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Introduction 

1. INTRODUCTION 

Des travaux réalisés depuis 1991 dans le groupe "Diversité des chaînes glycanniques" 

de l'UMR 111 du CNRS ont démontré que les structures glycanniques des mucines des gelées 

oviducales d'amphibiens étaient strictement spécifiques de l'espèce étudiée. D'autres travaux, 

réalisés sur les oeufs de poissons, les oursins, trématodes et quelques mammifères, ont 

également mis en évidence l'existence de structures propres à chacune des espèces étudiées, 

sans que les auteurs n'aient encore affirmé que ces chaînes glycanniques pourraient constituer 

des marqueurs phénotypiques stricts des espèces animales. 

Compte tenu du nombre extrêmement grand de polymères glucidiques qui peuvent être 

construits à partir d'un nombre donné de monomères (1 012 avec 6 monomères, 1017 avec 8 

monomères), l'hypothèse formulée plus haut reste valable malgré les objections qui pourraient 

être formulées d'un point de vue purement numérique. Cette hypothèse est également liée à 

l'existence d'un nombre tout aussi important de nouvelles. activités glycosyltransférasiques 

responsables de la biosynthèse de ces chaînes glycanniques, existence aisément confirmée par 

le simple examen des nouvelles structures élucidées. 

La discussion qui termine notre mémoire fera d'ailleurs état d'une hypothèse selon 

laquelle cette diversité structurale, si elle se confirme, serait le résultat d'une sélection 

naturelle due à des mutations affectant le génome des glycosyltransférases étroitement 

associées aux interactions hôte-parasite(s). Les parasites sont déjà reconnus comme acteurs de 

l'Evolution, et les chaînes glycanniques seraient donc étroitement associées aux mécanismes 

de sélection naturelle qui résultent du parasitisme. 

Les chaînes glycanniques des gelées oviducales jouent également un rôle au cours des 

mécanismes de fécondation, en particulier dans l'induction de la réaction acrosomienne, tandis 

que l'enveloppe vitelline serait plus particulièrement responsable de la reconnaissance 

spécifique des spermatozoïdes. 
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Introduction 

Bien que le modèle amphibien ait été l'un des premiers à être utilisé pour l'étude des 

mécanismes de la fécondation, ceux-ci demeurent encore largement méconnus compte tenu de 

la complexité des différents mécanismes physiologiques de reproduction propres à cette classe 

animale. 

Après avoir rappelé l'essentiel des travaux réalisés sur les mucines d'amphibiens, et précisé les 

mécanismes généraux de biosynthèse des mucines humaines (qui seules ont été étudiées de 

façon exhaustive), nous décrirons la méthodologie et les résultats obtenus quant à l'analyse 

des structures glycanniques propres à l'espèce Rana ridibunda. Cette étude n'a pu être réalisée 

que grâce à l'apport de la résonance magnétique nucléaire qui constitue la principale méthode 

d'analyse de polymères glucidiques aussi complexes et imprévisibles que ceux qui 

caractérisent les mucines d'amphibiens. 
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Généralités : LA FECONDATION CHEZ LES AMPHIBIENS ANOURES 

Il. GÉNÉRALITÉS 

II.A. LA FECONDATION CHEZ LES AMPHIBIENS ANOURES 

Les amphibiens possèdent deux modes de reproduction, selon les espèces. Ils peuvent 

être vivipares mais surtout ovipares; dans ce deuxième cas, les ovocytes sont entourés de 

plusieurs couches, appelées gangues ovulaires, indispensables à la fécondation. 

Dans ce chapitre, nous allons tenter d'étudier le rôle de ces gangues ovulaires dans la 

fécondation des ovocytes. 

II.A.1. SECRETIONS DES GANGUES: 

L'oviducte se compose de trois parties: pars recta, pars convulata et pars uterina 

(figure 1). 

Chez les ovipares, la pars convulata est bien développée et permet la sécrétion des 

gangues ovulaires (Boisseau 1975, Shivers et James 1969, Steinke et Benson 1970). 

Cavité coelomique 

Trompe ciliée ~ 

Oviducte antérieur ~ 

Pars meta 

Oviducte moyen 

Pars convrdata 

Pars uteJ·iJw 

Oviducte postérieur 

Ovisac 
Utérus 

--·~ Cloaque 

Figure 1: le système reproductif d'une femelle Anoure. Les oeufs se déplacent le long de 

l'oviducte 
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Généralités: LA FECONDATION CHEZ LES AMPHIBIENS ANOURES 

Quant aux vivipares, la pars convulata devient courte permettant d'avoir une pars 

uterina très importante; il s'agit ainsi d'un utérus ou ovisac qui porte l'embryon. 

L'ovocyte est recouvert d'une couche appelée enveloppe ovarienne. Celle-ci est reliée à 

l'ovocyte grâce à des fibres denses de l'espace perivitellin. 

L'enveloppe ovarienne va subir des modifications lors du transport de l'ovocyte dans 

l'oviducte. 

Dans un premier temps, dans l'ovocyte nouvellement pondu, l'enveloppe ovarienne se 

transforme en enveloppe coelomique; celle-ci est identique à la première mais présente une 

organisation différente. 

Ensuite, arrivée à la pars recta, l'enveloppe se transforme en enveloppe vitelline; celle

ci possède une composition en glycoprotéine différente et aura pour rôle de présenter aux 

récepteurs de spermatozoïdes leurs ligands. 

Dans la pars convulata, l'ovocyte va être entouré des gangues ovulaires dont le 

nombre est variable selon l'espèce: de 6 chez Rana pipiens (Shivers et James 1969, Steinke et 

Benson 1970) à 2 chezLepidobatrachus laevis (Caroll et al. 1991) (figure 2). 

1 • .. a 
:J .....-Js ol: .. ~ _, .1' • 

.t , .. ,. 
• .,. 

" T 

Figure 2: Représentation schématique des gangues ovulaires chez les Anoures (Rana pipiens). 

J1 à h : "jelly" couches; ev: enveloppe vitelline; ep: espace périvitellin. 

L'intérêt de cette variation du nombre de couches est inexpliquée. 

14 



Généralités: LA FECONDATION CHEZ LES AMPHIBIENS ANOURES 

Après la ponte, les oeufs doivent être fertilisés avant que les gangues ne gonflent en 

s'imbibant d'eau et avant que des composés nécessaires à la fécondation ne diffusent à 

l'extérieur des gangues (Katagiri 1987). 

II.A.2. FECONDATION DES OEUFS 

L'oeuf est donc entouré de l'enveloppe vitelline et des gangues ovulaires. Celles-ci 

sont indispensables pour que l'oeuf soit fécondable; ceci a été bien montré chez plusieurs 

espèces deBufo (Katagiri 1966, Barbieri et al. 1969, Raisman et al. 1970, Cabada et al. 1978). 

En effet, l'enveloppe vitelline subit plusieurs modifications lors du passage de 

l'ovocyte dans la pars recta; ces modifications sont très importantes pour la pénétration du 

spermatozoïde (Grey et al. 1977, Cabada et al. 1978, Miceli et al. 1978, Yoshizaki et Katagiri 

1981, Takamune et al. 1986). 

