methanol. Neutral and acidic oligosac-
charides were further fractionated on DOWEX 1X2 (mesh
200400, HCOO™ form). After water elution of neutral
compounds, acidic oligosaccharides were desorbed with 50,
100, 200 and 300 mMm of pyridine-acetate buffer (pH 6.5)
respectively, and fractions were isolated by high-perfor-
mance liquid chromatography on primary-bond silica
(Supelcosyl LC-NH,; 4.6mmx25cm, Supelco Inc.
Bellefonte USA) using acetonitrile/30 mm potassium phos-
phate, pH 5.2, with a flow rate of 1mlmin~!. Several frac-
tions were obtained at various concentrations of the elution
gradient (see HPLC profiles in Fig. 2). The neutral oligosac-
charide-alditols were eventually recycled on a 5 pm ODS
Zorbax column (25cmx0.94cm ID.; Du Pont Instru-
ments, Paris, France), with water as eluent. Oligosacchar-
ide-alditols were detected by spectroscopy at 206 nm.

Analytical procedure

Carbohydrate composition was determined according to
Zanetta et al. [16] and to Clamp et al. [17].

'H-NMR spectroscopy was performed on a Bruker ASX
400 WB spectrometer. Chemical shifts are expressed in ppm
downfield from internal sodium 4,4’-dimethyl-4-silapen-
tane-1-sulfonate, but were actually measured by reference
to internal acetone (6 = 2.225 ppm in D,0O at 25°C). The
two-dimensional homonuclear correlation spectroscopy
(COSY), with simple and double relay transfer, the hetero-
nuclear single-quantum coherence (HSQC), the heteronuc-
lear multiple-quantum coherence (HMQC) and rotating-
frame nuclear Overhauser enhancement spectroscopy
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(ROESY) experiments were performed using Bruker stan-
dard pulse-sequences. For ROESY experiments, the mixing
time was set at 400 ms.

Mass spectroscopy

Mass measurements of matrix O-glycan-alditols were per-
formed by matrix assisted laser desorption and time of flight
mass spectrometry on a Vision 2000 (Finnigan Mat, Hemel)
instrument in refiection mode (nitrogen laser: 337 nm).

Samples were dissolved in water at a concentration of
50-100 pmolpul~! and 1yl of these solutions were mixed
with 1 pl of matrix onto the target then allowed to crystal-
lize at room temperature.

Monoacidic structures were mass analysed in the positive
mode using 2,5-dihydroxybenzoic acid {(10mgml~* in
methanol:water 70:30). The diacidic compound was ana-
lysed in the negative mode using 3 aminochinolin matrix
(10 mgml™! in water:ethanol 90:10). Ten to 15 shots were
accumulated for each spectrum.

Results

A fractionation of neutral oligosaccharide-alditols on Bio-
Gel P-4 resulted in three sub-fractions and only the third
one was studied here (N-III). Two oligosaccharide-alditols
N-II-1 and N-III-2 were further purified by preparative
reversed phase HPLC on a 5 um ODS column (Fig. 1). The
acidic oligosaccharide-alditols were eluted from the Dowex
1X2 column in seven fractions, with 50, 100, 200, 300, 400,
500 and 600 mm buffer solutions. Figure 2 shows the HPLC
profile on a LC-NH, column of the four fractions 50 to

N-III

____

A 206 nm

BN

i

O T(min) 30

Figure 1. HPLC profile of neutral oligosaccharide-alditols (fraction
N-fIl) on a 5 um ODS column, eluted with water. (1) GalNAc-ol and
Gal( g1-3)GalNAc-ol; (2) Gal(a1-3)GaiNAc-ol.
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Figure 2. HPLC profiles of oligosaccharide-alditols eluted from the anionic ion exchanger with pyridine acetate buffer. The primary-bonded silica
LC-NH, (25 x 0.46 cm) was eluted with gradients of acetonitrile-30 mM KH2PQ,, as depicted on the profiles.

300 mm, which were further analysed. The numbering of the
various acidic fractions takes into account the concentration
of the elution buffer (50, 100, 200 and 300), together with the
appearance in HPLC elution profile. Some of the fractions
were in too low concentration or too complex to allow an
extensive study. The order of the description of the oligosac-
charide-alditols in the text was set afterward in such a way
as to write them in a logical sequence.

The structures of oligosaccharide-alditols were estab-
lished on the basis of NMR. Mass spectroscopy (MALDI-
TOF) was used for confirming the presence of an anionic
group (phosphate or sulfate, AMW = 80). The discrimina-
tion between these two groups was achieved by NMR, by
analysing a putative *'P-'H coupling constant, the absence
of which allowing to identify the anionic unit as sulfate.

Monosaccharide units were identified on the basis of their
vicinal coupling constants, and the linkage by HMQC spec-
troscopy. In some cases, the sequence was determined using
the ROESY pulse sequence NMR.

The fraction N-III-1 contains a mixture of the two well
known compounds GalNAc-ol and Gal($1-3)GalNAc-ol
(Table 1) in a ratio 3:2.

The acidic fraction 100-4a also contains a compound of
low molecular weight, namely Kdn(x2-6)GalNAc-ol, which
was identified on the basis of its NMR spectrum (Table 1).
Indeed, the chemical shifts relative to the GalNAc-ol unit
are identical to those observed for reference compound
NeuAc{z2-6)GalNAc-ol [18]. The a-2,6-linked Kdn shows
specific H-3ax and H-3eq signals at § = 1.660 and 2.671

ppm [6].
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Table 1. 'H-NMR chemical shifts of the oligosaccharide-alditols (N-11i-1a), (N-I1l-1b), (N-I11-2), (100-4a), (50-4), (50-5a) and (50-5b)
containing core type 1 and 8. The monosaccharides are represented by this symbolic notation: O-ol, GalNAc-ol; W, fGal; @, aGal; A,
Kdn; O, Fuc. ND, not determined. The linkage position is specified by the direction of the connecting bars as follows: %

3

Residue Reporter  Chemical shifts (ppm) in

group
ol et Ol Aol ;ool :<>ol gxu
N-llI-1a N-ili-1b N-1i-2 1004a 504 50-5a 50-5b

GalNAc-olI  H-1,1 ND 3.801/3.735 3.795/3.709 ND 3.794/3.703  3.76/3.72 3.826/3.760
H-2 4.251 4.390 4.373 4243 4.365 4377 4.421
H-3 3.849 4.064 3.935 3.841 3.925 4.052 3.884
H-4 3.390 3.510 3.714 3.403 3.713 3.522 3.669
H-5 3.928 4,192 4.054 4.013 4.104 4,232 3.992
H-6,6 ND 3.680/3.629 3.756/3.652 ND 3.827/3.503 3.845/3.468 3.85/3.474
NAc 2.055 2.050 2.045 2.052 2.038 2.045

Gal ;1-311 H-1,1’ - 4.477 - - - 4.471 -
H-2 - 3.564 - - - 3.567 -
H-3 - 3.677 - - - 3.668 -
H-4 - 3.903 - - - 3.899 -
H-5 - 3.729 - - - 3.72 -
H-6,6 - 3.78 - - - 3.77 -

Gal a1-301  H-1,1° - 5.170 - 5.150 - 5.142
H-2 - 3.868 - 3.86 - 3.976
H-3 - 3.866 - 3.86 - 4.1
H-4 - 4.028 - 4.025 - 4.039
H-5 - 4.054 - 4.051 - 4,100
H-6,6 - 3.756 - 3.75 - 3.76

Fuc a1-2F  H-1,1 - - - - - 5.293
H-2 - - - - - 3.790
H-3 - - - - - 3.888
H-4 - - - - - 3.850
H-5 - - - - - 4.061
CH, - - - - - 1.241

Kdn a2-6 K H-3ax - - 1.660 1.661 1.653 1.670
H-3eq - - 2.671 2.670 2.686 2.690
H-4 - - - - 3.58 3.58
H-5 - - - - 3.52 3.52
H-6 - - - - 3.66 3.66
H-7 - - - - 3.87 3.87
H-8 - - - - 3.82 3.82
H-9,9 - - - - 3.90/3.70 3.90/3.70

The compound N-III-2 (Fig. 3, Tables 1 and 4) is com- /GalNAc-ol
posed of GalNAc-ol and Gal in the ratio 1:1. The anomeric Gal(«1-3) N-III-2

configuration of the «-Gal unit is evident, from the shape of
its H-1 resonance (J, , = 3 Hz), despite its distortion due to

a virtual long-range coupling. The **C-NMR data reported
in Table 4 clearly show the C-3 substitution of the GalNAc-ol
unit, and, therefore, lead to propose the following structure:

The compound 50-4 ( = 100-7), (Fig. 4 and Table 1),
possesses Kdn and Gal respectively a-2,6- and a-1,3-linked
to GalNAc-ol. This conclusion results from the observation
of typical Kdn H-3ax, H-3eq, GalNAc H-3, H-6 and H-¢'
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Figure 3. Homonuclear and heteronuclear COSY spectra of compound N-Hli-2.

and Gal H-1 (J, ; ~ 3 Hz), H-5 atom resonances which are
characteristic for each structural element of the following
compound:

Kdn(a2-6)
GalNAc-ol

Gal(czl-3)/ 50-4

The NMR spectrum of fraction 50-5 confirms that it
contains two different oligosaccharide-alditols, according to
the presence of two GalNAc-ol H-2 and H-5 signals (Fig. 5;
Tables 1 and 4). Both structures contain Kdn O-6 linked to
GalNAc-0l, according to the H-6 and H-6" atom resonances
of the hexitol. The «-Gal residue II-B was identified on the
basis of the J, , coupling constant (= 3 Hz), and the set of
the vicinal coupling constants observed for J 3, J; 4 and
J4,s coupling constants (respectively 8, 3 and 1 Hz). The
B-Gal residue II-A (J, , = 8 Hz; J, 5 = | Hz) occurs in the
terminal non-reducing position, whereas the «-Gal residue

II-B is O-2 substituted, as shown by its C-2 resonance
deshielded at 79.15 ppm. Since this deshielding is correlated
with the occurrence of an additional Fuc unit, the sequences
of the two compounds in the fraction can be established as
follows:

Kdn(x2-6) N
p GalNAc-ol
Gal(f1-3) 50-5A
Kdn(ex2-6) N
GalNAc-ol
Gal(x1-3) 4
Fuc(al-2) 50-3B



Chemical shifts (in ppm)

Figure 4. 'H-NMR spectra of compounds 50-4 (a), 200-3 (b) and
300-5 (c).

The 'HNMR spectrum of compound 200-3 shows the
presence of resonances relative to Gal H-1, H-3 and H-4,
which are characteristic of an O-3 sulfated Gal unit [19],
and to GalNAc-ol H-2 and H-5, themselves significant of an
O-3 substituted GalNAc unit (Fig. 4 and Table 2). These
observations point us to propose the following structure:

y GalNAc-ol
3, Gal(81-3)

HSO, 200-3
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MALDI analysis of compound 200-7 shows a [M-H
+2K]" ion at m/z 704 (Fig. 6) which may correspond to
a sulfated trisaccharide-alditol with GalNAc-ol, Gal and
SO;H in the molar proportions of 1:2:1. The downfield-
shift resonances of Gal III H-3 and H-4 (Fig. 7; Tables 2 and
5) are attributable to the C-3 substitution by a sulfate
residue [19]. The Gal II unit is itself substituted on the
4 position, as indicated by the downfield-shift resonance of
H-4 (6 = 4.200 ppm) and C4 (6 = 79.35 ppm). The ROESY
spectrum indicated nOe contacts between Gal III H-1/Gal
IT H-4 and Gal II H-1/GalNAc-ol 1 H-3, an observation
that led us to propose the following sequence:

 GalNAc-ol
3, Gal(B1-4) Gal(81-3)

HSO, 200-7

MALDI analysis of fraction 200-8 shows a [M-H
+ 2K]" ion at m/z 850 (Fig. 6), which indicates the com-
pound to be an extension of 200-7 with a Fuc unit
(AMW = 146). The set of Gal III H-3 and H-4 resonances is
identical to that of compound 200-7 and is characteristic of
an O-3 sulfatation (Fig. 8 and Table 2). On the HMQC
spectrum, the di-substitution of Gal II at position 2 and
4 can be deduced from the C-2 and C-4 atom resonance
observed at 6 = 80.25 and 78.39 ppm, respectively (Table 5).
In addition, nOe effects between Fuc H-1 and Gal II H-{,
H-2, H-3 signals, Gal III H-1 and Gal II H-3, H-4 signals
(Fig. 9) confirm the «-1,2-linkage of Fucose to the Gal II
unit:

GalNAc-ol

;  Gal(B1-4) Gal(g1-3)”

HSO
} Fuc(al-2)

200-8

Structure 100-4b: From the MALDI analysis which
shows a [M-H + 2K]" ion at m/z 1012 (Fig. 6), the com-
pound 100-4b can be considered as an extension of 200-8
with in addition a hexose unit, identified as galactose on the
basis of the 2D COSY spectrum (Fig. 10 and Table 2). The
C-2, C-3 and C-4 atom resonances of Gal II are shifted
downfield (Table 5), which shows C-3 at the point of substi-
tution by the Gal III' unit. The nOe contacts (Fuc H-1 —»
Gal IT1 H-1, H-2, H-3; Gal III' H-1 — Gal IIH-3, H-4; Gat III
H-1 — Gal Il H-3, H-4; Gal IT H-1 — GalNAc-ol H-2, H-3)
depicted in Fig. 9 are in good agreement with the following
sequence:

/GalNAc-ol
3, Gal(p1-4) Gal(f1-3)

/
HSO;  Gay(p1-3)

Fuc(xl-2) 100-4B
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Figure 5. Homonuclear and heteronuciear COSY spectra of fraction 50-5.

The MALDI spectrum of compound 100-6 (Fig. 6) shows
a [M-H + 2K]* pseudo-molecular ion at m/z 1158 corres-
ponding to an extension of 100-4b with in addition a Fuc
unit (AMW: 146). A comparison of the HMQC spectra of
both compounds 100-4b and 100-6 (Figs 10 and 11; Tables
2 and 5) indicates that Gal III' C-2 is deshielded from 72.44
to 75.19 ppm, leading to the linkage of the additional Fuc
unit at position 2 of Gal III":

GalNAc—ol
5, Gal(81-4) Gal(81:3)”
/
HSO; Gai(p1-3)

Fuc(x1-2)

Fuc(x1-2) 100-6

The NMR spectrum of fraction 300-5 (Fig. 5) is super-
imposable with that of compound II [20] previously

~«-—»———Tv—-fo

described as:

HSO,
AN
6 "GIcNAc(B1-6)

GalNAc-ol
Gal(f1-3) 4

300-5

The presence of a sulfate group at O-6 of GlcNAc is respon-
sible for a significant downfield shift for GlcNAc H-6 and
H-6’ atom resonances (Table 3) [21].

Compound 200-9, with [M-H + 2K]™ at m/z 890 (Fig. 6),
is an extension of 300-5 with «-1,2-linked fucose, as was
clearly demonstrated by the set of structural reporter-group
signals for Gal(81-3) (0H-1 =4.577) and Fuc(x1-2) (6H-
1 = 5245, §H-5 = 4.305, 0CH; = 1.242) [22]. As shown
above for compound 300-5, the presence of a sulfate group
at O-6 of GIcNAc is attested by the typical downfield shift of
H-6 and H-6" atom resonances (Fig. 12 and Table 3).
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Table 2. "H-NMR chemical shifts of the oligosaccharide-alditols (200-3), (200-7), (200-8), (100-4b), (100-6), (50-7A) and (50-7B)
containing core type 1. The monosaccharides are represented by this symbolic notation: (G-ol, GalNAc-ol; ®, GicA; M, 5Gal: S-H,
BGal-3-S; O, Fuc. ND, not determined. The linkage pasition is specified by the direction of the connecting bars as follows: %

3

Residue Reporter Chemical shifts (ppm) in
group s)-f) s,_go %0 f gdb
200-3 200-7 200-8 100-4b 100-6 50-7A 50-78
GalNAcol 1 H-1,1 ND ~ 3.74 ~3.8 3.799 3.811 ~3.79 ~ 3.80
H-2 4.396 4.389 4387 4.359 4.320 4.344 4.397
H-3 4,091 4.063 4.079 4.106 4.052 4113 4,086
H-4 3.516 3.525 3.528 3.570 3.557 3.571 3.534
H-5 4.201 4.176 4.143 4.118 4.101 4.136 4,136
H-6 ND 3.63 3.64 3.65 3.634 3.64-3.67 3.64-3.67
NAc 2.049 2.052 2.049 2.051 2.053 2.051 2.045
Gal g1-311 H-1,1 - 4.503 4.598 4.673 4.653 4,663 4.593
H-2 - 3.63¢ 3.817 3.952 3.650 3.789 3.837
H-3 - 3.795 3.988 4.114 4.086 4017 3.995
H-4 - 4,200 4.208 4.455 4.468 4222 4.198
H-5 - 3.761 3.774 3.790 ~37 3.77 3.77
H-6,6' - ~37 ~ 3.8 3.8 ~3.8 ND ND
Gal g1-3/4 111 H-1,1" - - - 4.864 4.967 4.636 4.600
H-2 - - - 3.563 3677 3.695 3.687
H-3 - - - 3.689 3.901 3.817 3.778
H-4 - - - 3.895 3.848 4173 4.142
H-5 - - - 3.662 3.637 3.68 3.68
H-6,6 - - - 3.83 ~ 3.8 ND ND
Gal-3-S g1-4 I H-1,1 4.592 4.700 4710 4.730 4730 - -
H-2 ND 3.739 3.725 3.816 3.800 - -
H-3 4.348 4.342 4.236 4.334 4.339 - -
H-4 4274 4276 4276 4.297 4.303 - -
H-5 ND 3.715 3.719 3.741 ~ 3.7 - -
H-6,6’ ND ~ 3.65 ~ 3.8 3.8 ~ 3.8 - -
GlcA g1-3 IV H-1,1 - - - - - 4.790 4.755
H-2 - - - - - 3.560 3.552
H-3 - - - - - 3.730 3.726
H-4 - - - - - 3.530 3.528
Fuc a1-2 F?3 H-1,1 - - 5.286 5.406 5.350 5.345 5.273
H-2 - - 3.807 3.792 3.768 3.788 3.816
H-3 "' - - 3.926 3.925 3.889 3.91 3.925
H-4 - - 3.832 3.803 3.782 3.78 3.831
H-5 - - 4,282 4,289 ~4.30 4277 4.285
CH, - - 1.242 1.237 1.270 1.235 1.244
Fuc a1-2 F?33 H-1,1 - - - - 5.456 5.336 5.336
. H-2 - - - - 3.769 3.788 3.788
H-3 - - - - 3.917 3.907 3.907
H-4 - - - - 3.975 3.831 3.831
H-5 - - - - 4.514 4545 4.561
CH, - - - - 1.225 1.221 1.226
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Figure 6. MALDI analyses of acidic oligosaccharide-alditols. Analyses were performed in the positive mode (pseudo-molecular ion {M-H + 2K]*,

except for compound 300-11.

The MALDI analysis of compound 100-8 shows a [M-H
+ 2K] " at m/z 1199 (Fig. 6), which is in agreement with the
following molar proportions: GlcNAc, Gal, Fuc, GalNAc
and sulfate (1:2:2:1:1). The homo and heteronuclear NMR
spectra (Fig. 13; Tables 3 and 6) confirm the presence of

a sulfate group at O-6 of GlcNAc, owing to its characteristic
H-6 and C-6 atom resonances. The downfield shift of the
GlcNAc C-3 resonance is attributable to the presence of the
a-1,3-linked fucose unit. The second branch of the glycan
contains two galactose units. The former (Gal II) is
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Figure 7. Homonuclear and heteronuclear COSY spectra of compound 200-7.
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Figure 8. Homonuclear and heteronuciear COSY spectra of compound 200-8.
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Figure 11. Homonuclear and heteronuclear COSY spectra of compound 100-6.

substituted at both C-2 (§C-2 =77.44) and C-3 (6C-3
= 83.37), whereas the latter occurs in a terminal non-reduc-
ing position, since none of its 3C resonance is deshielded.
On the basis of these observations, the structure of 100-8
was deduced to be the following:

HSO,

6\
GlcNACc(81-6)
/

Fuc(x1-3) GallNAc-ol

/
Gel(1-3)
Gal(B1-3)

Fuc(a1-2) 100-8

With the pseudomolecular ion [M-H + 2K]" at m/z
1092 (Fig. 6), compound 50-7 can be considered as a hexa-

saccharide-alditol composed of Gal, Fuc, GalNAc-ol and
hexuronic acid in the molar ratio of 2:2:1:1. The examina-

tion of the NMR spectra (Figs 14, 15 and Tables 2 and 5)
provides new information, and, particularly, shows that two
isomers occur in the fraction. Indeed, two C-2 atom reson-
ances, relative to GalNAc-ol, are observed at § = 53.57 and
52.88 ppm, respectively. The hexuronic acid was identified
as glucuronic acid on the basis of the set of its vicinal
coupling  constant (J;,=J,3=J3,=17J,5s=28Hz).
Actually, two glucuronic acid units can be characterized
with 6H-1 = 4.790, 6C-1 = 103.67 for the first one, and
dH-1=4.755, 6C-1=103.76, for the second one.-The
HMQC spectrum (Fig. 15) allows us to distinguish two Gal
IT units, substituted at C-2 and C-3, for Gal II-A, and C-2
and C-4, for Gal II-B, respectively. In both isomers, the Gal
I1I and GlcA IV possess the same substitution, at C-3 for the
former, and C-2 for the latter. These conclusions were drawn
from the observation of the chemical shifts of the corres-
ponding '*>C resonances depicted in Table 5. Consequently,
the two isomers can be considered as the extension of the
sequences: Gal(f1-3)[Fuc(x1-2)]Gal(81-3)GalNAc-ol {A)
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Table 3. 'H-NMR chemical shifts of the oligosaccharide-alditols (300-5), (200-8), (100-8) and (300-11) containing core type 2. The
monosaccharides are represented by this symbolic notation: O-ol, GalNAc-ol; B, gGai; ®, GicA; S-@, GlcNAc-6-S, I, Fuc. ND, not
determined. The linkage position is specified by the direction of the connecting bars as follows: %

3

Residue Reporter Chemical shifts (ppm) in
group
s
$:\Qoi ol %ﬂl o
300-5 200-9 100-8 300-11
GaiNAc-ol | H-1,17 ND ND 3.79 3.78
H-2 4.389 4.393 4,335 4,342
H-3 4.060 4.079 4.085 4.095
H-4 3.473 3.512 3.57 3.560
H-5 4.271 ND 4,198 4.204
H-6,6 3.939 3.73 3.93/3.70 3.933/3.689
NA 2.067 2.053 2.050 2.053
Gal p1-3 1l H-1,1" 4.463 4.577 4.660 4.658
H-2 ND 3.684 3.786 3.781
H-3 ND 3.876 4.008 4.012
H-4 3.898 3.916 4,219 4211
H-5 ND ND ~ 3.76 3.75
H-6,6’ ND ND ~3.75 3.74
Gal g1-3 it H-1 - - 4,615 4.630
H-2 - - 3.613 3.694
H-3 - - 3.65 3.820
H-4 - - 3.920 4.169
H-5 - - ~ 3.68 3.69
H-6,6 - - ~3.75 3.74
GlcNAc-6-S H-1,1 4.559 4.575 4,592 4.594
p1-6ir H-2 ND 3.728 3.876 3.856
H-3 ND 3.56 3.650 3.665
H-4 ND 3.587 3.621 3.611
H-5 ND ND 3.685 3.685
H-6,6" 4.360/4.233 4.360/4.233 4.261/4.246 4.368/4.256
NAc 2.065 2.059 2.037 2.041
GlcA p1-3 IV H-1,1° - - - 4,784
H-2 - - - 3.554
H-3 - - - 3.732
H-4 - - - 3.71
H-5 - - - 3.70
Fuc at1-2 F?3 H-1,1 - 5.245 5.380 5.335
H-2 - 3.804 3.80 3.787
H-3 - 3.893 3.89 3.886
H-4 - 3.824 3.800 3.802
H-5 - 4.305 ND 4.268
CH, - 1.242 1.229 1.234
Fuc at-2 F233 H-1,1" - - - 5.335
H-2 - - - 3.787
H-3 - - - 3.913
H-d - - - 3.836
H-5 - - - 4.545
CH, - - - 1.222
Fuc a1-3 F38 H-1,1 - - 4,986 4.990
H-2 - - 3.687 3.687
H-3 - - 3.837 3.837
H-4 - - 3.800 3.800
H-5 - - ND 4.327
CH, - - 1.158 1.161




Table 4. *C-NMR chemical shiits of the oligosaccharide-

alditols (N-Ill-1a), (50-5a), and {50-5b) containing core type

1 and 8. The monosaccharides are represented by this symbolic

notation: O-ol, GalNAc-of; M, fGal; B, o«Gal; A, Kdn; O, Fuc.

ND, not determined. The linkage position is specified by the

direction of the connecting bars as follows: %
3

Residue Reporter

group

Chemical shifts (ppm) in

E}(>ol :{>ol

N-1I-2 50-5a
GalNAc-ol 1 C-1 62.34 61.66
c-2 53.31 52.68
C-3 78.19 77.26
C-4 71.11 70.47 71.40
C-5 71.19 69.23 69.86
C-6 64.31 66.96 66.96
CH, 23.35 23.27 23.42
Gal g1-311  C-1 - 105.25 -
c-2 - 72.43 -
C-3 - 73.74 -
C-4 - 69.88 -
C-5 - 76.44 -
C-6 - 62.18 -
Gal a1-3H1  C-1 100.78 - 100.61
c-2 69.53 - 79.15
c-3 70.50 - 70.55
C-4 70.39 - 70.97
C-5 72.99 - 73.24
C-6 62.23 - 62.18
Fuc at-2F C-1 - - 101.40
c-2 - - 69.37
Cc-3 - - 70.57
C-4 - - 73.18
C-5 - - 68.42
C-6 - - 16.80
Kdn a2-6 K C-1 - ND ND
c-2 - ND ND
C-3 - 41.12 41.12
C-4 - 71.52 71.42
C-5 - 71.29 71.29
C-86 - 74.94 74.94
C-7 - 69.27 69.27
C-8 - 73.43 73.48
C-9 - 64.06 64.06

and Gal(81-4)[Fuc(al-2)]Gal(f1-3)GalNAc-ol (B} with the
same terminal disaccharide Fuc(x1-2)GlcA(S1-3). The exact
assignment of NMR parameters relative to GicA IV (A) and
IV (B) is based on the presence of the sequence A in com-
pound 300-11 (see below). On the basis of these observa-
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Figure 12. COSY spectrum of compound 200-9.

tions, the structures of the oligosaccharide-alditols present
in the fraction 50-7 were deduced to be the following:

y GalNAc-ol
y Gal(f1-3)
Gal(B1-3)
GlcA(B1-3) Fuc(al-2)
Fuc(«1-2) 50-7A
Y GalNAc-ol
Gal(B1-4) Gal(p1-3)
GlcA(B1-3)
Fuc(al-2)
Fuc(a1-2) 50-78

The pseudo molecular ion [M-H]™ observed at m/z 1443
(Fig. 6) indicated that compound 300-11 is an octasacchar-
ide-alditol composed of Gal, Fuc, hexuronic acid, HexNAc,
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Figure 13. Homonuclear and heteronuclear COSY spectra of compound 100-8.
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Tabie 5. "*C-NMR chemical shifts of the oligosaccharide-alditols (200-7), (200-8), (100-4b), (100-6), (50-7A) and (50-7B) containing
core type 1. The monosaccharides are represented by this symbolic notation: ©-ol, GalNAc-ol; @, GicA; M, fGal; S-R, fGal-3-S; [,
Fuc. ND = not determined. The linkage position is specified by the direction of the connecting bars as follows: %
3
2]

Residue Reporter Chemical shifts (ppm) in
group
f{(}ol ’_go ol ol ol ol ol
YIRS A A
: |
200-7 200-8 100-4b 100-6 50-7A 50-78
GaiNAc-ol | C-1 ~ 62 61.56 61.85 61.71 61.9 61.9
C-2 53.35 52.84 53.28 53.70 53.57 52.88
C-3 78.64 76.24 75.39 75.60 75.22 76.41
C-4 70.83 70.12 70.51 70.51 70.44 70.20
C-5 71.21 70.60 70.81 70.75 70.80 70.80
C-6 64.8 64.03 63.98 63.64 64.0 64.0
CH, 23.57 23.57 23.63 23.57 23.56 23.56
Gal g1-3 11 C-1 105.84 103.48 102.64 102.36 102.50 103.78
c-2 73.26 80.25 77.71 77.44 77.89 80.30
C-3 74.5 73.91 83.07 82.97 83.67 73.86
C-4 79.35 78.39 77.15 75.63 70.08 78.01
C-5 76.27 75.57 75.51 75.84 76.2 76.2
C-6 ~ 62 62.08 62.30 ~ 62 62.2 62.2
Gal g1-3/4 1 C-1 - - 104.33 102.26 105.64 105.95
Cc-2 - - 72.44 75.19 71.85 72.03
c-3 - - 73.92 75.76 82.76 82.63
C-4 - - 69.93 70.5 69.96 70.08
C-5 - - 76.24 76.21 75.8 75.8
C-6 - - 61.94 ~ 62 62.2 62.2
Gal-3-S gi-4 111 C-1 105.84 105.34 105.41 105.14 - -
c-2 71.30 70.60 73.17 70.56 - -
C-3 82.13 81.49 81.67 81.81 - -
C-4 68.76 68.11 68.18 68.14 - -
C-5 76.66 75.93 76.10 ‘75.84 - -
C-6 ~ 62 62.08 62.30 ~ 62 - -
GicA p1-3 IV C-1 - - - - 103.67 103.76
C-2 - - - - 79.61 78.93
C-3 - - - - 775 75.5
C-4 - - - - 73.26 73.26
C-5 - - - - 77.5 77.5
C-6 - - - - ND ND
Fuc a1-2 F?3 C-1 - - 101.27 100.97 101.42 102.47
C-2 - - 70.24 69.58 69.68 69.68
C-3 .- - 70.38 70.64 70.79 70.79
C-4 - - 73.17 73.18 73.40 73.28
C-5 - - 69.00 68.14 68.92 69.87
c-6 - - 16.77 17.09 16.8 16.8
Fuc ai-2 F?33 or F234 C-1 - - - 99.09 100.29 100.29
C-2 - - - £9.58 69.68 70.79
C-3 - - - 70.81 70.79 70.79
C-4 - -~ - 73.04 73.28 73.28
C-5 - - - 67.72 68.26 68.26

C-6 - - - 16.96 16.8 16.8
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Figure 16. Homonuclear and heteronuciear COSY spectra of compound 300-11.



GalNAc-ol and SO,H in the molar ratio : 2:3:1:1:1:1. The
NMR spectra (Fig. 16; Tables 3 and 6) clearly confirm the
presence of GlcNAc and GlcA according to the set of their
vicinal coupling constants. Moreover, the chemical shifts of
GalNAc-ol H-6 and H-6' are characteristic of a type 2 core
structure GlcNAc(f1-6)[Gal(f1-3)]GalNAc-ol. A compari-
son of the spectrum of 300-11 with those of 100-8 and 50-7
indicates the presence of the sequences Fuc(x1-3)GlcNAc-
6-5(f1-6) and Fuc(x1-2)GlcA(B1-3)Gal(B1-3)[Fuc(al-2)]
Gal(1-3). This conclusion results from the observation of
some significant resonances such as GleNAc C-3 and C-6,
GlcA C-2, Gal I11 C-3 and Gal II C-2 and C-3, which match
those of the two reference compounds. On the basis of these
observations, the structure of compound 300-11 was estab-
lished as follows:

HSO,
P3N
GlcNAc(B1-6)
Fuc(«1-3) ™ GalNAc-ol
/
Gal( f1-3)
Gal(B1-3)
GlcA(B1-3) Fuc(x1-2)
Fuc{x1-2) 300-11
Discussion

The aim of this study was to extend the hypothesis that
glycanic chains of amphibian oviducal mucins are highly
species-specific. The results obtained for Rana temporaria
confirm this point, since almost all oligosaccharide-alditols
released by reductive S-elimination are novel (Scheme 1). By
comparison with the six amphibian species previously
examined [5-15], the main characteristics of Rana tem-
poraria mucin are the following: 1) The anionic charge of the
mucin is carried by Kdn, but also by sulfate and glucuronic
acid; 2) the core structure Gal(zl-3)GalNAc, previously
found in human bronchial mucus [23] and Ambystoma
tigrinum mucin [14], is described here for the third time; 3)
as generally occurs in carbohydrate chains released from
a single species, the different structures derive one from the
other according to a specific sequence of biosynthesis. For
instance, compounds 200-8, 100-4b and 100-6 are related to
200-7 by successive addition of Fuc, Gal and Fuc again,
respectively; 4) new fucosyltransferase (FucT) activities can
be defined on the basis of new sequences: an «-1,2 FucT
acting on terminal GlcA unit (compound 50-7A,B and 300-
11), or an «-1,3 FucT able to act directly on terminal
GleNAc (or sulfated GIcNAc), as testified by the presence of
compounds 100-8, 200-9 and 300-11.

By comparison with other amphibian species, at least six
different fucosyltransferase activities, such as Kdn: («1-4)

Rana temporaria 149

Maes et al.