Ainsi, le spermatozoïde subit d'abord la capacitation (Austin 1952) qui consiste en une 

modification de la bicouche lipidique de sa membrane acrosomienne afin d'induire la réaction 

acrosomienne. En effet, le spermatozoïde traverse les gangues ovulaires et c'est au niveau de 

la gangue interne qu'a lieu la réaction acrosomienne (Raisman et Cabada 1977, Yoshizaki et 

Katagiri 1982). 

La réaction acrosomtenne est généralement induite par l'interaction de lectines 

membranaires du spermatozoïde avec des résidus de N-acétylglucosamine des glycoprotéines 

de la surface de l'enveloppe vitelline. Ces interactions peuvent être dues à une lectine, comme 

chez l'oursin (Vacquier et Moy 1977, Barnum et Brou 1983), mais également à une 

glycosidase, comme chez l'ascidie (Hoshi et al. 1983) ou encore à une galactosyltransférase, 

comme chez la souris (Lopez et al. 1985). 

Le contenu de l'acrosome est alors relargué sur l'enveloppe vitelline; il s'agit de la 

sécrétion des enzymes, appelées protéinases acrosomiennes, qui permettent une hydrolyse 

ménagée de l'enveloppe vitelline et la pénétration du spermatozoïde à travers cette barrière 

physiologique (Iwao et Katagiri 1982). 
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Généralités: LA FECONDATION CHEZ LES AMPHIBIENS ANOURES 

Ces enzymes de type trypsine assurent donc trois fonctions: l'induction de la réaction 

acrosomienne, l'hydrolyse ménagée de l'enveloppe vitelline et l'activation des lysines des 

spermatozoïdes. Ces fonctions sont Ca2
+ dépendantes. 

Après leur pénétration, les spermatozoïdes vont provoquer une dépolarisation de la 

membrane plasmique (Grey et al. 1982, Charbonneau et al. 1983). Cette dépolarisation est due 

à une libération d'ions chlore et potassium (Jaffe et Schilchter 1985, Webb et Nuccitelli 1985). 

Cette réaction de dépolarisation est appelée activation ou potentiel de fécondation. 

Après le déclenchement du potentiel de fécondation, on assiste à une libération des 

granules corticaux (Peres et Bemardini 1985). Ces granules vont interagir avec un ou des 

produits de la gangue interne. 

Le produit de la réaction se dépose à l'extérieur de l'enveloppe vitelline (Grey et al. 

1976). Cette réaction provoque la transformation de l'enveloppe vitelline en enveloppe de 

fécondation; transformation s'accompagnant de la formation d'une couche F (couche de 

fertilisation) et d'une réorganisation structurale des fibres de l'enveloppe en couches 

concentriques. 

Cette mise en place d'une barrière infranchissab~e aux spermatozoïdes (Grey et al. 1976) va 

permettre la monospermie chez les anoures. 

Ce phénomène est commun à plusieurs espèces animales; on le trouve chez les oursms 

(Vacquier et al. 1973) et chez les poissons (Ginsburg 1961). 

La réaction corticale a été bien étudiée notamment chez Xenopus laevis. Le contenu 

des granules corticaux renferme essentiellement une lectine de masse moléculaire de 50 KDa 

qui est capable d'induire artificiellement la fertilisation d'ovocytes dépourvus de leurs 

gangues. Il s'agit d'un composé F qui se polymérise en présence de Ca2
+ pour interagir avec 

des composés dans la gangue interne (Greve et Hedrick 1978). Ce ligand est un 

polysaccharide sulfaté (Birr 1979). 

Il est également possible que les ligands soient présents dans une couche de pré

fécondation sécrétée par la pars recta (Yoshizaki et Katagiri 1984b, Yoshizaki 1984a). 
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En tous cas, cette interaction lectine-ligand, qui peut être inhibée par des galactosides, 

produit une couche de fécondation très dense aux électrons (greve et Hedrick 1978, Wyrick et 

al. 1974) à l'interface enveloppe vitelline-gangue ovulaire (Yoshizaki et Katagiri 1984b, Grey 

et al. 1974, Schmell et al. 1983). 

I/.A.3. LES GANGUES OVULAIRES 

La réaction acrosomienne se déroule au voisinage de la gangue interne ou au contact 

de l'enveloppe vitelline et le spermatozoïde doit donc traverser les gangues ovulaires avant le 

déclenchement de cette réaction acrosomienne et la fécondation de l'ovocyte. 

Il a été montré que les oeufs dépourvus de leurs gangues ne sont pas fécondables 

(Bataillon 1919, Hykes 1927, Good et Daniel 1943, Kambara 1953, McLaughlis et 

Humphries 1978, Katagiri 1966, Cabada et al. 1978). D'autres études ont montré que les 

ovocytes pourvus uniquement de leurs gangues internes sont fertilisables alors que ceux ne 

possédant que leurs gangues externes le sont beaucoup moins (Katagiri 1967). D'où l'intérêt 

d'étudier le rôle de ces gangues. 

ILA.3.1. Structure des gangues 

Les structures et les propriétés des gangues sont étroitement liées à leur composition 

chimique. Ces gangues sont constituées de glycoprotéines de type mucine renfermant 60 à 

70% de sucre. Ce pourcentage varie selon les espèces (Folkes et al. 1950, Bolognani et al. 

1966, Katagiri 1973). 

On a pu déterminer par microscopie le nombre de couches entourant l'oeuf (Dumont et 

Brummett 1985) mais sans pouvoir connaître précisement la composition de chacune d'elle. 

Les études immunochimiques et éléctrophorétiques indiquent que les gangues sont 

constituées d'une dizaine de macromolécules différentes (Yurewicz et al. 1975, Jégo 1978) 

dont la taille varie de 50.000 daltons pour atteindre plusieurs centaines de milliers ou même 

quelques millions de daltons. 

Chez Xenopus laevis, la composition de chaque gangue a été déterminée (Yurewicz et 

al. 1975). Il s'agit de trois gangues constituées de 8 à 9 glycoprotéines; celles-ci ne sont pas 
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uniformement réparties à l'intérieur de chaque couche. La gangue la plus interne possède des 

groupements sulfate. Cela laisse suggérer un intérêt particulier de ces groupements sulfate 

compte tenu que la réaction acrosomienne a lieu au niveau de cette gangue interne. 

ILA.3.2. Rôle des gangues 

a) Blocage de la polyspermie: 

Une fois libéré, l'ovule doit être fécondé, sinon il va perdre sa fécondité au bout d'un 

certain laps de temps qui varie, selon l'espèce, de 15 minutes à une heure, voire plus (Katagiri 

1961, Wolf et Hedrick 1971, Elinson 1971, Tchou-su et Wang 1956). 

En effet, les gangues ovulaires subissent une hydratation qui est accompagnée par des 

changements physico-chimiques qui auront pour conséquence d'empêcher la migration des 

spermatozoïdes à travers les gangues ovulaires, permettant ainsi de diminuer le nombre de 

spermatozoïdes au niveau de l'enveloppe vitelline. Cela permet le blocage de la polyspermie. 

Chez Xenopus laevis, ce blocage de la polyspermie pourrait tout aussi bien être du à 

l'action d'une N-acétyl-f3-D-glucosaminidase sécrétée par les granules corticaux (Greve et al. 