Table 6. "*C-NMR chemical shifts of the oligosaccharide-alditols (100-8!
and (300-11) containing core type 2. The monosaccharides are repre-
sented by this symbolic notation: O-ol, GalNAc-ol; 8, gGal; ®, GlcA:
S-@, GlcNAc-6-S; O, Fue. ND = not determined. The linkage position ic
specified by the direction of the connecting bars as follows: %621

3

Residue Reporter Chemical shifts (ppm) in
group
S s
E‘i L-ol g?o
100-8 300-11
GalNAc-oi | C-1 62.0 62.1
C-2 53.42 53.28
C-3 75.42 74.99
C4 70.63 70.46
C-5 €9.35 69.21
C-6 72.26 72.27
CHs 23.6 23.5
Gal g1-3 11 C-1 102.37 102.33
C-2 77.44 77.72
C-3 83.37 83.57
C-4 70.09 69.95
C-5 75.93 75.76
C-6 62.2 62.2
Gal ;1-3 11 C-1 105.59 105.44
Cc-2 72.31 7157
C-3 74.14 82.59
C-4 69.90 69.95
C-5 76.44 75.97
C-6 62.2 62.2
GlcNAc-6-S C-1 102.68 102.49
pgi-6 i c-2 56.49 56.42
C-3 81.54 81.38
C-4 69.53 69.40
C-5 74.96 74.83
C-6 68.23 68.18
CH; 236 235
GlcA g1-3 IV C-1 - 103.45
Cc-2 - 79.36
C-3 - 77.14
C-4 - 73.12
C-5 - 77.14
C-6 - ND
Fuc a1-2 F?3 C-1 101.08 101.13
Cc-2 70.00 69.74
C-3 70.61 70.45
Cc-4 73.14 73.2
C-5 68.8 68.73
C-6 16.80 16.8
Fuc a1-2 F?33 C-1 - 100.08
C-2 - 69.74
C-3 - 70.70
C-4 - 732
C-5 - 68.16
C-6 - 16.8
Fuc a1-3 F°# C-1 101.31 101.15
. C-2 69.34 69.23
C-3 70.76 70.70
C-4 73.14 73.2
C-5 68.20 68.14
C-6 16.50 16.50
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GalNAc-ol N-III-1a GalNAc-ol 100-8
3, Gal(B1-4) Gal(B1-3)”
HSO, Gal(B1-3)
GalNAc-ol N-III-1b Fue(al-2)
Gal(ﬁ 1.3) / FUC((I]-Z)
HSO,
6\Gl NAc(B1
GalNAc-ol  N-IIL-2 cNAC(BL-6) |
Gal(a1-3) / GalNAc-ol 300-6
Gal(p1-3) 7
Kdn(e2-6) HSOJ\
GalNAc-ol 100-4a 6 GlcNAc(B1-6) N
GalNAc-ol 200-9
Kdn(o2-6) | o/
GalNAc-ol 50-5A Glal(Bl 3
Gal(p1-3)” Fuc(et1-2)
Kdn{a2-6) \ HSO,
GalNAc-ol 1007 = 50-4 ® GIeNAC(BL1-6)
Gal(z1-3) Fuc({ai-3) GalNAc-ol 100-8
_Gal(p1-3) 7
Gal(B1-3) ]
Kdn(a2-6) Fuc(al-2)
GalNAc-ol 50-5B
Gal(@1-3)7 . GalNAc-ol 50-7A
al(B1-3)
Fuc(al-2) /G 31(31_3)/ '
_GaiNAc-ol 200-3 GleABL-3)"  pygal-2)
3,Gal(1-3) Fuc(al-2
HSO,
GalNAc-ol 50-7B
GalNAc-ol 200-7 Gal(f1-4) Gal(R1-3)”
3 Sal(B1-4) Gal(B1-3) 7 GlcA(B1-3)
HSO, Fuc(al-2 Fuc{al-2)
GalNAc-ol 200-8
3 Gal(p1-4) Gal(p1-3)” HSO(‘;\
HSO, Fuc(al-2) PINABLE)
Fuc(al-3) GalNAc-ol 300-11
 Gal(31-3)”
/GalNAc—ol 100-4b Gal(B1-3)
3 Gal(p1-4) Gal(p1-3) GleA(p1-3) Fuc(e-2)
HSO, Gal(Bl-3) Fue(a!-2
Fuc(ae1-2)
Scheme 1
FucT [7], Fuc(al-4) Kdn: («1-2) Fuc T [13], Fuc(zi-4)Kdn:  Acknowledgements

(«1-3) Fuc T [7,13], Kdn: («1-5) Fuc T [14], Gal(«x1-3)Gal:
{(¢1-2) Fuc T [10] and Gal (21-3)[Fuc{«1-2)]Gal : (x1-2) Fuc
T [10], can be identified. According to these observations,
amphibian tissues could become an exceillent model for
studying the relation between the structure and the specifi-
city of this class of enzyme.
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Abstract

The mucins isolated from Rana temporaria egg jelly coats were found to be composed of
Gal, Fuc, GlcNAc, GalNAc and GicA acid. The primary structure of seven sulfated
oligosaccharide-alditols was obtained by 1D /2D NMR analyses ('H-'2C). The results show
the presence of the sulfated monosaccharides HSO;(3)Gal, HSO,(6)GlcNAc and
HSO,(3)GIcA. The sequence HSO4(3)GlcA( B1-3)Gal, which constitutes the major determi-
nant of the HNK-1 oncofcetal epitope, was characterized. © 1997 Elsevier Science Ltd.

Keywords: Sulfated-oligosaccharides; NMR; Amphibian; Egg jelly coat

1. Introduction

The jelly envelopes deposited around amphibian
eggs are composed of mucin-type glycoproteins which
constitute the first barrier for fertilizating sperm.
They play a role in species specificity of sperm-egg
interaction, sperm capacitation, acrosomal reaction
and prevention of polyspermy. The jelly coat retains

* Corresponding author.

Ca** ions necessary for successful fertilization and
also ensures an embryonic protection [1-8].

Recent works have demonstrated that the carbo-
hydrate chains of these mucins are highly species-
specific [8—19]. We previously reported the primary
structure of seventeen oligosaccharide-alditols from
the oviducal mucin of Rana temporaria, which con-
tained sulfate and glucuronic acid. Here we describe
new compounds characterized by the presence of O-3
sulfated glucuronic acid.

0008-6215 /97 /$17.00 © 1997 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.

PII S0008-6215(97)00129-8
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2. Experimental

The jelly coat was lyophilized and the crude mate-
rial was subjected to alkaline borohydride degrada-
tion in 1 M NaBH,, 0.1 M NaOH, pH 12.6 at 37°C
for 48 h. The reaction was stopped by DOWEX
50W-X8 (Mesh 25-50, H* form) until neutral pH at
4°C. After filtration, the filtrate was adjusted at pH
6.5 and concentrated under vacuum. Boric acid
formed was removed by co-distillation (3 times) with
anhydrous MeOH.

The material was further fractionated on DOWEX
1-X2 (mesh 200-400, HCOO~ form). After water
elution of neutral compounds, acidic oligosaccharides
were desorbed with pyridine acetate buffer (pH 7.6),
from 50 mM to 1000 mM. Each fraction was applied
10 a Bio-Gel P2 column (1 X 100 cm) and eluted with
water at a flow rate 15 mL h™'. The acidic oligo-
saccharides were isolated by high performance liquid
chromatography (HPLC) on primary-bond silica
(Supelco LC-NH2; 4.6 mm X 25 cm, Supelco Inc.,
Belefonte, USA) using acetonitrile /30 mM potas-
sium phosphate buffer pH 5.2 with a flow rate of 1
mL /min. The oligosaccharide-alditols were detected
by spectroscopy UV at 206 nm. Several fractions
were obtained at various concentration according to
anionic charge of oligosaccharides (Fig. 1). Peaks
were collected, desalted on Bio-Gel P2 (1 cm X 80
cm) and lyophilized.

Sugar analysis was carried out by GLC of trifluo-
roacetylated derivatives of methylglycosides formed
by methanolysis in 0.5 M hydrochloric acid in MeOH
at 80°C for 24 h according to Zanetta et al. [20].

The 400 MHz 'H NMR experiments were per-
formed on a Bruker AM-400WB spectrometer with 5
mm 'H-"C mixed probe head operating in the pulse
Fourier-transform mode and controlled by an Aspect
3000 computer. After two exchanges with D,O
(99.95% atoms *H, Aldrich) and intermediate lyoph-
ilization, the samples were analysed with a spectral
width of 3000 Hz for 16 k frequency domain points
and time domain data point giving a final digital
resolution of 0.365 Hz /point. The chemical shifts are
given relative to sodium 4,4’ dimethyl-4-silapentane-
I-sulfonate, but were actually measured relative the
methyl signal of internal acetone (& = 2.225 ppm for
'H and §=31.55 ppm for “C) in D,O at 300°K.
The two dimensional homonuclear correlation spec-
troscopy (COSY) with simple and double relay trans-
fer, the heteronuclear multiple quantum coherence
(HMQC) and rotating-frame nuclear Overhauser en-
hancement spectroscopy (ROESY) experiments were
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Fig. 1. HPLC profiles of oligosaccharide-alditols released
from the egg jelly coat of Rana temporaria.

performed using Bruker standard pulse sequences.
For ROESY experiments, the mixing time was set at
300 ms.

Mass measurements of matrix O-glycan-alditols
were performed by matrix assisted laser desorption
and time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF)
on a Vision 2000 (Finnigan Mat, Hemel) instrument
in reflection mode (nitrogen laser: 337 nm). Samples
were dissolved in water at a concentration of 50-100
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pmol uL.~"! and 1 uL of these solutions were mixed
with 1 uL of matrix on to the target then allowed to
crystallize at room temperature. The structures were
mass analysed in the negative mode using 3-
aminochinolin matrix (10 mg mL™" in H,O:EtOH
90:10). Ten to 15 shots were accumulated for each
analysis.

3. Results and discussion

Fig. 1 depicts the HPLC profiles of fractions 500,
600 and 1000 mM desorbed from the anion exchange
column. Sixteen major peaks were characterized, but
several compounds were actually isolated in two
different sub-fractions.

Compound 1 (600 mM-3).—From the methanoly-
sis of compound 1 the molar ratio composition was
found to be Kdn, Gal and GalNAc-ol in the molar
ratio 1:1:1. The presence of sulfate was deduced from
the MALDI-TOF analysis, which exhibited a pseudo
molecular ion [M — H]™ at m/z 724. The sulfate was
discriminated from phosphate on the basis of the
absence of coupling between proton and phosphorus.
The O-6 substitution of the GalNAc unit with Kdn is
clearly defined by the characteristic H-3 ax and H-3
eq signals of the Kdn residue as well as the signifi-
cant upfield shifted value of the GalNAc-ol H-6b
resonance (Fig. 2 and Table 1) [18]. The O-3 sulfa-
tion of the Gal unit is deduced from the set of its H-3
and H-4 signals {21]. So, the sequence of compound
1 was determined as follows:

Kdn{a2-6)
GaiNAc-of
Gal(p1-3) 4
HS0,(3)
1 (600 mM-3)

Compound 2 (600 mM-1).—The chemical shifts
(Fig. 2 and Table 1) of the H-2 and H-5 atom
resonances of the GalNAc-ol unit are characteristic of
an O-3 and O-6 substituted unit (type 2 core). The
structural reporter groups of the Gal residues are
superimposable on those observed in the sequence
HSO,(3)Gal( B1-4)[Fuc( ¢1-2)]GalB1-3 previously
described {18]. The second branch of the compound
was characterized by NMR signals already observed
in two compounds which possess the common se-
quence: HSO,(6)[Fuc(a1-3)JGlcNAc( B1-6) [19].

Therefore, the sequence of compound 600 mM-1 was
established as follows:

HSO(6)

GIcNAC(B1-6)
Fuclat-3)” GalNAc-of
Gal(B14) Gai(p1-3)”
HSO,3)”" Fue(al-2)

2 (600 mM-1)

Compound 3 (compound 1000 mM-5).—From the
MALDI-TOF analysis, compound 3 contains 2 Gal, 1
GlcA, 1 GalNAc-o] and 1 sulfate residue. The struc-
tural reporter groups of GalNAc-ol (H-2, H-4 and
H-5) are consistent with an O-3 substituted hex-
osaminitol unit (Fig. 2 and Table 1). Comparison of
the NMR spectrum of 3 with that of compound 200-7
previously identified as HSO;(3)Gal( 81~
4)Gal( B1-3)GalNAc-ol [18] shows similar chemical
shifts for the Gal linked to GalNAc-ol, particularly
the H-1 and H-4 signals which are respectively ob-
served at & =4.497 (H-1, 3), § = 4.503 (H-1, 200-7),
6=4.185 (H-4; 3) and 4200 (H-4, 200-7). The
attachment of GlcA at O-3 of Gal III is deduced from
the chemical shifts of Gal Il H-4 signal at & = 4.165.
Indeed, the H-3 and H-4 signals of Gal O-3 substi-
tuted with GIlcA have been observed at §=3.82,
3.78 or 3.82 (H-3) and §=4.173, 4.142 or 4.169
(H-4) for compounds having the common sequence
Fuc(a1-2)GlcA( 81-3)Gal [18]. Such an observa-
tion was also found for compound 4 (see below), for
which a complete NMR assignment has been per-
formed by 'H-'H correlation spectroscopy. The sig-
nal observed at = 4.327 ppm was ascribed to GlcA
H-3, according to the comparison of the spectra of 4
and 5 and this downfield shifted value can be easily
interpreted as resulting from the O-3 sulfation of the
Glucuronic acid unit. Consequently, the sequence of
3 was deduced to be following:

GalNAc-ol
93I(§1~4)Ga|(ﬂ1-3)/

GicA{B1-3)
HSO,(3)
3 (1000 mM-5)

Compound 4 (600 mM - 6).—From the two-step
relayed COSY spectrum depicted in Fig. 3 and Table
1, compound 4 can be defined as an extension of 3
with an additional «Fuc, attached at O-2 of Gal II
unit. Indeed, the Chemical shifts of the H-2, H-3 and
H-4 of this Gal unit perfectly match those of the
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Lac!
K§1(¢:2-6) =
Hso,(s)eanxm-a)w,“”'
1
sl
4,34,
T
s T
4 HSO8) 1t e
Fuc(a1-3)~ GieNAC(31-6)
GaiNAc—o!
1303(322;‘?(?11_—24))/6&(31-3) TAcn‘
2 s --dcetate
g 4
iy
W ; g}_.“; &
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L4 x 1 I
HSOLNGCA(B 1-3)Gak B 1-4)GakB 1-3)GaMNAC—ol

3
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Fig. 2. "H NMR spectra of compounds 1, 2, 3.
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Table 1
'"H NMR chemical shifts of the sulfated oligosaccharide-alditols®

H M
o
e B g 2Tt E gl
1 2 3 4 5 6 7
GalNAc-olI H-la,lb n.d. n.d. n.d. 3.788 3.806 3.792 3.792
H-2 4.383 4.348 4,387 4.389 4.388 4.332 4.332
H-3 4,084 4.098 4,063 4.079 4.080 4.104 4.057
H-4 n.d. 3.556 3.531 3.528 3.527 3.570 3.534
H-5 4244 4210 4.19 4.150 4,088 4.120 4.120
H-6a,6b n.d./3462 3.940 n.d. 3.676/3.630 3.665/3.636 3.672/3.644 3.672/3.644
NAc 2.043 2.056 2.049 2.044 2.044 2.047 2.051
Gal II H-1 4,588 4.698 4.497 4.587 4.591 4.680 4.576
H-2 n.d. n.d. n.d. 3.824 3.816 3.953 3.756
H-3 4,340 4.030 n.d. 3.972 3.970 4,108 3.967
H-4 4,269 4233 4.185 4.193 4.180 4451 4,138
H-5 n.d. n.d. n.d. 3.760 3.761 n.d. n.d.
Gal III H-1 - 4.725 4.639 4.653 4.690 4.700 4.627
H-2 - n.d. n.d. 3.743 3.851 3.781 3.635
H-3 - 4.336 n.d. 3.810 3.903 3.810 3.857
H-4 - 4.290 4.165 4.157 3.882 4,187 4.393
GalVv H-1 - - - - 4811 4.869 4,954
H-2 -~ - - - 3.544 3.558 3.678
H-3 - - - - 3.693 3.696 3914
H4 - - - - 3.894 3.895 3.862
GlcNAcII'  H-1 - 4.651 - - - - -
H-2 - 3.841 - - - - -
H-6a - 4.368 - - - - -
H-6b - 4280 - - - - -
NAc - 2.041 - - - - -
GlcA IV H-1 - - 4.761 4.761 4752 4.775 4719
H-2 - - n.d. 3.589 3.612 3.612 3.636
H-3 - - 4327 4.330 4.329 4.335 4,333
H-4 - - n.d. 3.695 3.765 3.701 3.771
H-5 - - n.d. 3.791 3.772 3.798 3.798
Fuc II H-1 - 4,990 - - - - -
H-5 - 4348 - - - - -
CH, - 1163 - - - - -
Fuc II H-1 - 53711 - 5.285 5.286 5.397 5273
H-2 - nd. - 3.808 3.807 3.780 3.803
H-3 - 3912 - 3.923 3.919 3.928 3913
H-4 - n.d. - 3.831 3.825 3.799 3.831
H-5 - 4281 - 4.281 4277 4285 4513
CH, - 1.238 - 1.241 1.241 1.238 1.277
Fuc 'V H-1 - - - - - - 5.443
H-2 - - - - - - 3.78
H-3 - - - - - - 3.995
H-4 - - - - - - 3.826
H-5 - - - - - - 4285
CH, - - - - - - 1238
Kdn H-3a 1.654 - - - - - -
H-3e 2.673 - - - - - -

* The monosaccharides are represented by this symbolic notation: O—ol = GalNAc-ol, o = aKdn, M = 8Gal, O = aFuc,
® = BGIcA, and @ = B8GIcNAc. The linkage position is specified by the direction of the connecting bars as follows:
and n.d. = not determined.

wav o
(N \L/
I



Rana temporaria 157

D. Florea et al. / Carbohydrate Research 302 (1997) 179-189

signals observed for compound 200-8 (HSO,(3)- was established as follows:
Gal( B1-4)[Fuc( @1-2)]Gal( B1-3)GalNAc-ol) pre-

viously described [18]. As discussed above for 3, the 141G Salaco
structural reporter groups of Gal III are typical of an Gleagty)” Z'fi(ﬂ).z;f’ "
O-3 substitution with GlcA, itself sulfated at O-3 HS0,(3)” -

4 (600 mM-6)

(8.5 =4.330). From these data, the sequence of 4

I
m i GalNAc—ol

v Gal(B1-4)Gal(p1-3
3/Gch(B 1-3f
H Fuc(a1-2)