1985), qu'à l'action d'une lectine corticale sécrétée conjointement (Wyrick et al. 1974). 

b) Fertilisation croisée 

Les gangues ovulaires d'une certaine espèce possèdent une architecture structurale 

incompatible avec le spermatozoïde d'une autre espèce. Cela empêche le croisement inter

espèces (Katagiri 1965, Katagiri 1968). 

Cependant, certains travaux ont permis de réaliser des fertilisations croisées (Katagiri 

1967). En effet, des ovocytes d'une certaine espèce, entourés par les gangues ovulaires d'une 

autre espèce, seront fécondables par les spermatozoïdes de cette deuxième espèce. C'est le cas 

des oeufs de Rana pipi ens enrobés de gangues de Rana c/amitans (Elinson 197 4). 

18 



Généralités: LA FECONDATION CHEZ LES AMPHIBIENS ANOURES 

c) Fécondité de l'oeut 

Pour étudier l'importance des gangues dans la fécondité des ovocytes, des ovocytes 

possédant des degrés de maturation différents ont été utilisés. 

Les résultats obtenus montrent que l'ovocyte est d'autant plus fertilisable que la 

distance parcourue le long de l'oviducte est importante. Il est aussi bien fertilisable quand il 

est pourvu uniquement de ses gangues J 1 et J2 alors que pourvu uniquement de ses gangues J3 

et J4, il le sera beaucoup moins. Le taux de fertilisation augmente avec l'épaisseur de la 

gangue J2 (Omata et Katagiri 1993). 

Mais, malgré leur importance, il semble que J 1 et J2 n'induisent pas directement la 

réaction acrosomienne (Yoshizaki et Katagiri 1982); en effet, celle-ci se produit plutôt au 

niveau de l'enveloppe vitelline. Le rôle des gangues serait d'induire la capacitation des 

spermatozoïdes (Elinson 1971, Wolf et Hedrick 1971, Katagiri 1973, Raisman et al. 1980). 

d) Facteurs diffusibles 

Certaines études ont montré la possibilité d'activer artificiellement la fécondation 

grâce à des facteurs diffusibles et dialysables (Elinson 1971, Barbieri et del Pino 1975, 

Ishihara et al. 1984). Il s'agit des cations divalents Ca2
+ et Mg2

+. 

En effet, la fécondation nécessite une diminution totale en cations et un maintien de la 

concentration en cations divalents Ca2
+ et Mg2

+ à 1mM (Ishihara et al. 1984). La fonction des 

gangues seraient donc de fixer les ions Ca2
+ et Mg2

+ permettant ainsi d'assurer un 

environnement ionique adéquat à la fertilisation. 

Ainsi, il a été possible de fertiliser artificiellement des ovocytes en utilisant un milieu 

d'incubation appelé "egg-jelly-water". Il s'agit d'un milieu composé d'extraits bruts de gangue 

pouvant mimer les conditions ioniques trouvées dans les gangues (Shivers et James 1970, 

Cabada et al. 1978, Katagiri 1986 et 1987, Katagiri et al. 1982, Heasman et al. 1991). 

D'autres travaux (Fonovich et al. 1993) ont permis la fécondation des oeufs de Bufo 

arenarum dépourvus de leurs gangues; ceci a été possible grâce à un tampon Ringer-
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phosphate. Celui-ci possède un pH de 7,4 et provoque la variation de pH nécessaire pour 

déclencher la réaction acrosomienne. 

Ces travaux montrent que les gangues jouent un rôle dans le maintien d'un pH et donc 

d'une force ionique nécessaire pour la fécondation. 

e) Protection 

De par leur consistance coriace, élastique ou gluante, les gangues protègent les oeufs 

contre certains prédateurs ou parasites (Salthe et Mecham 1974) . 

. 0 Adhésion 

Les gangues jouent un rôle dans l'adhésion des oeufs les uns aux autres et au 

substratum. 

g) Fixation des spermatozoïdes 

Les glycannes des glycoprotéines situés au mveau de l'enveloppe vitelline sont 

impliqués dans la fixation des spermatozoïdes. 

Chez Bufo arenarum, ces sont les résidus mannose qui sont impliqués dans la 

reconnaisance des spermatozoïdes (Valz-Gianinet et al. 1991). Quant à Bujo japonicus, ces 

sont les résidus GalNAc et acide sialique qui participent à cette fixation (Omata et Katagiri 

1996). 

ILA.3.3. Conclusion 

Le rôle des gangues ovulaires dans la fertilisation des oeufs est très important. Elles 

permettent la protection de l'oeuf, la fixation des spermatozoïdes, l'induction de la réaction 

acrosomienne, en maintenant un pH adéquat, et le blocage de la polyspermie. 
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II.B. ETUDE STRUCTURALE DES MUCINES DE DIFFERENTES 

ESPECES D'AMPHIBIENS 

L'étude des structures des glycannes des mucines de différentes espèces d'amphibiens 

nous donne un nombre stupéfiant de structures différentes et nouvelles. La spécificité 

structurale de chaînes glycanniques propre à chaque espèce implique l'existence de nouvelles 

activités glycosyltransférasiques. 

Dans ce chapitre, nous allons tenter de récapituler les différentes structures 

glycanniques déterminées au sein de notre laboratoire au cours de ces dernières années et 

également de définir les nouvelles activités glycosyltransférasiques impliquées dans leur 

biosynthèse. 

Il. B. 1. Xenopus laevis 

La figure 3 (Plancke et al. 1995; Strecker et al. 1995} décrit les structures glycanniques 

caractéristiques de l'espèce Xenopus laevis. Les noyaux de type 1 (Gal(f31-3}GalNAc) et 2 

(Gal(f31-3}[GlcNAc(f31-6}]GalNAc) sont ainsi observés, mais il est intéressant de constater 

l'existence du chaînon Gal(f31-3}Gal(f31-3}GalNAc que nous retrouverons souvent au cours de 

cette étude. Ce dimère de galactose est lui-même di-substitué par des unités d'a-fucose, vorre 

substitué par de l'a-galactose. 

D'autre part, nous observons également la présence de l'épitope de groupe sanguin A 

(GalNAc(a1-3}[Fuc(a1-2}]Gal) substitué par une unité d'a-N-acétylglucosamine. 

Ces observations conduisent naturellement à conclure en l'existence d'au moins deux 

systèmes glycosyltransférasiques nouveaux, responsables de la substitution de l'épitope de 

groupe sanguin A par un résidu surnuméraire d'a-N-acétylglucosamine et de l'addition d'a

galactose à l'épitope H. 
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GlcNAc(J31-6)" 
GalNAc-ol 

Gal(IH-3)/ 

GlcNAc(J31-6)'
GalNAc-ol 

Gal(f31-3) / 
1 

Fuc(a.l-2) 

GalNAc-ol 
Gal(a.l-4) Gal(IH-3) / 

Fuc(al-2) 1 

GalNAc-ol 
Gal(f31-3)/ 

9alNAc(a.l-3)/ 1 

GlcNAc(a.l-3) Fuc(a.l-2) 

GalNAc-ol 
Gal(J31-3) / 

Gal(~l-3)/ 1 
Fuc(al-2)1 Fuc(a.l-2) 

GlcNAc(f31-6), 
GalNAc-ol 

Gal(IH-3)/ 
Gal$1-3)/ 1 

Fuc(al-2) 1 Fuc(a.l-2) 

GlcNAc(J31-6)'
GalNAc-ol 

Gal(j31-3) / 
Gal(a.l-4)Gal(j31-3) / 1 

Fuc(a.l-2) 1 Fuc(a.l-2) 

NeuAc(a.2-6) , 
GalNAc-ol 

Gal(Pl-3)/ 
Gal(j31-3)/ 1 

Fuc(a.l-2) 1 Fuc(a.l-2) 

Figure 3: Structures d'oligosaccharides alditols obtenus après f3-élimination de mucmes 

oviducales de Xenopus laevis (Plancke et al. 1995; Strecker et al. 1995). 