52 ' 48 4 40 15

Fig. 3. COSY spectrum of compound 4.
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Compound 5 (500 mM-1).—The 2D NMR spec-
trum (Fig. 4 and Table 1) of 5 shows the presence of
3 Gal (I1, 111, V), 1 GlcA (IV), 1 GalNAc-ol (I) and 1
Fuc (F) units. The O-3 sulfation of GlcA was verified
because of the downfield shifted value of its H-3
signal (8= 4.329). By comparison of the spectrum
with that of 4, a deshielding effect can be observed
which affects the Gal Il H-4 signal (A= +0.275
ppm), and shows the possible O-4 substitution with
the additional Gal V unit. As indicated by the set of
the H-2, H-3 and H-4 atom resonances the Gal V unit
occurs in a terminal position. The NOE contacts

which are observed on the ROESY spectrum are: Fuc
H-1 - Gal II H-2; Fuc H-1 > Gal II H-3; Gal II
H-1 - GalNAc-ol H-2; Gal Il H-1 — GalNAc-ol H-3;
Gal III H-1 — Gal I H-4 (strong); GlcA IV H-1 —
Gal III H-3 and Gal V H-1 - Gal IIll H-4. On the
basis of these data, the following sequence was de-
duced:

GalNAc-ol
Gal(p1-4) 931(51-4)631(131-3)/
GicA(p1-3) Fuc({a1-2)
HS0,(3)

5(500 mM-1)

G\a/I(B1-4)\ mn i GalNAc—ol
v *Gal(p 1-4)Gal(B1-3
v 3/Gch(B 1=-3) ROESY
y h SO3H, Fuc(a1-2) ;5/‘
;
h ,
_ )
F
36 1VI3v,5V ’ W5H
5 38— oA
38 %0 Qapsan  (uvsvy R FW/SH
| /@ 1024
8 11V/31M4
40—~ .
i 1F/31 i E
NMwat
la0 49~
l avram| W4
AN/21
N
44 - @n--——-e{—a@
l 11v/411
L4.4 o
46 - yvv —_
4 8_' ] et s = "a' it B d
o | ﬂ
3 N [ N
' vl 59. ool o ol
g 'F: 4'LF ok 5.2 J
) 2 = ro- .
¢ ] g
B } . . 54 5.2 50 48 45 oom
36 ppm

52 4.4

Fig. 4. COSY and ROESY spectra of compound 5.
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Compounds 6 and 7 (500 mM-2).—The structures
of two compounds present in this fraction were found
to be the following:

!
v Gaﬁ\JAc—ol
Gal(pi-4 c;”A /
8, -
2 (B )/al(m 3) A
Gal(pi-3)
v, Flly
GlcA(p1-3) Fuc{al-2)
HSO,3)”
F
M, F
ﬁ/ A 1"5

HSO,(3)”

VB
FYa  Gal(p1w)
Fuc(a1-2)!
GlcA(1-3)
HS0,(3) " v

GaiNAc-of

Gal(B1-4) Gai(g1-3)”

Gal(p1-3)

Glea(pt-2)” Fue(u1-2)

6 (500 mM-2A)

ma ity

Gal(p1-4) Gal(p1-3)”

Flig l
Fuc{a1-2)

—

s
GalNAc-of

B

.
D) s e e S

B T e 2 T—r——r—r-T—r—r—r T w v
A I w
I3) o o

-I'—r Bl B e —r—r—l

o
o

Fig. 5. COSY spectrum of compounds 6 and 7.
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GaiNAc-ol
Gfl(m-t)Gal(m-4)Ga|(m-3)/
Fucfai-2)
GlcA(B1-3) Fuciat-2)
HSO,3)”
7 (500 mM-2B)

The MALDI-TOF analysis confirms the presence
of two compounds, having pseudomolecular ions [M
—H]™ at m/z 1148 (3 Gal, 1 Fuc, ! HexA, 1
GalNAc-ol, 1 sulfate) and 1294 (3 Gal, 2 Fuc, 1
HexA, 1 GalNAc-ol, 1 sulfate). The monosaccharides
were identified on the basis of the set of their vicinal
coupling constants, as depicted on the relayed COSY
spectrum (Fig. 5). The H-2, H-3 and H-4 atom
resonances of the 11 monosaccharides and the 2
GalNAc-ol residues characterized on the 2D spec-

B
R
)
M \j 4
w’x«w\}; i W\«\A

N W
for

44 42 4.0 3.8 3.6 ppm

Fig. 6. HMQC spectrum of compounds 6 and 7.

Table 2
3C NMR chemical shifts of oligosaccharide-alditols 6 and
7 (symbols as in Table 1)

Residue f j{‘“
MO
6 7
GalNAc-ol I C-1 ~61.5 ~61.5
C-2 53.07 53.25
C-3 75.36 76.02
C-4 70.49 70.05
C-5 70.73 70.73
C-6 ~63.7 ~63.7
NAc 23.65 23.65
Gal I C-1 102.65 103.38
C-2 ~71 80.43
C-3 82.77 74.12
cC-4 77.23 79.23
C-5 n.d. n.d.
C-6 ~61.5 ~61.5
Gal III C-1 105.45 105.72
C-2 ~71 75.40
C-3 84.07 84.07
C4 69.50 74.85
Gal VvV C-1 104.31 102.19
C-2 72.60 76.11
C-3 73.91 75.74
C-4 ~ 70 ~ 70.6
C-5 ~73 ~73
C-6 ~62 ~ 62
GlcA IV C-1 104.64 105.31
C-2 ~73 ~ 73
C-3 85.05 85.05
C-4 71.75 71.75
C-5 77.50 77.50
Fuc I C-1 101.45 102.36
C-2 69.64 69.64
C-3 ~ 70 70.65
C-4 n.d. ~ 69
C-35 69.04 69.74
C-6 16.79 16.98
Fuc V C-1 - 99.56
Cc-2 - 69.64
C-3 - 70.65
C-4 - 73.19
C-5 - 67.85
C-6 - 16.79

trum were fully assigned (Table 1), and the values for
most of the °C resonances were recorded from the
HMQC spectrum (Fig. 6 and Table 2). The relative
low-field position of some "*C resonances, compared
with their position in the spectra of the corresponding
non-substituted monosaccharides, were caused by
glycosylation and revealed the substitution pattern in
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the polymer [22]. These data show the following Vg as terminal sugar units. From the ROESY spec-
substitutions: 3-GalNAc-ol; 2, 3, 4-Gal II,; 3-Gal trum depicted in Fig. 7 the following connectivities
Il,; 3-GlcA IV,; 2, 4-Gal Il; 3, 4-Gal IIl; 3-GlcA were easily observed: H-1 V, - H-4 II,; H-11I, —»
Vg, 2-Gal V; and Gal V,, Fuc II,, Fuc II; and Fuc H-3 1,; H-1 Fuc II, = H-1, H-2, H-3 11, and H-1

{

Va LY 383\%60‘ v, G lFNA I
3 m lig AINAC-Q
Cﬂm“‘) CalBtI” A PV Gal(p14)Gal(p1-) Gal(p1-3)”
Ga'(B“-s) FUC(G1-2) / Flig B
A Fli, GlcA(B1-3)  Fuc(at-2)
GICA(B1-3)  Fuc(a1-2) H 7
HS0,(3)” SO T

W

T 1Y ]
50 45 40 35 Pom
Chemical Shifts

Fig. 7. ROESY spectrum of compounds 6 and 7.
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Fuc Vg = H-2 Vg; H-1 Vg, —> H-4 [II; H-1 III; —
H-4 1I4; H-1 Hg = H-3 I5; H-1 IV = H-3 Il ; H-1
Fuc II; — H-2 Oy, H-3 II.

From the data obtained on the basis of these three
different NMR experiments, the sequences proposed
above were fully established.

In conclusion, this study has confirmed the struc-
tural species-specificity of carbohydrate chains which
represent more than 75% of the oviducal mucins of
Amphibians. [8-18]. In some cases, these mucins are
available sources of ‘human’ antigens, such as LeX
and LeY¥ (Pleurodeles waltl) or blood group sub-
stances [10]. This polymorphism should be of great
interest for recognizing phenotypic variants of some
species [14,19]. The mucin of Rana temporaria is
characterized by the presence of sulfate and glu-
curonic acid which are responsible of the negative
charge of the macromolecule. The sulfated oligo-
saccharide HSO,(3)GlcA( B1-3)Gal is a part of the
HNK-1 epitope, first described as an antigen of hu-
man natural killer cells [23-26].
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2. CONCLUSION

Ces travaux ont permis d’élucider 25 structures primaires d’oligosaccharide-alditols.

Ces structures possedent certaines originalités structurales qui caractérisent cette espéce.

L’acidité des chaines glycanniques est assurée par trois types de groupements acides :
le Kdn, le sulfate et ’acide glucuronique. Si le Kdn semble étre I’acide sialique majeur des
chaines glycanniques de ces animaux et les groupements sulfates fréquemment trouvées
associés a I’acidité des mucines, la présence d’acide glucuronique est en outre beaucoup plus
surprenante. En effet, & notre connaissance la présence de ce monosaccharide au sein de

mucines n’avait jamais €t¢ décrite a ce jour.

D’une part cet acide uronique peut €tre substitué en 2 par un résidu de fucose ou en 3
par un groupement sulfate. Cette derniére substitution est présente dans plusieurs
oligosaccharide-alditols et représente la partie terminale du déterminant antigénique onco-
feetal HNK-1" De plus cette structure : Fuc(a1-2)GIcAB-R traduit la présence d’une nouvelle

activité glycosyltransférasique qui peut s’écrire : GDP-Fuc : a2 GlcA fucosyltransferase.

D’autre part la présence de nombreuses structures sulfatées est en faveur d’une
activité sulfotransférasique particuliérement importante dans le tissu de I’oviducte de Rana

temporaria.

Cette espéce se caractérise €galement par la présence de structures présentant des
substitutions originales comme notamment des résidus galactosyls trisubstitués en 2, 3 et 4.
Ce type de substitution se traduit en R.M.N. par des déplacements chimiques tout a fait
particuliers. Le séquengage de telles structures n’a pu étre effectué que grace a I’utilisation de

la spectroscopie de corrélation ROESY.

Enfin la détermination structurale des chaines oligosaccharidiques pour une espéce
donnée refléte le schéma de biosynthése de ces chaines qui consiste en une addition
séquentielle des monosaccharides. L observation d’un tel schéma peut étre faite a partir du
composé 200-3 (SO3(3)Gal(B1-3)GalNAc-ol) qui conduit aux composés 200-7, 200-8, 100-4b
et 100-6 par I’addition successive de galactose sulfate, de fucose, de galactose et enfin d’un

résidu de fucose en position terminale non réductrice.

* HNK-1 : Human Natural Killer 1
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L’espéce Rana temporaria se caractérise au travers de ses chaines glycannmiques de

mucines par les éléments structuraux suivants:

v Présence d’acide glucuronique fucosylé ou sulfaté et présentant le déterminant

antigénique HNK-1.
v Présence de galactose trisubstitué¢ en 2, 3 et 4

v La charge acide est portée essentiellement par les groupements sulfates mais aussi

par I’acide glucuronique et du Kdn.

En marge de cette thématique de caractérisation des espéces par leurs chaines
glycanniques, il a été mis en évidence un nouveau monosaccharide qui se caractérise en
R.M.N. par la présence de proton axial et équatorial possédant des constantes de couplages et
des déplacements chimiques tout a fait nouveaux. Cette observation nous a conduit a

approfondir les investigations sur ce compose et a fait 1’objet de 1’article suivant.



CHAPITRE VIT

Rana temporaria

(suite)
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1. INTRODUCTION

Bien que ce travail n’entre pas directement dans le concept de la spécificité structurale
des espéces. L’étude par résonance magnétique nucléaire des différents oligosaccharide-
alditols isolés des mucines de Rana temporaria a mis en évidence un nouveau compose,
l'acide 4-désoxy-B-alluronique, alors non encore décrit dans ce type de glycannes. Les
analyses RMN. a deux dimensions ont permis d’établir ’origine de ce composé¢ comme

étant un produit de dégradation de l'acide glucuronique.
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INTRODUCTION

We previously described a series of sulfate and glucuronic acid-containing O-linked

oligosaccharides released by reductive B-elimination from the oviducal mucin of Rana

temporaria [1, 2]. One of these oligosaccharide-alditols exhibited NMR paramaters

characteristic of a new deoxysugar. The present paper describes the results of NMR

investigations which led to the identity of this monosaccharide unit and chemical experiments

succeptible to explain the origin of the compound.

ABSTRACT

Reductive B-elimination of the oviducal mucin from Rana temporaria led to the

following oligosaccharide-alditol : 4-dAlIA(B1-3)Gal(B1-4)[Fuc(al1-2)]Gal(p1-3)GalNAc-ol.

This compound was also obtained in a yield of 70% by treating the compound

(HO)S(0),(3)GlcA(B1-3)Gal(B1-4)[Fuc(al-2)]Gal(f1-3)GalNAc-o0l under the same alkaline

reductive conditions. Undoubtedly, this product results from the formation of a 3, 4-epoxide

and trans-diaxial opening by hydride ions.

RESULTS AND DISCUSSION
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The oligosaccharide-alditol 1 was eluted with 50mM pyridine-acetate buffer from the
anion-exchanger and isolated by HPLC on a primary amine-bondgd column (Fig. 1). MALDI-
TOF analysis in the negative mode showed a pseudo-molecular ion [M-H] at m/z 852.3,

indicating a MW of 853. The COSY spectrum of 1 pointed to the presence of one ¢ anomeric

proton and three 3 anomeric protons. The sugars were identified as aFuc (1 unit), BGal (2
units) and GalNAc-ol respectively, on the basis of the set of vicinal coupling constants
depicted on a two step relayed COSY spectrum (not shown). The fifth sugar unit (numbered
IV) exhibited two octuplets at 6=1.817 and 2.095 (Fig. 2 and Fig. 3A), which were assigned to
the H4 ,, and H-4 ., resonances of the 4-deoxysugar, owing to the connectivities depicted on
the COSY spectrum. Moreover, the absence of coupling with H-6 atoms indicated the
presence of a carboxyl group, in agreement with the molar composition given by the MALDI-
TOF analysis (MW 853 = dHex, Hex, N-acetylhexosaminitol, dHexA : 1:2:1:1). The set of
vicinal coupling constants (Table 1) was significant for the configuration ‘C, 4-dAllo (or 4-

dGulo). Therefore, the sugar unit IV was identified as 4-deoxy-B-alluronic acid.

Origin of the 4-deoxyalluronic acid

The acid hydrolysis or methanolysis of the crude mucin did not yield trace of 4-dAlIA
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or dimer 4-dAlIA(B1-3)Gal. Consequently, the compound should originate from another

oligosaccharide-alditol of the series. The compound 2 (Fig. 5) previously isolated from the

same mucin [2] was submitted to a reductive -elimination (at 45°C instead 37°C) and

analyzed by 'H-NMR spectroscopy. The relative intensity of NMR signals relative to
compound 2 shows 70% of degradation when the same experiment is performed in NaB[*H],.
In addition one H-4 atom is exclusively observed in equatorial position (Fig. 3B), proving
than the “H ax atom and the hydroxyl at position 3 are trans-diaxial. These observation
pointed to a mechanism involving the formation of an epoxide, followed by ring-opening

under the action of sodium borodeuteride :

EXPERIMENTAL

First experiment

A crude extract of mucin surrounding Rana temporaria eggs was subjected to alkaline

reductive degradation in 0.1M NaOH containing 1M NaBH, (200ml) at 37°C during 48h. The

reaction was stopped by DOWEX 50X8 (mesh 25-50; H+ form) and boric acid was
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eliminated as its methyl ester in the presence of methanol. Neutral and acidic fractions were
further fractionated on DOWEX 1X2 (mesh 200-400; HCOO™ form).

Neutral oligosaccharide-alditols were eluted by water. Acidic compounds were eluted
with a gradient of pyridine acetate buffer from 25 to 1000mM [1]. After gel permeation, the
50mM fraction was fractionated by High Perfomance Liquid Chromatography (HPLC) on
primary bound silica (LC-NH,; 4.6 mm X 25 cm, Supelco Inc. Bellefonte U.S.A.) using
acetonitrile/30mM phosphate potassium buffer, pH 5.2, with a flow rate of 1ml min™

Oligosaccharide-alditols were detected by UV absorbance at 206 nm.

Second experiment

Compound 2 (1mg) was subjected at a alkaline reductive borohydride treatment in
0.1IN NaOH containing 1M NaB[’H], (total volume 2ml) at 45°C during 48h. The reaction
was stopped with acetic acid until pH 7. After gel permeation this compound was analyzed by

'H-NMR spectroscopy.

NMR experiments

'H-NMR experiments were performed on a Bruker AM 400-WB spectrometer with

5mm 'H/"*C mixed probe head operating in the pulse fourier transform mode and controlled
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by an aspect 3000 computer. The chemical shifts are expressed in ppm downfield from
internal sodium 4,4-dimethyl-4-silapentane-/-sulfonate but were actually mesured by

reference to internal acetone (8'H = 2.225 ppm; §"°C = 31.55 ppm in D,0 at 27°C). The 2D

homonuclear COSY with simple and double relay transfer, the HMQC and ROESY
experiments were performed using Bruker standard pulse sequences. For ROESY experiment

the mixing time was at 200ms.

Mass Spectrometry

Mass mesurements of matrix O-glycan alditols were performed by Matrix Assisted
Laser Desorption and Time Of Flight Mass Spectroscopy (MALDI-TOF) on a Vision 2000
(Finnigan Mat., Hemel) instrument in reflection mode (nitrogen laser : 337 nm). Samples
were dissolved in water at a concentration 50-100 pmol ul? and 1pl of these solution were
mixed with 1 pl of matrix on to the target then allowed to crystallize at room temperature.
The structures were mass analyzed in the negative mode using 3-aminochinolin matrix (10

mg ml” in water:ethanol 90:10). Ten to fifteen shots were acumulated for each spectrum.
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Table 1 : 'H and ">C NMR data of the 4-deoxy-B-alluronic-containing oligosaccharide-

alditol
H-1/1' H-=2 H-3 H4 H-5 H-6/6' NAc
GalNAc-ol 3.821 4392 4.085 3.534 4.154 3.672 2.045
3.784 3.624
Gal(B1-3) 4595 3.829 3.980 4202 3.76 3.82 -
Gal(p1-4) 4.656 3.745 3.791 4.209 3.68 3.76 -
Fuc(a1-2) 5.287 3.806 3.925 3.832 4.285 1.242 -
4-dANA(B1-3) | 4.926 3.523 4.260 1.817(ax) 4290 - -
2.095(eq)
Coupling constants of 4-dAlIA (Hz)
J12=8 133734 J34eq=2.4 Jiaxseq=-12.5 Jgeqs =34
J340x =2.4 Jaaxs =9.0
C-1 C-2 C-3 Cc4 C-5 C-6 CH3
GalNAc-ol 61.73 52.93 76.41 70.29 70.72 64.12 23.65
Gal(B1-3) 103.7 80.35 74.04 78.37 75.75 62.11 -
Gal(B14) 105.7 7193 83.91 69.46 73.33 62.34 -
Fuc(at1-2) 1024  70.75 70.82 73.26 69.84 16.78 -
4-dAHA(B1-3) 103 72.16 68.96 36.79 72.73 nd. -
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Figure 1: HP.LC. profile of the fraction « 50mM » obtained after anion exchange
chromatography on Dowex 1 X 2. Compound 1 corresponds to peak S0mM-6
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Figure 2 : Expended region of 'H-NMR, from 1.7 to 2.2 ppm, of oligosaccharide-alditols 1
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Figure 3 : Homonuclear COSY spectra of 4-deoxyalluronic acid-containing oligosaccharide-
alditols. (A) : COSY90 of compound 1 released from the mucin. (B) : One step relayed COSY
of compound 1 obtained by treatment of 2 with NaOH 0.1N / NaB[’H]; 1M at 45°C during
48h.
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Fuc(at-2) 1 Fuc(a1-2) 2

Figure 5 : Structure of compounds 1 and 2
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2. CONCLUSION

Le composé est caractéris€ en RM.N. par la présence d’octuplés aux déplacements
chimiques 6 = 1.817 et 2.095 ppm. IIs ont été attribués a des protons H4 axial et équatorial
d’un acide alluronique sur la base des données de la spectrométrie de masse ainsi que par
I'étude des corrélations et des constantes de couplages proton-proton, données par la R MLN..

La similitude de composition avec le composé¢ 600-6 (SO;(3)GlcA(B1-3)[Fuc(al-
2)]Gal(B1-3)GalNAc-ol) a permis de suggérer que ce composé est issu d’une dégradation
interne de l’acide sulfo-glucuronique. Cette proposition a été dans un premier temps
confirmée par la recherche infructueuse de ce composé dans le matériel de départ. L’ origine
de ce composé a ét¢ vérifiée en soumettant le composé 600-6 a des réactions de B-élimination
réductive en présence de borohydrure (NaBH,) et de borodeutérure (NaB’H,) sur le composé
600-6. Les composés obtenus ont €té isolés et analysés en R.M.N.. Dans le premier cas, les
deux protons H4 axial et équatorial ont été retrouves identiques & ceux de la molécule de
référence (50-6), alors qu’en présence de NaB’H,, seul le proton H4 équatorial était recouvré.
Cette derniére situation montre formellement que le deutérium *H est en position axiale et
qu’il entre dans une conformation trans-diaxiale avec le groupement hydroxyle en C3. La
position de cet atome de deutérium résulte donc du déplacement d’un €poxide par le
borohydrure deutéré.

Ce résultat nous améne a sensibiliser les utilisateurs de cette méthode chimique
d’isolement des chaines O-glycanniques sur I’effet de dégradation non souhaité des chaines
contenant de I’acide sulfoglucuronique. L’isolement par cette méthode des glycannes porteurs
du déterminant antigénique HNK-1 risque en effet de réduire considérablement leur

rendement.
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1. INTRODUCTION

Troisieme et dernicre espece étudiée, Rana palustris (Anoures) appartient au méme
genre que Rana temporaria. 1’isolement et la caractérisation des structures glycanniques de
cette espece a €té réalisée dans les mémes conditions que précédemment. Dans ce dernier
article, 20 isomeres oligosaccharidiques neutres et acides ont €té caractérisés et représentent
la spécificité structurale de cette espéce. Cette fois encore, le concept de la spécificité

structurale propre a I’espéce sera vérifié.



Rana palustris 181

PRIMARY STRUCTURE OF 20 OLIGOSACCHARIDE-ALDITOLS ISOLATED FROM RANA

PALUSTRIS EGG JELLY COAT BY REDUCTIVE [B-ELIMINATION.

CHARACTERIZATION OF THE TYPE 3 BACKBONE SEQUENCE : GAL($1,3)GALNACa
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INTRODUCTION

The jelly envelopes deposited around amphibians eggs are secreted products of the
tubular gland cells lining the oviduct. This secretion is mainly composed of mucins type
glycoproteins. This one contains more 50% of carbohydrate which are susceptible to be
involved in the first steps of gamete recognition. Moreover, this material seems play a role in
fertilization process such as block polyspermy in Anouran order [1-3]. Previous studies have
show that the carbohydrate chains of the mucins which constitute the jellies display highly
species-specific structure [4-12]. These findings are in agreement with the hypothesis of the
involvement of carbohydrate chains in egg sperm interaction. Also, the abundance of these
material and the similarities of their carbohydrate chains with those some rare human
carbohydrate determinants (e.g. Le” in Pleurodeles waitl [4], part of HNK-1 epitope in Rana
temporaria [13] and other blood group in several species) prompted us to investigate new
amphibian species. The present paper describes the O-linked carbohydrate chains from Rana

palustris mucin egg jelly coat..

Keys words : Amphibians, Mucins, Oligosaccharide-alditols, "H-NMR

Abbreviation : MALDI-TOF, matrix assisted laser desorption ionization-time of flight, HPLC,
high performance liquid chromatography; Fuc, fucose; Gal, galactose; GIcNAc, N-
acetylglucosamine; GalNAc, N-acetylgalactosamine; GalNAc-ol, N-acetylgalactosaminitol;
NeuAc, N-acetyl neuraminique acid. The monosaccharides are represented by this symbolic
notation : O-° : GalNAc-ol, ® : B-Gal, ¢ : a-GalNAc, @ : B-GalNAc, A : a-NeuAc, © : a-
GlcNAc, and ®: B-GIcNAc. The linkage position is specified by the direction of the
connecting bars as follows : 6
2
3

2
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MATERIALS AND METHODS

FRACTIONATION OF OLIGOSACCHARIDE-ALDITOLS

Eggs from Rana palustris were obtained from natural spawning. The jelly coat mucins
were solubilized with phosphate buffer saline (30mM) containing 0.5% (p/v) of B-
mercaptoethanol during 12 hours. The solution was centrifuged and supernatant has been
lyophilized. The dry material was submitted to alkaline reductive degradation in 100mM
NaOH containing 1 M NaBH, (500mL) at 37°C during 48h.

The reaction was stopped by addition of DOWEX 50X8 (25-50 mesh, H' form) at
4°C, until pH 7. The solution was filtered and then concentrated. Boric acid was distilled as
methyl ester in the presence of methanol, 3 times 100mL. Total material was submitted to a
cationic exchange chromatography on DOWEX 50X2 (200-400 mesh, H' form) to remove
residual peptide ;

Neutral oligosaccharide-alditols were separated from acidic alditols by fractionation
on a column (40cm X 2c¢m) of DOWEX 1X2 (HCCO™ form). Acidic compounds were
desorbed with pyridine-acetate buffer (pH 6.7) gradient, 50mM to 1M.

The neutral compounds were isolated by HPLC on primary amine-bonded silica
(Supelcosyl™, LC-NH2 ; 4 .6mm X 25 c¢m, Supelco Inc., Bellefonte USA) using a solution
consisting of acetonitril-H,O gradient (see Fig. 1) with a flow rate of ImL/min. Acidic
oligosaccharide-alditols were isolated by the same way, using a gradient of acetonitril-30mM
potassium phosphate buffer, pH 5.2.

ANALYTICAL PROCEDURE
Methylation analysis was achieved as described by Ciucanu and Kerek [16] .

Mass spectroscopy : Mass measurements of matrix O-Glycan alditols were performed by

matrix assisted laser desorption and time of flight (MALDI-TOF) mass spectroscopy on a

Vision 2000 (Finnigan Mat., Hemel) instrument equipped with a 337 nm U.V. laser. The mass
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spectra were acquired in reflectron mode under a 6 kV accelerating voltage and positive and
negative detection.

The sample was dissolved in water at a concentration of 100pmol/1uL. A 2uL sample
of the analyze solution was mixed with an equal volume of the matrix solution on to target
and the allowed to crystallize at room temperature. We used 2, 5 dihydrobenzoic acid
(10mg/mL, dissolved in water/ethanol, 4 :1, v/v) for neutral and acidic fractions. External
calibration was performed using angiotensin [ standard purchased from Sigma (mass 1296.7
Da). Between 10 and 20 shots were accumulated for each spectrum.

NMR_analysis: "H-NMR spectroscopy was performed on a Bruker™ ASK 400 WB

spectrometer. Chemical shifts are expressed in ppm downfield from internal sodium 4,4°-
dimethyl-4-silapentane-1-sulfonate, but were actually measured by reference to internal
acetone (5 = 2.225 ppm for 'H and 8 = 31.55 ppm for °C, in D20 at 300°K). The two-
dimensional homonuclear correlation spectroscopy (COSY), with simple and double relay
transfer, the heteronuclear multiple-quantum coherence (HMQC) and Rotating-frame nuclear
Overhauser enhancement spectroscopy (ROESY) experiments were performed using standard
Bruker pulse library. For ROESY experiments, the mixing time was set at 300ms, and 90°

pulse was optimized for each sample.
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RESULTS AND DISCUSSION

A fractionation of neutral oligosaccharide-alditols on Bio-Gel P-4 resulted in three
sub-fractions N-I to N-III. The analysis of N-III indicated the presence of GalNAc-ol and
Gal(B1-3)GalNAc-ol, whereas the fraction N-I contained oligosaccharide-alditols of too hight
molecular weight for easily analyzed by HPLC. This fraction will be furtherly fractionated.

The HPLC profile of fraction N-II which is depicted in Figure 1A shows more than 12
peaks. Fractions 1 to 10 were prepared in pure form and structuraly identified as will be
described below.

By the same way, the acidic éligosacchadde-alditols, respectively desorbed from
anion-exchanger with 80 mM (fraction 80) and 200 mM (fraction 200) of pyridine acetate
buffer, were furtherly fractionated in 9 major fractions, as show in Figure 1B.

NEUTRAL FRACTION

The NMR spectrum of compound N-1 (Fig. 2 and Table 2) shows the presence of
resonances relative to a-GIcNAc and B-Gal, identified on the basis of the set of the ring
proton vicinal coupling constants. The C-6 substitution for the GalNAc-ol unit is attested by
the chemical shift of H 6,6 atom resonances, both observed at 8= 3.663 ppm. The downfield
shift resonance of Gal II H+4 is attributable to the C-4 substitution with the a-GIcNAc unit, as
confirmed by methylation analysis (Table 1). Therefore, the sequence of compound N-1 was

established as follows :

GalNAc-ol
GIcNAc(a1-4)Gal(p1-3) 7 N-1

Compound N-2 (Fig. 2, Table 2) consist of a-GalNAc, B-Gal and GalNAc-ol in the

ratio 1:1:1. The H-2, H-3 and H-4 resonances of the -Gal unit are identical to those
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GalNAc(a14)Gal(p1-3) 7 GalliAc N-2

The compounds N-3 and N-4 (Fig. 3 and Table 2), analyzed by MALDI-TOF, consist
of a trisaccharide-alditol (MW = 588) and a tetrasaccharide-alditol (MW = 734) respectively.
The chemical shifts values of their protons are exactly the same as those described by van
Halbeek et al [16] and Klein et al [18] for the two compounds described below. Moreover,
the analyses of methyl-ether derived confirm the molar ratio of these two componds (Table
1).

The first one (N-3) possess the core class 2 and the second one (N-4) is its extension
with an a-fucosyl residue (3 = 5.223 ppm ; 3y 12 = 3 Hz) attached on the C-2 of Gal II. This
substitution causes a number of shift increments which are observed for several GalNAc-ol
protons (H-3 A = +0.025 ppm, H-5 A8 =-0.020 ppm and NAc A8 = -0.012ppm). The effect
of the presence of Fuc on the chemical shifts of Gal II H-1 (A8 = +0.108 ppm) and GlcNAc IT’
(A3 = +0.013 ppm) are characteristic of this substitution. The two compounds possess the

following sequences :

GICNAC(B1-6).

GICNAC(B1-6) caipiay” e
GalNAc-ol |

Gal(pi-3)” N-3 Fuc(a1-2) N-4
The one step relayed COSY spectrum of compound N-5 (Fig.4 and Table 2) indicates
the presence of three anomeric protons, two of them having an identical chemical shift. From
the set of the vicinal coupling constants of their ring protons, the monosaccharide units are
respectively a-GalNAc (unit IT) and B-Gal (unit IT and IV). The atom resonances of GaINAc-
ol, and particularly those of H-6,6°, clearly prove the absence of C-6 substitution. A

comparison with compound N-1 and N-2 clearly indicates that Gal Il is C-4 substituted with
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a-GalNAc. The substitution of a-GalNAc is characterized by the downfield shifted resonance
of its H-3 (A5 = +0.111 ppm) and H4 (A8 = +0.278 ppm) atom resonances. The methylation
analysis (Table 1) indicated the a-GalNAc unit to be C-3 substituted. The characteristic H-3
and H-4 resonances of this C-3 substituted a-GalNAc will help for the elucidation of the

structure of following compounds of the series (Compounds N-1, N-2 and N-3). From these

results, the structure of compound N-5 was established as follows :

GalNAc-ol
GalNAc(a1-4)Gal(p1-3) 7

Gal(1-3)” N-5

As shown by the numbering of the monosaccharide units, reported in Table 1,
compound N-8 (Fig. 5 and Table 2) is composed of two a-GalNAc (111, V), three B-Gal (I,
IV, VI) and one GalNAc-ol. The H-2, H-3 and H4 atom resonances of Gal VI are
characteristics of a non-reducing terminal unit, whereas the H-4 signals of Gal II and Gal IV
possess identical chemical shifts to that of the C-4 substituted Gal II unit present in
compounds N-1, N-2, N-3, and N-8. The set of H-2, H-3 and H-4 resonances of two a-
GalNAc III and V units matches those of C-4 substituted a-GalNAc residue present in
compound N-3. Moreover, the nOe contacts respectively observed between Gal IV.H-
1/GalNAc V, H-3 ; GalNAc V, H-1/Gal IV, H-4 ; Gal IV, H-1/GalNAc III, H-4 ; GalNAc III,
H-1/Gal II, H-2 and Gal I H-1/GalNAc-ol, H-3 clearly demonstrate the sequence of

compound N-8 ; which was established as follows :

GalNAc-ol
GalNAc(a1-4)Gal(B1-3) 7
GalNAc(a1-4)Gal(B1-3)
Gal(p1-3)” N-8

The low amount of compound N-10 (0.2mg) did not allow to record a NMR spectrum

of good quality (Fig. 4). Nevertheless, the observation of three Gal H-4 resonances (11, IV, VI)
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at & = 4.006 ppm and one (VIII) at 3.915 ppm indicates the presence of three C-4 substituted
B-Gal and one non-reducing terminal Gal. Although the broad resonances of the anomeric
protons of the three a-GalNAc units does not allow to accurately assign each of them, the
presence of three H-2 signals is clearly observed, owing to their connectivities with their
respective H-3 resonances. From these assigments, compound N-10 can be considered as the
elongation of compound N-8 with an additional Gal(f1-3)GalNAc unit, and therefore, its

sequence was established as :

GalNAc-ol
GalNAc(o.1-4)Gal(81-3) 7
GalNAc(a1-4)Gal(p1-3)
GalNAc(a1-4)Gal(p1-3) 7
Gal(p1-3)” N-10

Compound N-7 (Fig. 6 and Tables 1,2) consists of a-Fuc, B-Gal, a-GalNAc and
GalNAc-ol in the molar proportion 1 :2 :1 :1. The inter-glycosidic linkages were confirmed by
methylation analysis and heteronuclear 'H/®C NMR spectroscopy. From these data,
compound N-7 possesses a linear sequence in which the Gal IV unit is C-2 substituted with a-
Fuc residue (8C-2 Gal IV = 77.62 ppm). The presence of a-Fuc results in an upfield shift of
the a-GalNAc H-2, which resonates as GalNAc H-3, and causes a strong coupling which
disturbs the shape of the signals (Fig. 6). Compound N-7 can be considered as resulting from
the elongation of compound N-5 with an o-Fuc unit, and, therefore, possesses the following

sequence :

GalNAc-ol
GalNAc(a1-4)Gal(p1-3) ~
Gal(p1-3)