11.8.2. Pleurodeles waltl 

Les structures glycanniques rencontrées chez Pleurodeles waltl sont essentiellement 

des noyaux 1 et 3 (figure 4). Il est également remarquable de constater que ces structures sont 

riches en Kdn. 

Les noyaux 3 sont substitués par des déterminants antigéniques Lewis X, A Lewis X, 

Lewis Y et A Lewis Y (Strecker et al. 1992a et b ). 
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La structure majeure GalNAc(al-3)Gal(J31-4)[Fuc(al-3)]GlcNAc(J31-3) suggère que 

le résidu GalNAc peut être directement fixé sur le déterminant Lewis X, réaction évidemment 

impossible chez l'Homme, chez qui la fixation de GalNAc ne peut s'effectuer que sur la 

séquence Fuc(al-2)Gal. 

Kdn(a2-6)'\. 
J}alNAc-ol 

GlcNAc(fU-3Y 

Kdn(a2-6) '\. 
/GalNAc-ol 

Gal(fU-3) 
1 

Fuc(al-2) 

Kdn(a2-6\ 
GalNAc-ol 

Gal(~l-3) / 

GalNAc(al-3)/ 1 

Fuc(al-2) 

Kdn(a2-6)'\. 
J}alNAc-ol 

Gal{Pl-4)GlcNAc(~l-3Y 
/ Fuc(al-3) 

Kdn(a2-6)'\. 
GalNAc-ol 

Gal(p l-4)GlcNAc(j31-3( 

GalNAc(al-3)'~uc(al-3) / 

Kdn(a2-6)'\. 
GalNAc-ol 

Gal(~l-4)GlcNAc(j31-3( 
Fuc(al-2~ / 

Fuc(al-3) 

Kdn(a2-6)'\. 
GalNAc-ol 

Gal(j31-4) GlcNAc(j31-3( /1 / GalNAc(al-3) Fuc(al-3) 
Fuc(al-2) 

Figure 4: Structures d'oligosaccharides alditols obtenus après J3-élimination de mucmes 

oviducales de Pleurodeles waltl (Strecker et al. 1992a et b ). 

23 



Généralités : ETUDE STRUCTURALE DES MUCINES DE DIFFERENTES ESPECES D'AMPHIBIENS 

11.8.3. 8ufo japonicus 

Chez Bufo japonicus (figure 5), des structures simples avec des noyaux 1 et 2 ont été 

caractérisés (Shimoda et al. 1994). Certaines contiennent l'acide neuraminique et ces 

structures sont en tous points identiques à celles décrites chez l'Homme. Toutefois, il est 

possible que cette étude préliminaire n'ait pas pris en compte d'autres structures plus 

complexes également présentes chez cette mucine. 

NeuAc(a2-6) '-... 

GalNAc-ol 
Gal(J31-3) / 

NeuAc(a2-6)-....... 
GalNAc-ol 

Gal(l:ll-3) / 

Fuc(a.l-2)1 

GlcNAc(jjl-6)-....... 

/GalNAc-ol 
Gal(J31-3) 

Fuc(al-2)1 

GalNAc-ol 
Gal(l:ll-3) / 

Fuc{al-2)1 

Figure 5: Structures d'oligosaccharides alditols obtenus après f3-élimination de mucines 

oviducales de Bufo japonicus (Shimoda et al. 1994). 

11.8.4. 8ufo arenarum 

Comme Bufo japonicus, Bufo arenarum présente des structures glycanniques ayant 

des noyaux de type 1 et 2 (Morelle et al. 1998a). Certaines d'entre elles contiennent de l'acide 

neuraminique mais d'autres portent des groupements sulfate (figure 6). 

B. arenarum présente des déterminants antigéniques de groupe sanguin A (100-I-6) et 

Cad (100-I-4). Chacune de ces structures, considérée individuellement, ne constitue en aucun 

cas un marqueur phénotypique de l'espèce, puisqu'elles ont été retrouvées chez d'autres 

amphibiens. Néanmoins, leur association (exemple H, A, Cad) est typique de B. arenarum. 

Nous devons également prendre en compte le fait que l'étude des oligomères de masse plus 

24 



Généralités : ETUDE STRUCTURALE DES MUCINES DE DIFFERENTES ESPECES D'AMPHIBIENS 

élevée n'a pas été conduite à son terme et seules ces molécules plus élaborées seront 

susceptibles de renfermer des séquences périphériques spécifiques. 

Bu.fo arenarum 

GlcNAc(IH-6) '

GalNAc-ol 
Fuc(ctl-2)Gal(~l-3) / 

GalNAc(al-3), 
Gal(~ l-3)GalNAc-ol 

Fuc(al-2)/ 

100-I-2B 

100-I-2C 

NeuAc(a2-6) , 
GalNAc-ol 

Gal(~1-3)/ 
100-I-5B 

NeuAc(a2-6), 
GalNAc-ol 

Fuc(al-2)Gal(131-3)/ 

100-II-4 

100-I-SA 

100-II-5 

GalNAc(j31-4)Gal(J31-3)GalNAc-ol 
NeuAc(a2-3)/ 

100-1-4 

NeuAc(câ-6) '
GalNAc-ol 

Gal(j31-3) / 
GalNAc(a1-3) ~ 

Fuc(a1-2) 

100-1-6 

NeuAc(a2-6), 
/GalNAc-ol 

Fuc(al-2)Gal(j31-3)Gal(l31-3) 
Fuc(a1-2)/ . 100-I-7 

HS03(6), 
GlcNAc(j31-6), 

GalNAc-ol 
Fuc(c:ü-2)Gal(131-3) / 

200-1 

Figure 6: Structures d'oligosaccharides alditols obtenus après f3-élimination de mucmes 

oviducales de Bufo arenarum (Morelle et al. 1998a). 

11.8.5. Bufo bufo 

Les structures glycanniques présentes chez Bujo bufo (figure 7), sont essentiellement 

des noyaux 1, 2 et 3. Nous notons en outre la présence simultanée de NeuAc et NeuGc 

(Morelle et Strecker 1997a et 1998b). 

Bufo bufo présente des déterminants antigéniques du groupe sanguin A liés à un noyau 

de type 1: Gal(f31-3)GalNAc-ol. Ce déterminant A bloque définitivement l'élongation des 
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chaînes glycanniques chez l'Homme, mais chez Bufo bufo, l'a.-GalNAc se présente comme un 

bon accepteur d'un a-Gal (Morelle et Strecker 1997,b). 

Cela suggère que le groupe sanguin A est une étape intermédiaire pour la biosynthèse de la 

chaîne glycannique complète, d'où la mise en évidence d'une nouvelle activité enzymatique: 

a.1,3-Gal T : a.-GalNAc. 

Deux autres enzymes sont à envisager d'après les structures décrites dans la figure 7: 

~ 1,3-Gal T: ~-Gal et ~1,6-GlcNAc T: ~-Gal. 
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Bufo bufo 1 OOmM 
GaiNAc-ol 

Ga1(131-3)/ 

GaiNAc(a1-3)/l 
Fuc(a1-2) 

Gal(j31-4 )GicNAc(j31-6)"' 

GaiNAc-ol 

Ga1(131-3)/ 

GlcNAc(j31-6)"' 

GaiNAc-ol 

Gal(l31-3)/ 

GaiNAc(a1-3)/l 
Fuc(a1-2) 

Gal-al 

Gal(l31-3)/ 1 

GaiNAc(a1-3)/l Fuc(a1-2) 
Fuc(a1-2) 

GaiNAc-ol 

Gal(l31-3) / 

Gal(l31-3)/ 1 

GaiNAc(a1-3)/l Fuc(a1-2) 

Fuc(a1-2) 

GaiNAc-ol 

Gal(l31-3) / 

Ga1(131-3)/ 1 

GaiNAc(a1-3)/l Fuc(a1-2) 
Gal(a1-3)/ Fuc(a1-2) 

Figure 7: Structures d'oligosaccharides alditols obtenus après f3-élimination de mucmes 

oviducales deBujo bufo (Morelle et Strecker 1997a, b et 1998b). 
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Bufo bufo 1 OOmM 

GaiNAc-ol 

Gal((31-3)/ 

GaiNAc(a1-3)/ 

GaiNAc-ol 

Gal(f31-3)/ 

GaiNAc(a1-3)/l 

Fuc(a1-2) 

3 

Gal((31-4 )GicNAc(j31-6)"" 

GaiNAc-ol 

Gal(f31-3)/ 

5 

Gal(j31-4 )GicNAc(j31-6)"" 

GaiNAc-ol 

Gal(j31-3) / 

GaiNAc(a1-3)/l 

Fuc(a1-2) 

6 

Gal-ol 

Gal(j31-3)/ 1 

GaiNAc(a1-3)/l Fuc(a1-2) 4 

Fuc{a1-2) 

Figure 7 (suite). 

GaiNAc-ol 

Gal(j31-3)/ 7 

Gal((31-3)/ 1 

GaiNAc(a1-3)/l Fuc(a1-2) 

Fuc(a1-2) 
GaiNAc-ol 

Gal(l31-3)/ 

Gal(j31-3 )/ 8 

GaiNAc(a1-3)/l 

Gal(a1-3)/ Fuc(a1-2) 
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Bufo bufo 200mM 1 

GlcNAc((31-6)"" 

GaiNAc-ol 

Gal((31-3)/ 1.1 
GaiNAc(a1-3)/l 

Gal(a1-3)/ Fuc(a1-2) 

GaiNAc-ol 

Gal((31-3) / 

Gal(l31-3)/ 1 

GaiNAc(a1-3)/l Fuc(a1-2) 

Gal(a1-3)/ Fuc(a1-2) 

1.2 

GlcNAc((31-6)"" GaiNAc-ol 

Gal((31-3) / 

Gal(l31-3)/ 1 

GaiNAc(a1-3)/l Fuc(a1-2) 

I.4 

Gal(a1-3)/ Fuc(a1-2) 

GlcNAc((31-6) 

"" GlcNAc((31-6)"" GaiNAc-ol 

Gal(l31-3) / I.S 

Gal((31-3)/ 1 

GaiNAc(a1-3)/l Fuc(a1-2) 

Gal(a1-3)/ Fue(a1-2) 

Gal((31-4 )GicNAc((31-6)"" 

;aiNAc(a1-3)/l GaiNAc-ol 

Gal(a1-3) Fuc(a1-2) Gal((31-3)/ 

GaiNAc(a1-3)/l L6 

Gal(a1-3)/ Fuc(a1-2) 

Gal((31-4) GlcNAc((31-6)"" GaiNAc-ol 

'INAc(a1-3)/l Gal((31-3) / 

Gal(a1-3) Fuc(a1-2) Gal((31_3)/ 1 

Figure 7 (suite) 

GaiNAc(a1-3)/l Fuc(a1-2) 

Gal(a1-3)/ Fuc(a1-2) 

I.8A 

NeuAc(a2-6)"" 

GaiNAc-ol 

Gal((31-3)/ 

GaiNAc(a1-3)/l 
Gal(a1-3)/ Fuc(a1-2) 

LlO 
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Bufo bufo 200mM 1 (suite) 
NeuGc(a2-6)"'

GaiNAc-ol 

Gal(f31-3)/ 

GaiNAc(a1-3)/l l.ll 
Gal(a1-3)/ Fuc(a1-2) 

NeuAc(a2-6)"'

GaiNAc-ol 

Gal(f31-3) / 1.14A 
Gal(f31-3)/ 

GaiNAc(a1-3)/l 

Gal(a1-3)/ Fuc(a1-2) NeuGc(a2-6~ 
GaiNAc-ol 

Gal(f31-3) / 1.14B 

Gal(f31-3)/ 1 

GaiNAc(a1-3)/l Fuc(a1-2) 

Fuc(a1-2) NeuGc(a2-6) 

"" GaiNAc-ol 

Gal{f31-3) / 1.16 

Gal(j31-3)/ 

GaiNAc(a1-3)/l 
NeuGc(a2-6) 

Gal(a1-3)/ Fue(a1-2) "'-
GaiNAc-ol 

Gal(f31-3) / 

Ga1W1-3)/ 1 

GaiNAc{a1-3)/l Fuc(a1-2) 

Gal(a1-3)/ Fuc(a1-2) 
NeuAc(a2-6) 

"" 

1.17 

GlcNAc(f31-6)"' GaiNAc-ol 

Gai(A1-3) / 1 8 

Gal(f31-3)/ 1 

GaiNAc{a1-3)/l Fuc(a1-2) 

Gal(a1-3)/ Fuc(a1-2) 

1-' .1 

NeuGc(a2-6) 

"" GlcNAcW1-6)"' GaiNAc-ol 

Gal{f31-3) / 
/ 

1 

1.19 
Figure 7 (suite) Gal(f31-3) 

GaiNAc(a1-3)/l Fuc(a1-2) 

Gal(a1-3)/ Fuc(a1-2) 
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Bufo bufo 200mM 

Gal-ol 

GaiNAc(a1-3)/l 

Gal(a1-3)/ Fuc(a1-2) ILl 

GaiNAc-ol 

Gal(~1-3)/ 
y,aiNAc(a1-3)/l 11.2 

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

GlcNAc(f31-6}"' 

GaiNAc-ol 

Gal(!31-3} / 

GaiNAc(a1-3)/l 

Gal(a1-3)/ Fuc(a1-2} 

11.3 

Figure 7 (suite). 