Fuc(a1 -2)I N-7

ACIDIC FRACTIONS
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From the MALDI-TOF analysis, compound 80-1 (Fig. 7 and Table 3) contains only 1
NeuAc and 1 HexNAc-ol ([M-H] at m/z = 513). The ‘H-NMR spectrum confirms clearly the

following sequence, largely described in literature [16,19] :

NeuAc (02-6) N
GalNAc-ol 80-1

The 'H-NMR (Fig. 7 and Table 3) of compound 80-2, support the monosubstitution at
C-3 of GalNAc-ol by Galp residue (GalNAc-ol 6H-2=4.378, 8H-5 = 4.148), and the presence
of a BGalNAc unit is reflected by its H-1 and NAc reporters at § = 4.732 ppm (’J; , = 8Hz)
and 6 = 2.027 ppm respectively. The NeuAc is characterized by unusual H-3a and H-3e
resonances respectively at & = 1.929 and 2.684 ppm which are characteristic of Cad blood

group determinant, as shown by Herck et al [15]. Consequently the primary structure of

compound 80-2 was established as follows :

GalNAc-ol
GalNAc(p1-4)Gal(p1-3) 7

NeuAc («2-3) 80-2

The 'H-NMR spectrum of compound 80-3 (Table3) indicates the presence of two
anomeric protons, 1 GalNAc-ol (characterized by its H-2, H-3, H-4, H-5 and NAc protons)

and 1 NeuAc (H-3a, H-3e and NAc protons) residues. The values of NeuAc H-3a and H-3e

signals at 3 = 1.694 and 2.728 respectively, are typical of a2-6 linkage on core class 1. The
presence of the B-Gal residue is evident from the doublet of its H-1 at & = 4.584 (*J, , = 8Hz).
The presence of an a-anomeric proton at & = 5.268, a pseudo-quadruplet at & = 4.262 (H-5
Fuc) and a doublet at 8 = 1.237 ppm (H-6) are characteristic of an a-fucosyl residue. From the

downfield shift observations (by comparison with some references [19,20]) of Gal H-1
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(strong Ad = +0.110ppm) and Gal H-4 (low A8 = +0.019ppm) protons confirms that this

residue is C-2 substituted by a-fucosyl. The following sequence proposed for 80-3 is :

NeuAc (¢2-6) |
GalNAc-ol
Gal(p1-3)”

Fuc(al-2) 80-3

The MALDI-TOF analysis of compound 80-4 suggests an apparent state of purity
(pseudo-molecular ion [M-H] at m/z 878.3, Hex, HexNAc, NeuAc, HexNAc-ol, 1:1:1:1).
Nevertheless, the NMR spectrum (Fig. 9) clearly indicates the presence of two compounds in
approximate ratio 2 :1, as confirmed by the relative intensity of anomeric protons IlI,/IIlg and
[Io/Mg. The identification of a-GlcNAc III, is based upon the set of its ring atom vicinal
coupling constants. The H-4 signal of Gal II, is representative of an C-4 substitution and the
intensity of the GalNAc-ol I, H-6 and H-6" (The chemical shifts of which being
characteristic of an C-6 substitution with NeuAc) allows to associate these three units in the

same molecule. Therefore, the sequence of compound 80-4A is established as follows :

NeuAc(a2-6) N
GalNAc-ol
GleNAc(a1-4)Gal(B1-3) 7 80-4A
The second oligosaccharide (80-4B) is characterized by the presence of an a-GalNAc
unit (IIg), as indicated by the coupling constants of the ring protons. The characteristic H-3a
and H-3e resonances of the second NeuAc residue are representative of an a2-3 linkage. The
absence of C-6 substitution of the GaINAc-ol Ig unit is verified by its H-6,6’ resonances, both
observed at § =3.743 ppm. From the characteristic strong downfield shift of Gal Ilz H-3 the

NeuAc unit is attached at C-3 of Gal IIg. Therefore, the sequence of compound 80-4B was

established as follows :
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GalNAc-ol
GalNAc(a1-4)Gal(B1-3)”

NeuAc(a2-3)/ 80-4B

Fraction 80-5 (Table 3 and Fig. 10) contains one major compound (70%) composed
of B-Gal, aGalNAc, a-NeuAc and GalNAc-ol. The NMR parameters relative to f-Gal and a-
GalNAc are superimposable with those of the compound N-2 (Gal(a1-4)Gal(B1-3)GalNAc-
ol) and the H-3a and H-3e signals of the NeuAc unit are specific of the a-2,6 linkage to

GalNAc-ol, that is also confirmed by the chemical shifts of the H-2, H-5 and H-6' signals of

GalNAc-ol. Therefore, the sequence of compound 80-5 is as follow:

NeuAc (a2-8)
GaiNAc-ol

GalNAc(a1-4)Gal(B1-3)~ 80-5

From the MALDI-TOF analysis, ([M-H]J- at m/z 1032) , compound 200-5 is composed
of Hex, HexNAc, HexNAc-ol and sulfate, or phosphate, in the ratio 2:2:1:1. From the
relayed COSY spectrum (Fig. 9), the sugar unit can be easily identified as B-Gal (unit II and
IV), B-GicNAc (unit IT’), a-GalNAc (unit IIT) and GalNAc-ol (unit I). The characteristic
downfield shifts of GlcNAc H-6, H-6°, as well as the absence of 3JHH_’1> coupling constant,
confirm the C-6 51;1fation of GIcNAc. The H-6 and H-6" atom resonances of GalNAc-ol are
representive of a C-6 substitution with B-GlcNAc. From these observations the compound

200-S possess the following primary structure :

HSO,(B)\

GIcNAC(B1-6)._
GalNAc-ol
GalNAc(a1-4)Gal(p1-3) 7
Gal(p1-3)”
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The MALDI-TOF analysis of fraction 80-7 shows the presence of two compounds
which contain respectively 2 Hex, 1 HexNAc, 1 NeuAc and 1 GalNAc-ol (compound 80-7A,
[M-H]}- at m/z 1040) and 2 Hex, 2 HexNAc, 1 NeuAc and 1 GalNAc-ol (compound 80-7B,
[M-H] at m/z 1243). The hexose and N-acetylhexosamine units were respectively identified
as B-Gal (Ua g, IVa, IVE), a-GalNAc (111, ITl) and B-GalNAc (Vg), on the basis of the set of
their ring proton coupling constants (Fig. 12). Although the anomeric protons of GalNAc IIT,
and IlIz possess identical chemical shifts, they can be distinguished owing to their respective
H-3 and H-4 atom resonances. From the intensity of the H-1 signals of Gal IV, and Gal I'Vg,
the ratio of the two compound 80-7A and 80-7B can be established as approximately 2 :1.
The relative intensity of the cross peaks Ill, and Iz allows to assign the resonances
belonging from each compound. Although the H-2, H-3 and H-4 signals relative to Gal Il 5
possess identical chemical shift, the high intensity of the Gal II,,5 anomeric proton clearly
shows that it belongs from the two oligosaccharides.

Moreover, the GalNAc-ol H-6 and H-6’ signals, observed at & = 3.849 and 3.510 ppm
for A, and both at 8 = 3.664 ppm, for B allows to precise the C-6 substitution with NeuAc for
the former, whereas the later is C-3 monosubstituted. The H-2, H-3 and H-4 resonances of Gal
IVA are superimposable with those of the terminal Gal found in compounds N-5 and N-8, and
the resonances belonging from Gal IIA, B are representative a C-4 substitution. In both
co.mpounds aGalNAc is clearly C-3 substituted. Frm these observations, the sequences of 80-

7A and 80-7B were deduced to be following :

NeuAc (a2-6) N
GalNAc-ol
GalNAc(a1-4)Gal(31-3) 7
Gal(p1-3)” 80-7A
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GalNAc-ol
GalNAc(a1-4)GaKp1-3)~
GalNAC(p1-4)Gal(p1-3)”

NeuAc (a2—3)/ 80-7B

Compound 80-6, with [M-H] at m/z 1040 (MW = 1041), can be considered as a
pentasaccharide-alditol composed of sialic acid, 2 Hex, 1 HexNAc and 1 N-
acetylhexosaminitol. From the 1D NMR spectrum, (Fig. 8, 11 and Table 3) and the relayed
COSY spectrum (not shown), these sugar unit were identified as a-NeuAc, B-Gal and a-
GalNAc, on the basis of the set of the ring coupling constants. The set of GalNAc¢ H-2, H-5
and H-6 atom resonances is characteristic of substitution at C-3 by B-Galactosyl residue. A
comparison of the NMR spectra of compounds N-5 and 80-6 clearly shows that 80-6 is an
extension of N-5 with NeuAc unit. Indeed, the chemical shifts of the ring atoms of Gal I and
GalNAc III match those of the same sugar units which compose the neutral oligosaccharide-
alditol N-4. The set of NeuAc H-3 signals is present at 4 = 1.789 (H-3a) and 3 = 2.763 (H-3¢),
which is specific for NeuAc in a2-3 linkage to Gal IV, the H-3 signal of it being itself
downfield shifted at 4.087 ppm. The nOe contacts (1™ —2" 1V—3™ 1T 54" and 173"

depicted in figure 11 are in good agreement with the following sequence :

GalNAc-ol
GalNAc(a1-4)Gal(p1-3) 7
Gal(p1-3y”
NeuAc (02-3)” 80-6
The fraction 80-8 is a mixture of two oligosaccharide-alditols which possess the same
molecular weight ([M-H] at m/z 1186) and the same composition. Indeed, the presence of
two o-NeuAc units, respectively attached to C-6 of GalNAc-ol and at C-3 of Gal IIB can be

easily deduced from the chemical shift of the respective structural-reporter groups : NeuAc H-

3a, H-3e, GalNAc-ol H-5, H-6, H-6" and Gal IIB H-3 (Fig. 13 and Table 3).
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For both 80-8A and 80-8B, the attachment of Fuc at C-2 of Gal IV is evident from the
characteristic set of Gal IV H-2, H-3 and H-4 signals. Moreover, the strong coupling which
affects the H-2 and H-3 resonances of a-GalNAc unit (8H-2 = 4.190, 8H-3 = 4.190) and
which was already observed for compound N-7 can be considered as characteristic for the
sequence Fuc(ol-2)Gal(B1-3)GalNAc(a1-4). Consequently, the two compounds 80-8A and
80-8B can be considered as an extension of N-7 with a NeuAc unit attached at C-6 of
GalNAc-ol (80-8A) or C-3 of Gal II (80-8B). Therefore, the sequences were established as

follows :

NeuAc (a2-6) \
GalNAc-ol
GalNAc(a1-4)Gal(p1-3) 7
Gal(p1-3)”

Fuc(a1-2) | 80-8A

GaiNAc-ol
GalNAc(aMx/sal(m-s) 7

Gal(p1-3)”
| NeuAc (a2-3)
Fuc(a1-2) 80-8B

A survey of the primary structures listed in Fig. 14 clearly shows that most of them are
novel and are consequently species-specific of Rana palustris. Indeed, previous works have
proved that the carbohydrate chains released from the oviducal mucins of amphibians are
highly species-specific, and be considered as phenotypic marker. One of the main
characteristics of the new series of glycans is the presence of a(1-4)GlcNAc¢ and a(l-
4)GalNAc. The terminal a(1-4)GIcNAc is a common feature of mucins extracted from pig
stomach cell linings [22-23] and the glycan released from R palustris exhibit the same
terminal sequence. In opposite, the a(1-4)GalNAc unit which characterizes the neutral
compound N-2 can be itself substituted with $-Gal, as observed in 10 different compounds of
the list. The polymerized sequence Gal(f1-3)GalNAc(ct1-4) can be substituted with terminal

o(1-2)Fuc or a(2-3)NeuAc (80-6, 80-8). Beside this new type of backbone sequence, the



Rana palustris 195

o(1-2)Fuc or a(2-3)NeuAc (80-6, 80-8). Beside this new type of backbone sequence, the
presence of the blood group Cad determinant was observed in compounds 80-2 and 80-7B.
Moreover, the attachment of Cad determinant to an a-1,4-linked GalNAc (compound 80-7B)
has never been reported. A new type of sialylation chain, involving the o-2,3-sialylation of
the peripheral or internal disaccharide GalNAc(a1-4)Gal is also depicted in compound 80-4B
and 80-8B.

Finally, these observations clearly show that the oviducal tissue of Rana palustris
exhibit new biosynthetic pathways which are responsible of its diversity. The role of this is

important in gamete recognition in fertilization process.
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Figure 1: HPLC profiles of oligosaccharide-alditols eluted from anion-exchanger with water
for neutral compounds (A) and with 80 mM pyridine acetate buffer for acidic
oligosaccharide-alditols (B). The primary-bonded silica LC-NH, (25 X 0.5 cm) was eluted
with gradients of acetonitrile/water (A) and acetonitrile/30mM KH,PO,, as depicted on
profiles.
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N-2 (lower).
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Table 1: Molar ratios of oligosaccharide methyl ethers present in the methanolysates of
the permethylated oligosaccharide-alditols. A plus (+) indicates the compound was
present but not quantified.

Methyl ether Amount in oligosaccharide-alditol

‘ 1 2 5 7 8 10
1,4,5,6-Me,-GalN(Me)Ac-ol 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
3,4,6-Mes-GlcN(Me)Ac 0.9 - - - - -
2,3,6-Me;-Gal 09 1.0 1.0 0.9 2.0 2.9
3,4,6-Me;-GalN(Me)Ac - 1.0 - - - -
2.3.4-Mes-Fuc - — - 09 - -
2,4,6-Me;-GalN(Me)Ac - - 0.9 1.0 1.9 3.0
2,3,4,6-Me,-Gal - - 1.0 - 0.9 1.0

3,4,6-Me;-Gal - - - 1.0 - -
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Table 2 : 'H-NMR chemical shifts of the neutral oligosaccharide-alditols N-1 to N-10

|
© )_‘Q—ol <>_-;>—ol Eym ;{}ol ./<>—./<>_0| #)_.Qﬂ
Residue Reporter
group N-1 N-2 N-3 N-4 N-5 N-7
GalNAc-oi 1 H-1,1' 3,823/3,776 3.80 n.d. n.d. 3.82/3.78 3.82/3.78
H-2 4.407 4.408 4.393 4398 4.409 4.409
H-3 4.085 4,082 4.060 4.085 4.078 4.078
H-4 3.537 3.536 3.465 nd. 3.536 3.536
H-5 4.197 4.195 4273 4253 4.208 4.208
H-6,6' 3.663 3.660 n.d. nd. 3.66 3.66
NAc 2.057 2.057 2.066 2.054 2.059 2.059
Galll H-1 4525 4523 4.464 4572 4.531 4512
H-2 3817 3.621 n.d. n.d. 3638 3.637
H-3 3.751 3.750 nd. n.d. 3.762 3.749
H-4 3.972 3.979 3.904 3.920 4.001 3.981
GicNAc Hinr H-1 4.867 - 4.538 4,551 - -
H-2 3.891 - n.d. n.d. - -
H-3 3.805 - nd. nd. - -
H-4 3.542 - n.d. n.d. - -
H-5 n.d. - n.d. nd. - -
H6,6' n.d. - nd. nd. - -
NAc 2.089 - 2.066 2.058 - -
GalNAc Il H-1 - 4.890 - - 4.891 4874
H-2 - 4.166 - - 4.345 4.18
H-3 - 3.988 - - 4.099 4.18
H-4 - 4.037 - - 4.315 4.248
H5 - 4.407 - - 4444 4.471
H66' - 3.740 - - 3.72 3N
NAc - 2.089 - - 2.076 2101
Gallv H-1 - - - - 4531 4.708
H-2 - - - - 3.540 3.658
H-3 - - - - 3638 3.848
H-4 - - - - 3.916 3.904
FucF H-1 - - - 5.223 - 5248
H-2 - - - n.d. - 3.76
H-3 - - - nd. - 3.660
H4 - - - n.d. - 3.680
H-5 - - - 4275 - 4220
CH; - - - 1.245 - 1.196
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ol
Residue  Reporter
group N-8 N-10
GalNAc-ol | H-1,1' 3.81/3.76 3.82/3.78
H-2 4.409 4.41
H-3 4.088 4,09
H-4 3.549 3.551
H-5 4198 4.19
H-6,6" 3.66 3.66
NAc 2.058 2.058
Galll H-1 4538 4,537
H-2 3.640 3.650
H-3 3.770 3.768
H-4 4,010 4,006
GalNAc il H-1 4.888 4.91
H-2 4.391 3.99
H-3 4137 4.13
H4 4.300 4.29
H-5 4.463 447
H-6,6' 3.7 3.72
NAc - nd. n.d.
Gal v H-1 4.406 4608
H-2 3.597 3.602
H-3 3.72 3.72
H-4 4.005 4.009
GalNAcV H-1 4.907 4.91
H-2 4376 3.98
H-3 4,078 4,08
H-4 4.300 429
H-5 4463 4.47
H-66' 3.71 3.72
NAc 2.083 n.d.
Gal\vi H-1 449 4556
H-2 3.523 3.586
H-3 3.636 3.72
H-4 3.916 4.006
GalNAc VIl H-1 - 491
H-2 - 423
H-3 - 413
H-4 - 4.29
H-5 - 4.47
H-6,6' - 372
NAc - 2.082
Gal Vill H-1 - 4.486
H-2 - 3.525
H-3 - 3.636
H-4 - 3915
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Table 3 : "H-NMR chemical shifts of the acidic oligosaccharide-alditols 80-1 to 80-8 and