NeuAc(a.2-6)"'

GaiNAc-ol 

Gal([31-3)/ 11.5 

NeuGc(a.2-6)"'

GaiNAc-ol 

Gal(f31-3)/ 
Il.6 

//.B. 6. Ra na temporaria 

NeuAc(a2-6)"'

GaiNAc-ol 

Gal(l31-3)/ 

GaiNAc(a.1-3)/l Il.? 
Fuc(a.1-2) 

NeuGc(a2-6~ 

GaiNAc-ol 

Gal(f31-3)/ 

GaiNAc(a.1-3)/l II.8 
Fuc(a.1-2} 

NeuAc(a2-6}"'

GaiNAc-ol 

Gal(f31-3)/ 

GaiNAc(a.1-3)/l Il.9 

Gal(a.1-3)/ Fuc(a1-2} 

NeuGc(a2-6~ 

GaiNAc-ol 

Gal(j31-3}/ 

~INAc(a.1-3)/l ll.lO 
Gal(a.1-3} Fuc(a.1-2} 

Chez Rana temporaria, 25 oligosaccharides alditols ont été identifiés et qui vérifient 

une fois de plus, l'hypothèse de la spécificité structurale propre à chaque espèce (figure 8). 

Ces sont uniquement des noyaux de type 1 et 2. On y trouve du Kdn, des groupements 

sulfate et du GlcA. 

L'originalité structurale réside d'une part en la présence d'acide glucuronique sulfaté ou 

fucosylé, conduisant en particulier au déterminant antigénique HNK-1 (Human Natural 
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Killer-1); et d'autre part, à l'observation d'unités de galactose trisubstitués en 2, 3 et 4 (Florea 

et al. 1997; Maes et al. 1997a). 

Nous pouvons donc résumer l'originalité de ces structures par la présence des activités 

enzymatiques suivantes : 

,.. f3 1,4 Gal T: Gal f3 

,.. f3 1,3 Gal T : Gal f3 

,.. f3 1,3 GlcA T: Gal f3 

,.. a 1,2 Fuc T : GlcA f3 

,.. f3 1,3 GleNAc T: GleNAc f3 

//.B. 7. Ra na palustris 

20 structures oligosaccharidiques neutres et acides ont été caractérisés (Maes 1997b ). 

Les charges anioniques sont portées par l'acide N-acétylneuraminique et de rares groupements 

sulfate (figure 9). 

Cette espèce est caractérisée par la répétition des noyaux de type 3. Sa spécificité 

consiste à la présence de GalNAc qui constitue près de 50% des monosaccharides totaux. 

Les mucines portent également un déterminant antigénique rare du groupe sanguin 

Cad. 

En outre, Rana palustris présente des activités transférasiques différentes de celles de 

Rana temporaria: 

,.. f31,3 Gal T: GalNAc a 

,.. a 1,4 GalNAc T: Gal f3 

,.. a 1,4 GleNAc T : Gal f3 

,.. a 2,3 NeuAc T: GalNAc(a1-4)Gal(f31-3). 

Une structure isomérique de l'épitope Cad est également présente (structures 80-4B et 

80-8B). 
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Rana temporaria 

GaiNA c-ol 
Gal([ll-3)/ 

GaiNA c-ol 
Gal(al-3) / 

Kdn(Ct.2-6h, 
GalNAc-ol 

Gal(~l-3)/ 

Kdn( Ct.2-6) '
/GalNAc-ol 

3/Gal(~l-3) 
HSO,-

Kdn{Ct.2-6)' 
GaiNAc-ol 

Gal(al-3)/ 

Kdn( a2-6) ' 
GaiNA c-ol 

Gal(al-3) / 
1 Fuc(al-2) 

G-aiNA c-ol 
3/Gal(~l-3)/ 

HS03-

GaiNAc-ol 

3 Gal([ll-4) Gal(~l-3) / 
Y' 

HSO,-

GaiNAc-ol 

3 Gal(J.'\1-4) Gal(~l-3) / 
HSci; Fuc(al-2)1 

GaiNAc-ol 

3/ Gal(J)l-4) Gal(IH-3) / 

HSO"- Gal(IH-3)/ 1 

Fuc(al-2} 

GaiNAc-ol 

3/ Gal(J>l-4) Gal(fH-3) / 

HSO; Gal([ll-3)/ 1 

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

HSO-s_ 
6 GlcNAc(IH-6), 

GaiNA c-ol 
Gal(~l-3) / 

HSO,; 
~ 6 GlcNAc(IH-6)' 

GalNAc-ol 
Gal@l-3)/ 

Fuc(al-2)1 

nso; 
~ 6 _91cNAc(J)l-6), 

Fuc(al-3) GalNAc-ol 
Gal$1-3)/ 

Gal(~l-3) / 1 
Fuc(al-2) 

HSO~ 
6 _9lcNAc(~l-6), 

Fuc(al-3) GaiNAc-ol 
Gal@l-4)Gal(J>l-3) / 

HSO.'Ya 1 
Fuc(al-2) 

GalNAc-ol 
/Gal(~l-3) / 

Gal@l-3) 1 
GkA(J.'Il-3/ Fuc(al-2) 

Fuc(at-2) 

GaiNA c-ol 
Gal(~l-4) Gal(~l-3)/ 

GlcA(IH-3)/ 1 
Fuc(al-2) 1 Fuc(al-2) 

us o.
~ 6 JlcNA.c(J>l-6)' 

Fuc(al-3) GaiNAc-ol 

Gal(~l-4) Gal(JH-3) / 
Glc.li.CP-3l/ 1 

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

GaiNAc-ol 
Gal(~l-4) Gal(~l-3)/ 

3 
Glc.A(~l-3)/ 

%. 
HS03 

GaiNAc-ol 
Gal(~l-4) Gal(~l-3) / 

3 Glc.A.(IH-3/ 1 
HS6- Fuc(al-2) 

3 

GalNAc-ol 
Gal@l-4)Gal([ll-4) Gal@l-3) / 

3 GlcA(~l-3)/ 1 
HSd'; fuc(al-2} 

GaiNAc-ol 

Gai(~1-4)Gai(~1-4)Gal(i31-3)/ 
Fuc(a1-2)1 / 1 

GlcA(J)1_3) Fuc(a1-2) 

HS0,{3)/ 

GaiNAc-ol 

Gai(J)1-4) Gal{i31-3) / 

Gal(f'\1-3)/ 1 

GlcA{J)1-3)/ Fuc{a1-2) 
HS03{3)/ 

Figure 8: Structures d'oligosaccharides alditols obtenus après B-élimination de mucmes 

oviducales de Rana temporaria (Florea et al. 1997; Maes et al. 1997a). 
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Rana temporaria (suite) 

GaiNA c-ol 
Gal(a.l-3) / 
1 Fuc(cxl-2) 

GalNAc-ol 
Gal(cd-3)/ 

Fuc(a.l-2} 

GalNAc-ol 
Gal(~l-3)/ 

Gal(~l-3)/ 
GalNAc-ol 

/Gal(~l-3) / 
Gal(~l-3) 1 

Fuc(al-2) 

GalNAc-ol 
Gal~l-4) Gal(~l-3) / 

Fuc(at-2) 

GalNAc-ol 
Gal(~l-4) Gal(j31-3) / 

Fuc(a.l-2)1 Fuc(al-2)1 

GlcNAc(IH-6) "-

GalNAc-ol 
Gal(JH-3)/ 

Fuc{a.l-2} 

Glcl\Ac(j31-6) "-

GalNAc-ol 
Gal(~l-4) Gal(lH-3)/ 

Fuc(a.I-2)1 

JlcNAc~l-6) "-

GlcNAc~l-3) GalNAc-ol 

Gal(~l-3)/ 

Figure 8 (suite)_ 

GaiNA c-ol 
Fuc(a.l-4)Gal@l-4) Gal(IH-3) / 

Fuc(a.l-3( 1 . 1 
Fuc(a.l-2) 

Fuc(a.l-2) 

GaiNAc-ol 
Gal(l.H-4) Gal(IH-3) / 

1Gal(j31-3( 1 
Fuc(cxl-2) Fuc(al-2) 

GalNAc-ol 
Gal(j31-4) Gal(IH-3) / 

Ga1(131-3)/ 1 

Fuc(al-2) 

JlcNAc(~l-6) "-

GlcNAc(~l-3) GalNAc-ol 

Gal(j31-3)/ 

Fuc(al-2)1 
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Rana palustris 

GaiNAc-ol N-1 
GlcNAc(a1-4)Gai(J31-3) / 

GaiNAc-ol N-2 
GaiNAc(a1-4)Gal(j31-3) / 

GlcNAc(j31-6), 
GaiNAc-ol N-3 

Gai(J31-3)/ 

GlcNAc(j31-6)'\. 
GaiNAc-ol N-4 

Gai(J31-3)/ 
1 

Fuc(a1-2) 

GaiNAc-ol N-5 
GaiNAc(a.1-4)Gal(j31-3) / 

Gai(J31-3)/ 

NeuAc (a2-6) , 

GaiNAc-ol 
GaiNAc(a.1-4)Gai(J31-3) / 

HS0,(6\ 

80-5 

NeuAc (a2-3) 

200-5 

NeuAc (a.2-6) '\. 
GaiNAc-ol 80-1 

GaiNAc-ol 80-2 
GaiNAc(j31-4 )Gal(j31-3) / 

/ 
NeuAc (a2-3) 

NeuAc (a.2-6) , 
GaiNAc-ol 80-3 

Gal(j31-3)/ 
1 

[Fuc(a1-2)],, 

NeuAc (a2-6) '\. 

GaiNAc-ol 80-4A 
GlcNAc(a.1-4) Gal(j31-3) / 

GaiNAc-ol 80-48 
GaiNAc(r.L1-4)Gai(J31-3) / 

NeuAc (a2-3) 
/ 

GaiNAc-ol 
GaiNAc(a1-4)Gal{j31-3) / 

80-6 

Gai(J31-3( 
/ 

NeuAc (a2-6) '\. 

GaiNAc-ol 
GaiNAc(a:1-4pal(p1-3) / 

Gai(P1-3)/ 

80-7A 

GlcNAc(j31-6), 
GaiNAc-ol 

GaiNAc(a.1-4)Gai(J31-3) / 
Gai(J31-3) / 

GaiNAc-ol 
GaiNAc(a1-4)Gai(J31-3) / 

GaiNAc(j31-4)Gai(J31-3)/ 

80-78 

NeuAc (a.2-6) , 

GaiNAc-ol 
GaiNAc(a1-4) Gai(J31-3) / 

Gal(f31-3) / 

Fuc(a1-2) 1 

GaiNAc-ol 
GaiNAc(a.1-4)Gal(j31-3) / 

/ 
NeuAc (a2-3) 

80-8A 

80-88 

GaiNAc-ol 
GaiNAc{a1-4)Gai(IH-3) / 

Gai(J31-3)/ 

Fuc{a1-2)1 

GaiNAc-ol 

GaiNAc(a.1-4)Gai(J31-3) / 
/ 

GaiNAc(a.1-4) Gai(J31-3) 
~ai(J3 1 •3) / NeuAc {a2-3( 

Fuc(a1-2) 
Gal(f31-3)/ 

GaiNAc(a.1-4)Gai{J31-3) 
/ 

GaiNAc(a.1-4) Gal(f31-3) 
Gai(J31-3)/ 

GaiNAc-ol 
GaiNAc(a.1-4) Gal(f31-3) / 
/ 

N-7 

N-8 

N-10 

Figure 9: Structures d'oligosaccharides alditols obtenus après ~-élimination de mucmes 

oviducales de Rana palustris (Maes 1997b ). 
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11.8.8. Rana utricularia 

12 oligosaccharides alditols ont été isolés et qui vérifient encore une fois la spécificité 

glycannique propre à chaque espèce (figure 10). 

Le fait le plus original de cette mu cine est la présence du noyau: GleNAc(~ 1-

3 )GleNAc(~ 1-6). 

Elle ne présente ni de résidus Kdn ni de résidus N-aétylneuraminique. Les charges 

anioniques sont portées par des groupements sulfate et glucuronyl. Les noyaux sont de type 1 

et 2. Elles présentent parfois des déterminants antigéniques A (Morelle et Strecker 1997c et 

1998c). 

11.8.9. Ambystoma mexicanum 

Les glycannes d'Ambystoma mexicanum (Strecker et al. 1992c) sont uniquement des 

noyaux de type 3 (figure 11). Ils présentent l'épitope H substitué par un Gal a.1,4 sur le Gal ~ 

(au lieu du Gal a dans le cas de l'épitope B). Il s'agit en fait d'une structure hybride PIIH. 

Les charges anioniques sont exclusivement portées par du Kdn, qui est lui-même 

substitué par un dimère de fucose. 

Ces résultats suggèrent naturellement l'existence des systèmes glycosyltransférasiques 

suivants: 

..- a. 1, 4 Fuc T : Kdn 

..-a. 1,3 Fuc T: Fuc 

..-a. 1,4 Gal T: (Fuc) Gal. 
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1/.B. 1 o. Ambystoma tigrinum 

Nous observons la présence de 11 structures oligosaccharidiques acides (figure 12), 

dont la charge est portée par le Kdn. Celui-ci est mono ou disubstitué en 4 ou en 4 et 5 par du 

fucose. Cette structure constitue la spécificité d 'Ambystoma tigrinum. 

Cette espèce présente des déterminants antigéniques H, A, Le X et Le Y. Le noyau 

Gal(aJ-3)GalNAc semble très fréquent chez les vertébrés inférieurs alors que chez les 

mammifères, il n'a été identifié qu'à deux occasions, chez le rat et chez l'Homme (Maes et al. 

1995). 