200-5
]
| ol ‘)_éyol ?.ﬁ <>—§>’0' |
%—ol W
Residue Reporter
group 80-1 80-2 80-3 80-4A 80-4B 80-5
GalNAc-oll H-1,1 n.d. n.d. n.d. 3.77 3.77 n.d.
H-2 4.246 4378 4.380 4392 4392 4.395
H-3 nd. 4.060 4.083 4.070 4,096 4.076
H-4 3.407 n.d. 3.544 3.562 3.685 nd.
H-5 4,024 4.148 4227 4244 4.115 4.240
H6,6 3.533(H-6) nd. 3.487(H-6")  3.506(H-6) 3.743 3.502(H-6")
NAc 2.054 2.046 2.040 2.054 2.054 2.055
Galll H-1 - 4564 4584 4521 4.559 4520
H-2 - n.d. n.d. 3613 3542 n.d.
H-3 - 4168 n.d. 3.744 4.070 nd.
H4 - 4.091 3.913 3.96 3.925 3.975
GlcNAC I H-1 - - - 4.868 - -
H2 - - - 3.89 - -
H-3 - - - 3.824 - -
H-4 - - - 3533 - -
H-5 - - - 4.183 - -
H66' - - - 3.802 - -
NAc - - - 2.126 - -
GalNAc il H-1 - 4732 - - 5.070 4.900
H-2 - nd. - - 4362 4168
H-3 - nd. - - 4,083 4032
H4 - nd. - - 4278 4.051
H5 - nd. - - n.d. 4.395
H-6,6' - n.d. - - nd. nd.
NAc - 2.027 - - 2.054 2123
Gallv H-1 - - - - - -
H-2 - - - - - -
H-3 - - - - - -
H4 - - - - - -
GalNAcV H-1 - - - - - -
H-2 - - - - - -
H-3 - - - - - -
H4 - - - - - -
H-5 - - - - - -
H-6,6' - - - - - -
NAc - - - - - -
FucF H-1 - - 5268 - - -
H-2 - - n.d. - - -
H-3 - - n.d. - - -
H-4 - ~ n.d. - - -
H5 - - 4.262 - - -
CH; - - 1237 - - -
NeuAc® N H-3ax - 1.929 - - 1.784 -
H-3eq - 2.684 - - 2.760 -
NAc - 2.033 - - 2.029 -
NeuAc® N H-3ax 1.705 - 1.694 1684 - 1.684
H-3eq 2.725 - 2.728 2.734 - 2728
NAc 2.032 - 2033 2034 - 2.034
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ol
Residue Reporter
group 80-6 80-7A 80-7B
GalNAc-ol | H-1,1" 3.78 3.78 3.78
H-2 4411 4.389 4.389
H-3 4.085 4.078 4078
H-4 3.581 3.564 3.564
H-5 4.203 4.246 4.203
H-6,6' 3.671(H6) 3.849/3.510 3,664
NAc 2.067 n.d. n.d.
Galli H-1 4522 4525 4525
H-2 3.656 3.64 3638
H-3 3.758 3.754 3.754
H-4 3.994 3.996 3.996
GalNAc i H-1 4.905 4.890 43890
H-2 4.328 4.349 4.349
H-3 4.123 4.115 4083
H-4 4325 4.323 4273
H-5 44 4.453 4453
H-66' 3.72 3.72 372
NAc 2.076 n.d. n.d.
Gallv H-1 4.603 4573 4611
H-2 3.564 3.53 3.336
H-3 4.087 3.675 4122
H-4 3.935 3.928 4.103
GalNAc V H-1 - - 4731
H-2 - - 3.923
H-3 - - n.d.
H4 - - 3.922
H-5 - - n.d.
H-66' - - n.d.
NAc - - n.d.
NeuAc® N H-3ax 1.789 - 1.917
H-3eq 2.763 - 2669
NAc 2.032 - nd.
NeuAc® N H-3ax - 1.679 -
H-3eq - 2.729 -
NAc - n.d. -
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Residue Reporter
group 80-8A 80-8B 200-5
GaiNAc-ol1 H-1,1' 3.78 3.78 3.779
H-2 4.399 4.399 4.379
H-3 4.068 4.068 4.063
H-4 3.55 3.55 3.474
H-5 4.279 4227 4.325
H-6,6' 3.865/3.513 3.674 3.945/3.682
NAc n.d. n.d. 2.066
Galll H-1 4.504 4,545 4.598
H-2 3.636 3.567 3.587
H-3 3.742 4114 3.745
H-4 3.971 3.957 4.000
GlcNAcII' H-1 - - 4.591
H-2 - - 3.777
H-3 - - 3.702
H-4 - - n.d.
H-5 - - n.d.
H-6,6' - - n.d.
NAc - - 2.066
GalNAc it H-1 4.862 4.862 4.894
H-2 4.190 4.190 4,196
H-3 4.190 4.190 3.974
H-4 4.236 4236 4.049
H-5 4.484 4184 n.d.
H-6,6' 3.683 3.683 4.441/4.353
NAc n.d. 2.131 2.066
Gal v H-1 4.771 4.771 4.465
H-2 3.640 3.64 3.567
H-3 3.881 3.881 3.662
H-4 3.912 3.912 3.900
GalNAc V H-1 - - -
H-2 - - -
H-3 - - -
H-4 - - -
H-5 - - -
H-6,6' - - -
NAc - - -
FucF H-1 5.234 5.234 -
H-2 3.770 3.770 -
H-3 3.700 3.700 -
H4 3.718 3.718 -
H-5 4218 4218 -
CHs 1.193 1.193 -
NeuAc®N  H-3ax - 1.796 -
H-3eq - 3.767 -
NAc - n.d. -
NeuAc® N H-3ax 1.686 - -
H-3eq 2.739 - -
NAc 2.036 - -
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2. CONCLUSION

L’étude de la structure primaire de 20 oligosaccharide-alditols islées des mucines
oviducales de Rana palustris, a permis d'identifier les caractéristiques inhérentes a cette
espece. Une composition en monosaccharide a montré qu’il n’existe pas de Kdn chez cette
espéce contrairement aux précédentes.

Les charges acides sont portées essenticllement par de I’acide N-acétyl-neuraminique
et de rares groupements sulfates. Une des caractéristiques essentielles de ces chaines est la
présence de nombreuses osamines et en particulier de la N-acétyl-galactosamine ; celles-ci
peuvent représenter jusqu'a 50% des monosaccharides totaux d’un glycanne.

Bien qu’aucune liaison O-glycosidique nouvelle n’ait été trouvée contrairement aux
deux autres especes, Rana palustris est caractérisée par la répétition de la séquence [Gal(B1-
3)GalNAcal,. Ce disaccharide représente les chaines de type 3 essentiellement présentes sur
certains glycannes de quelques glycoprotéines (Takasaki et al 1978). Cette particularité
structurale peut étre soulignée du fait de sa rareté. De plus, ces structures représentent le
déterminant glucidique reconnu par la lectine PNA* . Enfin cette espece posséde, en plus, des
chaines glycanniques qui exhibent le déterminant antigénique rare de groupe sanguin Cad :
GalNAc(B14)[NeuAc(a2-3)GIcNAcP préalablement décrit par Blanchard et a/ (1983). Son
isomeére GalNAc(al-4)[NeuAc(a2-3)GIcNAcP constitue, par contre, une nouvelle séquence
périphérique

Enfin, bien que Rana palustris soit phénotypiquement proche de Rana temporaria,
selon la classification en cours, ces deux especes possédent des chaines glycanniques
fondamentalement différentes qui permettent d’affirmer que ces deux especes expriment des
systemes glycosyltransférasiques completement différents.

En comparant les structures primaires de ces chaines glycanniques avec celles
préalablement décrites dans notre groupe, nous nous apercevons que cette espece est I'une
des rares avec Bufo bufo et Xenopus laevis a posséder de l’acide sialique comme
monosaccharide acide. Cette phénotypie rapproche-t’elle ces trois especes qui sont pourtant
morphologiquement différentes ? Seule une étude génétique pourra y répondre.

Quoi qu’il en soit Rana palustris est caractérisée par les éléments structuraux

suivants :

# Pea Nuts Agglutinin



Y
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La présence de nombreuses osamines principalement de la N-acétyl-galactosamine,
essentiellement engagées dans un déterminant structural généralement reconnu par la
lectine PNA”.

L'expression du déterminant antigénique de groupe sanguin Cad.

Par l'absence de Kdn.

Et enfin par une polymérisation de la séquence Gal(B1-3)GalNAca, encore connue

comme étant le déterminant antigénique T.
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Les structures oligosaccharidiques libérées a partir des différentes mucines oviducales

que nous avons étudiées durant notre thése sont résumées en annexe.
Plusieurs conclusions peuvent étre déduites de ’examen attentif de ces glycannes :
v" D’un point de vue phylogénétique tout d’abord :

Une constatation évidente peut &tre dégagée de notre étude. Les glycannes de ces
mucines oviducales sont spécifiques de I’espéce considérée et constituent d’excellents
marqueurs phénotypiques. A partir de cetie observation, I’étude des glycannes peut constituer
un procédé de classification taxinomique des especes. A cet égard un procédé simple tel que
I’analyse comparative des profils chromatographiques du mélange total d’oligosaccharide-
alditols libérés des mucines, peut constituer un moyen simple pour apprécier le degré de

polymorphisme d’une espéce considérée.

Cette constatation trouve un éclairage particulier pour I’espece Xenopus ou nos études
permettraient d’identifier et de mettre en ¢vidence ses nombreuses sous-especes non

répertoriées dans I’arbre phylogénique.

Cette spécificité d’espece, au travers des chaines glycanniques, a par ailleurs été
décrite chez d’autres espéces animales et notamment chez les ¢échinodermes par I’équipe du

Professeur Munrio.
v D’un point de vue évolution :

Les structures glycanniques constituent des marqueurs phénotypiques qui témoignent
de P’évolution du génome responsable, entre autres, de I’expression des glycosyltransférases
particuliéres et nécessaires a la biosynthése de ces molécules. Deux monosaccharides

retiendront plus particuliérement notre attention :

Le Kdn tout d’abord : Cet acide sialique particulier a été initialement découvert dans
les ceufs de poissons. Ce monosaccharide acide semble largement répandu chez les
Amphibiens. Il est toutefois a noter une exclusion mutuelle de I’acide N-Acétylneuraminique
(NeuSAc) et du Kdn au sein d’une méme espéce Ces monosaccharides constituent
généralement des signaux de fin de synthése et se situent pour cette raison aux extrémites
terminales non-réductrices des chaines glycanniques. Cette loi ne semble pas vérifiée chez les
Amphibiens puisque chez Ambystoma tigrinum, ce monosaccharide apparait a I’intérieur de la

chaine, substitué en ’occurrence par du fucose.
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Le fucose ensuite : La présence de fucose sur les glycannes revét un intérét particulier
en ce sens que ce monosaccharide fait partie intégrante d’épitopes antigéniques tels que ceux
de groupes sanguins (A, B, H et Lewis). Un grand nombre de fucosyltransférases, connues
pour leur étroite spécificité, codées par des genes différents ont été décrites chez les

mammife€res et chez I’homme en particulier (Costache er al 1997).

L’examen des structures glycanniques décrites dans ce mémoire laisse présager
Pexistence de nouvelles activités glycosyltransférasiques telles que la GDP-Fuc : al,5Kdn
FucT chez I’ Ambystoma tigrinum ou la GDP-Fuc : a1,2GlIcA FucT chez Rana temporaria. En
raison de I’extréme diversité des liaisons et de I’agencement particulier des résidus de fucose
dans les oligosaccharides décrits, nous mettons en hypothése que la biodiversité serait le
résultat de mutations successives de génes ancestraux comme ceux des fucosyltransférases,
aboutissant a I’expression de glycosyltransférases de spécificités étroites et propre a une

espece.
v D’un point de vue role biologique :

La spécificité structurale liée a I’espece est en faveur des différents roles biologiques
généralement avancés pour les glycannes des gangues ovulaires a savoir : roles dans les
phénomenes de capacitation et reconnaissance spécifique des gametes. Les séquences
glycanniques spécifiques & l’espéce représenteraient en particulier une barriére a

I’interfécondation.

Les travaux réalisés sur les mucines d’ Amphibiens avaient a 1’origine €taient initiés au
vu de I’observation que certains glycannes porteurs d’épitopes onco-foetaux, spécifiques de
certains cancers humains pouvaient étre retrouvés dans des mucines d’animaux inférieurs.
Cette observation avait notamment été vérifiée pour les mucines d’oiseaux qui possédaient
I’épitope GalNAc(a1,3)GalNAc spécifique du cancer du cdlon chez I’homme, et le
Pleurodeles qui exprime, au travers de ces mucines oviducales, I’antigéne LeY : Fuc(al-
2)Gal(B1-4)[Fuca1-3)]GlcNAc rencontré dans de nombreux cancers de [’épithélium humain.
L’hypothése qui animait nos recherches était fondée sur le concept présentant 1’ontogenese
comme étant la récapitulation de la phylogenése impliquant certains marqueurs de
développement chez I’homme sont également des marqueurs naturellement retrouvés chez les
espéces animales inférieures. Cette hypotheése se vérifie pour les mucines étudiées. En

particulier ’antigéne HNK-1 connu comme ¢tant un marqueur des tissus cérébraux chez
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I’homme et également retrouve associé a certains cancers, fait partie intégrante des glycannes

de Rana temporaria.
v Enfin d’un point de vue structural :

Tous les oligosaccharides décrits sont potentiellement utilisables et notamment pour
I’obtention d’anticorps mais encore pour leur utilisation comme compétiteurs ou substrats de

réactions enzymatiques.

L’abondance du matériel glycannique obtenu a partir d’un seul animal montre une
intense activité glycosyltransférasique dans les tissus de 'oviducte. Ces tissus constituent par
conséquent une source non négligeable d’activités enzymatiques, souvent nouvelles, mais

parfois identiques a celles des tissus humains

Enfin, la grande diversité structurale des oligosaccharides décrits, nous permet
d’enrichir considérablement les banques de données de déplacements chimiques des

oligosaccharide-alditols et notammant ceux des oligosaccharides fucosylés et sulfatés.
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Kdn(a2-6)
R GalNAc-ol
, GaI(Bl-4)G1cNAc(Bl-3)/:
t
1

GalNAc(01-3) Fue(al-3) !

e - e e e e = e e o

Kdn(c2-6)
GalNAc-ol
G?l(ﬁ1-4)G1cNAc(B1-3)/

Fue(al-2)
Fuc(a1-3)

Kdn(cx2-6)\
2t t GalNAc-ol
. Gal(B1-4) Gl/cNAc(Bl-B

]
: GalNAc(a1-3)” | Fue(al-3) \
! Fuc(a1-2) !

Pleurodeles waltl

Pleurodeles waltl (Urodele) a été la premiére espece étudiée. Ses spécificités
structurales (encadrées) se sont révélées particulicrement intéressantes puisqu'elles

représentent des déterminants antigéniques humains rares. (Strecker ef al 1992)
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GalNAc-ol
GIcNAc(p1-3)

GalNAc-ol
Gal(p1-4) GlcNAc(p1-3)
Fuc(a1-2)
GalNAc-ol
Gal(a1-4) Gal(p1-4) GlcNAc(p1-3)
Fuc{a1-2)
o Fuc(a1-4) Kdn(a2-6)
Fuca1-3)7 . 1 GalNAc-ol
Gal(p1-4) GlcNAc(B1-3) 4
Fuc(a1-2)
Fuc(a1-4) Kdn(a2-6)
GalNAc-ol
Gal(a1-4)Gal(p1-4) GicNAc(p1-3) 4
Fuc(a1-2)

Fuc(a1-4) Kdn{a2-6)
Fuc(a1-3) GalNAc-ol

Gal(a1-4)Gal(p1-4) GlcNAc(B1-3).
Fuc(a1-2) :

Axolot! mexicanum

La spécificité structurale de 1' espéce Axolot! mexicanum (Urod€le) est repreésentée par

les éléments de séquences encadrées (Strecker et al 1992)
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Sous-espéces

A

GIcNAC(B1-6),
GalNAc-ol
Gal(B1-3)”

GlcNAc(Bl-G)\
GalNAc-ol
Gal(p1-3)”
Fuc(al-2)

GalNAc-ol
Gal(a1-4)Gal(1-3)”

Fue(al -2)I

----------------------  GalNAc-ol
: Gal(1-3)”

; 9a1NAc(a1-3)/ l !

| GleNAc(al-3) Fuc(al-2)

GalNAc-ol
Gal(31-3)”
Gal(1-3)”

Fuc(a1-2)| Fuc(a1-2)

GlcNAc(Bl-G)\
GalNAc-ol
Gal(B1-3)”
Gal(1-3)”
Fuc{al-2) l Fue(al-2)

GlcNAc(B1-6)
GalNAc-ol
Gal(B1-3)”
Gal(a1-4)Gal(B1-3) 7

Fuc(al-z)l Fuc(al-2)

NeuAc(a2-6) N
GalNAc-ol
Gal(31-3)”
Gal(31-3)” ‘

Fuc(a1-2) l Fuc(al-2)

B

Fue(a1-4)Kdn(a2-6) N
————————————————————— GalNAc-ol
\ Gal(B1-4)GlcNAc(B1-3)1
1GalNAc(B1-3)”

1 Fuc(@1-2) !

Euc(a 1-4)Kdn(c2-6)
Fuc(a1-3) GalNAc-ol

GleNAc(B1-3)”

_________________ .
1 Fue(al-4) Kdn(ch-G):\

' 7/
yFuel:3) ' GalNAc-ol

Gal(B1-4)GleNAc(B1 -3)/
GalNAc(B1-3)”

Fuc(a1-2)

Xenopus laeuvis

La caractérisation des structures primaires des oligosaccharide-alditols de Xenopus

laevis (Anoure) a permis de différentier deux sous-especes qui possedent leurs propres

spécificités structurales. (Strecker er al 1995)
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GalNAc-ol
GalNAc(p1-4) GlcNACc(B1 -3)/

Fuc(al-3)”

- GalNAc-ol
Gal(B1-4)GIcNAC(B1-3)
Fuc(a1-3)

GalNAc(B1-4) GIeNAC(B1-6)\
s
Fuc(a1-3) Gal(p! _3)/GaINAo-oI

Gal(B1-4) GICNAC(B1-6) |

Fuc(a1-3)” GalNAc-ol
Gal(p1-3)~

GalNAc(]}1-4)GlcNAc(B1-6)\

Fuc(a1-3) 7 GalNAc-ol
Gal(p1-3)~
Kdn(c2-3)”

Fuc(a1-4)Kdn(o2-6)

FUC(M-Z} GalNAc-ol

GalNACc(B1-4) GIcNAC(B1-3) 4
Fuc(a1-3)

GalNAC(p1-4) GIcNAC(B1-6),
Fuc(a1-3) 7 /GalNAc—oI
Gal(p1-3)
Fuc(a1-4)Kdn(a2-3)”
Fuc{a1-3)”

Fuc(o1-4)Kdn(:2-6)
Fue(a1-3)7 l
Fuc(a1-2) GalNAc-ol

Gal(31-4) GIcNAC(B1-3)
Fuc(a1-3)”

Fuc(o1-4)Kdn(a2-6)
Fuc(a1-3)” | AN
Fuc{a1-2) GalNAc-ol

GalNAc(p1-4)GlcNAc(B1 -3)/
Fuc(a1-3)”

GalNAC(B1-4) GIcNAC(B1-3),

Fuc(o1-3) GalNAc-ol
P it , Gal(B1-3)/
' Fuc(a1-4)Kdn(a2-3)4
t  Fuc(al-3)7 I t
\ Fuc(al-2) '

Ambystoma maculatum

Principales structures isolées des gangues ovulaires d'Ambystoma maculatum
(Urodele). La présence de polymeéres de fucoses représente la spécificité structurale de cette

espece (Strecker e al 1994, Fontaine et al 1995)
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GIeNAG(B1-61,_
____________________ GalNAc-ol
Gal(p1-3) :
GalNAc(a1-3) .
Gal(a1-3)7 _ Fus(et-2)l '
GalNAc-o!
Gal(p1-3)
Gal(p1-3)
GalNAc(a1-3)” | Fuc(a1-2)

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

GlcNAc(p1-6) GalNAc-o!
Gal(B1-3)
Gal(31-3)
GalNAc(a1-3)” | Fue(a1-2)

Gal(c1-3) Fuc(a1-2)

GlcNACc(B1-6)

GicNAc(B1-6) GaiNAc-o!
Gal(p1-3)
Gal(B1-3)
GalNAc{a1-3) Fuc(a1-2)

Gal(e1-3) Fuc(a1-2)

Gal(p1-4)GIicNAc(B1-6)
GalNAc(a1-3)
Fuc(a1-2)
GalNAc(a1-3)
Fuc(a.1-2)

GailNAc-ol

Gal(a1-3) Gal(B1-3)

Gal(a1-3)

Gal(p1-4) GicNAc(B1-6)
GaiNAc(a1-3)
Fuc(a1-2)
GaiNAc{a1-3)
Fuc(a1-2)

GaiNAc-ol

Gal(p1-3)

Gal(a1-3) Gal(p1-3)

Fuc(ae1-2)
Gal(a1-3)

NeuAc(«2-6)
GalNAc-ol

Gal(p1-3)

GalNAc(w1-3)
Gal(a1—3)/ Fuc(at-2)

Bufo bufo

GalNAc-ol
Gal(B1-3)
GalNAc(a1-3)

GalNAc-ol
Gal(31-3)
GalNAc(a1-3)”
Fuc(a1-2)

Gal(B1-4)GIcNAc(B1-6)\

GalNAc-ol
Gal(p1-3)

Gal(B1-4)GIcNAC(81-6)

GalNAc-ol
Gal(1-3)
GaiNAc(a1-3)
Fuc(at-2)

Gal-ol
Gal(p1-3)
Fuc({at-2)

GalNAc(a1-3)
Fuc(a1-2)

Gal-ol
GalNAc(at -3)/

Gal(a1-3) Fuc(c1-2)

GalNAc-ol
Gal(p1-3)

ﬁaINAc(m 3)

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

GIcNAc(B1-6)\
GaiNAc-ol
Gal(p1-3)
GalNAc{a1-3)

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

NeuAc(a2-6)

GalNAc-o!
Gal{B1-3)

NeuGo(a2-6X

GaiNAc-ol
Gal(p1-3)

Oligosaccharide-alditols isolés des gangues ovulaires de Bufo bufo (Anoure), la

séquence qui caractérise cette espece est encadrée (Morelle et Strecker 1997a)
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NeuAc(a2-8)

GalNAc-ol
Gal(p1-3) /
GalNAc(a1-3)
Fuc(a1-2)

NeuGce{a2-6
)éalNAc-ol
Gal(p1-3)
GalNAc(a1-3)
Fuc{a1-2)

NeuAc(a2-6)

GalNAc-ol
Gal(1-3) /
GalNAc(a1-3)

Gal(a1-3) Fuc(at-2)

NeuGc(aZ-S)\
GaiNAc-ol
Gal(B1-3)

ﬁalNAc(on -3)

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

GalNAc-ol
Gal(p1-3)
Gal(31-3)
GalNAc(a1-3)”” | Fuc1-2)

Fuc(a1-2)

Bufo bufo (suite)

GalNAc-ol
Gal(p1-3)
GalNAc{a1-3)
Fuc(a1-2)

Gal(1-4)GicNAc(p1 -6)\
GalNAc-ol
Gal(B1-3)

GlecNAc(B1-6)
GaiNAc-ol
Gal(1-3)
GalNAc(a1-3)
Fuc(a1-2)

Gal-ol
Gal(p1-3)

GalNAc(a1-3) Fuc(a1-2)

Fuc(a1-2)
GalNAc-o!
Gal(B1-3)
Gal(p1-3)
GalNAc(a1-3) Fuc(a1-2)

Fuc(at-2)

GalNAc-ol
Gal(p1-3)
Gal(p1-3)
GalNAc(a1-3) Fuc{a1-2)

Gal{a1-3) Fuc(a1-2)

GalNAc-ol
Gal(p1-3)
Gal(p1-3)
GalNAc(at -3)/
Gal(ce1-3) Fuc(a1-2)
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GalNAc-ol
Gal(1-3)”
GalNAc-ol GlcNAc(B1-6)
Gal(p1-3)” GalNAc-ol
Fuc(al-2 Gal(p1-3) d
GlcA(R1-3)”
GleNAc(B1-6)
GalNAc-ol
Gal(p1-3) 7 GleNAc(B1-6)
GleNAc(B1-3) GalNAc-ol
_GalNAc-ol Gal(p1-3)~
Gal(p1-3) GleA(R1-3)”
Gal(B1-3)
GlcNAC(B1-6) |
GalNAc-ol
9al(Bl~3)/
Gal(B1-8) Gal(B1-4)GleNAc(B1-6)
GalNAc(a1-3)
_GalNAc-ol Fue(a1-2) /GalNAc'°1
Gal(B1-3) GlcNAc(B1-3)
GalNAc(a1-3) Gal(B1-3)
INAc(a1-
Fuc(al-2) Ga clal-3)
Fuc(a1-2)
Gal(B1-4)GlcNAc(B1-6) N
GalNAc(a1-3) GalNAc-ol
Fuc(a1-2)
HSO{ Gal(B1-3)
6 G1cNAC(B1-6) GalNA Gal(p1-3)
GalNAc-ol alNAc(o1-3)
Gal(1-3)~ Fuc(al-2)
GalNAc(a1-3)
Fuc(al-2)

Rana uftricularia

La détermination structurale de l'espéce Rana wfricularia (Anoure) montre que cette
espece biosynthétise des structures glycanniques représentant des déterminants antigéniques
de groupes sanguins. Ces structures ne reflétent aucune spécificité d'espeéce, toutefois une

étude exhaustive des glycannes est en cours. (Morelle et Strecker 1997b)
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Fuc(al-4) Kdn(a2-6)\
GalNAc-ol
Gal(p1-3)”

Fuc(al-2)

Fuc(a1-4) Kdn(a2-6) N

GalNAc-ol
Gal(a1.3y CoNACO

Fuc(al-5) ~
Fuc(a1-4) Kdn(a2-6)
GalNAc-ol
Gal(a1-3)7
Fuc(al-4) Kdn(o2-6)

GalNAc-ol
Gal(a1-3)” aiiaco

Fuc(o-2)

GalNAc-ol
Fuc(al-5) Gal(p1-3)”

Fuc(o1-4) Kdn(a2-3)”

Gal(B1-4)GicNAc(B1-6) N
Fuc(al-2) GalNAc-ol
Fuc(al-5) ~ Gal(B1-3) 7
Fuc(a1-4) Kdn(a2-3)

Gal(B1-4)GleNAce(B1 -6)\
Fuc(a1-3)7 GalNAc-ol
Fuc(a1-5) ~ Gal(Bl-B)/
Fuc(al-4) Kdn(a2-3)”

Gal(B1-4)GIcNAc(B1-6)
GalNAc(a1-3)” | N
Fuc(al-2) GalNAc-ol
Fuc{a1-5) ~ Gal(p1- 3)/
Fuc(or1-4) Kdn(a2-3)”

Gal(B1-4)GlcNAc(B1-6)
a c N

Fue(o:1-2)
Fuc(a1-3) GalNAc-ol

Fuc(al-5) ~ Gal(1-3)
Fuc(al-4) Kdn(a2-3)

e — - - — g
i

Fuc(al-5) 1
i >~ !
1 Fuc(al-4) Kdn{a2-6) ;\

"""""" GalNAc-ol
Fuc(al-5) ~ Gal(B1-3)”

Fuc(al-4) Kdn(x2-3)

Ambystoma tigrinum

La détermination des structures de lespéce Ambystoma tigrinum (Urodele) est
explicitée dans la partie résultats (Maes er a/ 1995). La spécificité glycannique de cette

espéce est encadrée.
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GalNAc-ol
Gal(p1-3)”

GaiNAc-ol
Gal(e1-3)”7

Kdn(a2-6)
GalNAc-ol
Gal(p1-3)”

Kdn(e2-6) \ el
GalNAc-o
3 /Gal(ﬁl-S)

HSO,

Kdn{:2-6)
GalNAc-ol
Gal(e1-3)”

Kdn(a2-6) «
GalNAc-ol
Gal(a1-3)”
Fuc(x1-2)

/GalNAc-ol
3 /Gal(Bl-3)

HSO;
GalNAc-ol
3 Gal(1-9) Gal(B1-3)”
HSO,
GaiNAc-ol
s Sal(B1-9) Gal(B1-3) 7
HSO, Fuc(al-2)

—————————————— v GalNAc-ol
I 5, Gal(Bly 931(31-3);/
! HS0, Gal(p1-3) i
; Fuc{o1-2) ;

GalNAc-ol
5, Gal(1-4) Gal(1-3) s
HSO; Gal(81-3)

Fuc(o.1-2
Fuc(al-2) o )

HSO,
N
GleNAc(p1-6) N
GalNAc-ol

Gal(g1-3)”

HSO,

o
GleNAc(B1-6)
GaNAc-ol
Gal(1-3)”
Fuc(e 1-2)l
HSO,
A
/GlcNAc(ﬁ 1-6)
Fu(o1-3) GalNAc-ol
Gal@1-3)”
Gal(B1-3)

Fuc(et1-2)

Cette espéce, Rana temporaria (Anoure), se caractérise entre autres par la présence de

HSO,

N
/GlcNAc(Bl-éS) N
Fuc(a1-3) /Ga!NAc-ol
Gal(B1-4)Gal($1-3)
0,73 ¢

Fuc(al-2)
GalNAc-ol
_Gal(p1-3) 4
/Gal(;s 1-3) l
GleAB1-3)"  Fue(al-2)
Fuc(al-2
GalNAc¢-ol
/Ga.l(Bl-4) Gal(31-3)”
GleA(R1-3)
Fuc(al-2) Fue(a1-2)
HSO,
&
GlcNAc(B1-6)
Fuc(al-3) 4 N
GalNAc-ol
Gal(pl-4) Gal(1-3) 7
GlcA(R1-3)
Fuc(a1-2 Fuc(cr1-2)
——————————— ) GalNAc-ol

: _Gal(1-4]Gal(31-3) 7
1 3 GleA(B1-3) 1
' /. t
]

HSO,; i
b e e - — GaiNAc-ol
Gal(p1-4) Gal(1-3)”
3/Gch(Bl-3)
HSO" Fuc(al-2)

GalNAc-ol
Gal(B1-4)Gal(B1-4) GalB1-3) 7
5 GleA(B1-3) |
7 Fuc(al-2)

HSO,
GalNAc-ol
Glal(B1~4)Gal(ﬁ1-4)Gal([31-3)/
Fuc(a1-2)
GICA(B1-3) Fuc(<:a1-2)I
HS0,(3)”
GalNAc-ol
Gal(p1-4) Gal(p1-3)”
Gal1-3)” ‘
GICA®B1-3) Fue(a1-2
HS0,(3)” uelet2)

Rana temporaria

monosaccharides sulfatés et d'acide glucuronique.
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GalNAc-ol
Gal(z1-3)”

F uc(c.1~2)’

GalNAc-ol
Gal(e1-3)7

Fuc(al-2)
GalNAc-ol
Gal(B1-3) s
Gal(B1-3)
GalNAc-ol
Gal(1-3)”
Gal(p1-3)”

Fue(ai-2)

GalNAc-ol
Gal(l-4) Gal(p1-3)”

Fuc(ee1-2)

GalNAc-ol
Gal(B1-4) Gal(1-3)”

Fuc{al-2)} Fuc(cl-2)

GlcNAc(B1-6) N

GalNAc-ol
Gal(p1-3)”

Fuc(al-2)

GlecNAc(B1-6) N
GalNAc-ol
Gal(1-4) Gal(p1-3) 7
Fuc{ot1-2)
GlcNAC(B1-6)
GlcNAc(B1-3) GalNAc-ol
GalB1-3)”

GalNAc-ol
_Fuc(al-4)Gal(31-4) Gal(31-3)”
Fuc{a1-3)

F 12
netal-2) Fuc(al-2)

GalNAc-ol
Gal(B1-4) (/;al(m-s; 4

Gal(p1-3)
Fue(al-2)  Fuc(al-2)

GalNAc-ol
Gal(B1-4) Gal(31-3)”

Gal(p1-3)”

Fue(a1-2)

/GlcNAc(Bl-G) N
GlcNAc(B1-3) GaINAc-ol
Gal(31-3)”

Fuc(a1-2)

Rana temporaria (suite)
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GalNAc-ol
GleNAc(a1-4)Gal(1-3) 7

GalNAc-ol
GalNAc(a 1-4)Gal(31-3) 7

GICNAC(B1-6),
GalNAc-ol
Gal(p1-3)”

GIcNAC(B1-6),
GalNAc-ol
Gal(p1-3)”

Fuc(a1-2)

GalNAc-ol
GalNAc(a1-4)Gal(1-3) 7
Gal(p1-3)”

GalNAc-of
GalNAc(a1-4)Gal(B1-3) ~
Gal(p1-3)”
Fuc(a1-2)

GalNAc-of
, GaNAc(a1-4)Gal(p1-3) 7
/GaINAc(cx1-4)Gal(B1-3)/
]

GalNAc-ol
GalNAc(ol1-4)Gal(p1-3) 7
GalNAc(a1-4)3al(p1-3) 7

GalNAc(a1-4)Gal(B1-3)”

Gal(p1-3)”

NeUuAc (a2-6) N

NeuAc («2-6) N GaiNAc-of
GalNAc-ol GalNAc{a1-4)Gal(1-3)”
Gal(p1-3)”
GaiNAc-ol
GalNAc(B1-4)Gal(p1-3)” GaiNAc-ol
NeuAc (a2-3) T GalNAc(a1-4)Gal(p1-3) 7
1 GalNA(B1-4)Gal(p1-3)”]
'
NeuAc (02-6) ' NeuAc (02-3) |
GalNAcol T~ TTTTTTEToS
Gal(p1-3)” NeuAc (a2-6) \_
[Fuc(a1-2)},, GaiNAc-of
GalNAc(a1-4)Gal(p1-3) 7
Gal(p1-3)”
NeuAc («2-6) N F 12 |
GalNAc-ol ue(a1-2)
GlcNAc(a1-4) Gal(p1-3) 7~ GaiNAc-ol
/GalNAc(a1-4)9al(g1-3)/
GalNAc-of CalB1-3) "\ euac (02-3)
GalNAc(a1-4)Gal(p1-3) 7 Fuc(at-2)
NeuAc («2-3)
HSOL(6),
NeuAc {c2-6) N GICNAC(m_6)\GalNAc-ol
GalNAc-ol GalNAc(a1-4)Gal(p1-3) 7
GalNAc(a1-4)Gal(p1-3)~ Gal(p1-3)”
GalNAc-ol
GalNAc(a1-4)Gal(p1-3)~
Gal(p1-3)”
NeuAc (o2-3 :
BuAe (2:9) Rana palustris

Rana palustris (Anoure) est la troisiéme espéce €tudiée, la détermination structurale

est explicitée dans la partie résultats de ce travail. La spécificité d'espéce est représentée par

les séquences encadrées.