Toutes ces structures mettent en évidence les activités enzymatiques suivantes: 

..- a 1,4 Fuc T : Kdn 

..-a 1,5 Fuc T : Kdn 

..-a 1,3 Gal T : GalNAc 

..- a 1,2 Fuc T : Gal a 
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Rana utricularia 
GaiNAc-ol 

Gal(l31-3) / 

GalNAc-ol 
Gal(131-3) / 

Fuc(al-2)1 

GlcNAc(IH-6) '
GalNAc-ol 

Gal(l31-3) / 

GalNAc-ol 
Gal(l31-3) / 

Gal(l31-3) 
/ 

GleNAc (ln -6) '

GalNAc-ol 
Gal(l31-3) / 

Gal(fH-3) 
/ 

GalNAc-ol 
Gal(l31-3) / 

GalNAc(al-3( 1 

Fuc(a.l-2) 

GleN Ac(l3l-6) , 
GlcNAc(l31-3)/ GalNAc-ol 

Gal(J31-3) / 

HSO-
~ 6 GlcNAc(J31-6) '-

GalNAc-ol 
Gal(l31-3) / 

GalNAc(al-3( 1 

Fuc(al-2) 

GlcNAc(l3l-6) '
GalNAc-ol 

Gal(j31-3) / 

GlcA(131-3) / 

~cNAc(j31-6) '-
GlcNAc(j31-3) GalNAc-ol 

Gal(l31-3) / 

GlcA(131-3)/ 

Gal(I31-4)GlcNAc(l31-6) 

GalNAc(al-3( 1 1 ""' 
Fuc(a.l-2) GalNAc-ol 

GlcNAc(j31-3) / 
Gal(l31-3) 

GalNAc(a.I-3( 1 

Fuc(al-2) 

Gal(I31-4)GlcNAc(j31-6) "-

GalNAc(al-3( 1 GalNAc-ol 
Fuc(al-2) / 

Gatnn-3) 
/ 

Gal(j31-3) 

GalNAc(al-3( 1 

Fuc(al-2) 

Figure 10: Structures d'oligosaccharides alditols obtenus après f3-élimination de mucines 

oviducales de Rana utricularia (Morelle et Strecker 1997c et 1998c). 
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Ambystoma mexicanum 
GaiNA c-ol 

GlcNAc(p 1-3) / 

r,aiNAc-ol 
Gai(P 1-4) GlcNAc(p 1-3)/ 

Fuc{a1-2)1 
GaiNAc-ol 

Gal{a1-4)Gai{P1-4)GicNAc(p1-3)/ 
Fuc(a1-2)1 

Fuc(a1-4)Kdn(a2-6) 
F C( 1 3)/ 'haiNAc-ol 

u a - GlcNAc(p1-3)7' 

Fuc(a1-3( aiNAc-ol 
Fuc(a1-4) Kdn(a2-6~ 

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

Fuc(a1-2) 

Kdn(a2-6? 
aiNAc-ol 

Gal(a1-4) Gai((31-4)GicNAc((31-3 
1 

Fuc(a1-2) 

Fuc(a.1-4)Kdn(a2-6)"
c.:;aiNAc-ol 

Gal(a.1-4) Gal(p1-4}GicNAc((31-3J 
1 

Fuc(a1-2) 

Fuc(a1-4)Kdn(a2-6), 
Fuc(a1-3} / GaiNAc-ol 

Gal( a 1-4) Gal((31-4 }GicNAc((31-3( 
1 

Fuc(a1-2) 

Figure 11: Structures d'oligosaccharides alditols obtenus après P-élimination de mucines 

oviducales d'Ambystoma mexicanum (Strecker et al. 1992c). 
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Ambystoma tigrinum 

Fuc(al-4)Kdn(a2-6), 
GalNAc-ol 

Gal(fll-3)/ 
Fuc(al-2)1 

Fuc(al-4) Kdn(a2-6), 
GalNAc-ol 

Gal(al-3)/ 

Fuc(al-5)........_ 

Fuc(al-4) Kdn(a2-6), 
GalNAc-ol 

Gal(al-3)/ 

Fuc(al-4) Kdn(a2-6)' 

Gal /GalNAc-ol 
Fuc(al-2)1 (al-

3
) 

GalNAc-ol 
Fuc(al-5) ........_ Gal(fll-3)/ 
Fuc(al-4) Kdn(a2-3)/ 

Gal(f31-4)GlcNAc(f31-6) '\. 

Fuc(al-2)1 GalNAc-ol 

Fuc(al-5)......_ Gal(j31-3) / 

ruc(al-4) Kdn(a2-B)/ 

Gal((31-4)GlcNAc(j31-6)'\. 
Fuc(al-8) / GalNAc-ol 

Fuc(al-5) ......_ Gal(fll-3)/ 
Fuc(al-4) Kdn(a2-3) / 

Gal(f31-4)GlcNAc(f31-6) 
GalNAc(al-3)/ 1 "-

Fuc(al-2) GalNAc-ol 

Fuc(al-5)......_ Gal(fll-3)/ 
Fuc( a 1-4) Kdn( a2-3) / 

Gal(j31-4)GlcNAc(f31-6) 
Fuc(al-2)

1 
/ " 

Fuc(al-3) GalNAc-ol 

Puc(al-5)......_ Gal(fll-3)/ 
Fuc(al-4) Kdn(a2-3) / 

Fuc(al-5)........_ 

Fuc(al-4) Kdn(a2-6) 

' _ GalNAc-ol 
Fuc(al-))......_ Gal(fll-3)/ 
Fuc(<d-4) Kdn(a.2-3)/ 

Figure 12: Structures d1oligosaccharides alditols obtenus après J3-élimination de mucmes 

oviducales d'Ambystoma tigrinum. 
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1/.8.11. Ambystoma maculatum 

Les glycannes possèdent des noyaux 2 et 3 (figure 13) et renferment du Kdn lui-même 

substitué par un trimère ramifié de fucose (Strecker et al. 1994, Fontaine et al. 1995). 

Ces structures suggèrent donc l'existence des activités glycosyltransférasiques 

suivantes: 

..- GalNAc f3 1,4 T : GleNAc f3 

..- a 1,4 Fuc T : Kdn 

..-a 1,2 Fuc T : Fuc 

..- a 1,3 Fuc T : Fuc 

..-a2,3 Kdn T: Gal 

..-a 2,3 Kdn T : GalNAc. 

1/.B. 12. Rana clamitans 

Des travaux préliminaires du Docteur F. Delplace (communication personnelle), il 

ressort que la plupart des structures isolées des mucines de Rana clamitans possèdent le 

chaînon: Fuc(a1-2)Gal(a1-3)Gal(a1-4)Gal(f31-4)GlcNAcf31- , c'est-à-dire la séquence de 

l'épitope P1, substitué par le disaccharide Fuc(a1-2)Gal(a1-3). 

L'activité a1,3-Gal T: Gal a est donc ici mise en évidence. 
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Ambystoma maculatum 

GalNAc-ol 
GaiNAc(J31-4) GlcNAc(f31-3)/ 

Fuc(a.1-3( 

GaiNAc-ol 
Gal(r.1-4)GicNAc(f31-3)/ 
Fuc(a.1-3( 

GaiNAc(J31-4)GicNAc(f31-6h 
/ GaiNAc-ol 

Fuc(a.1-3) Gal(f31-3)/ 

Gal(j31-4) GlcNAc(J31-6), 
Fuc(a.1-3)/ GaiNAc-ol 

Gal(f31-3)/ 

GaiNAc(f31-4) GlcNAc(f31-6), 
Fuc(a.1-3) / GaiNAc-ol 

Gal(f31-3)/ 
Kdn(a2-3)/ 

Fuc(a.1-4)Kdn(a2-6) 

Fuc(a.1-2J '\.GaiNAc-ol 

GalNAc(j31-4)GicNAc()31-3)/ 
/ 

Fuc(a.1-3) 

GaiNAc(f31-4) GlcNAc(f31-6~ 

Fuc(a.1-3( GaiNAc-ol 
Gal(J31-3( 

Fuc(a.1-4)Kdn(a2-3)/ 
Fuc(a1-3Y 

Fuc(a1-4)Kdn(a.2-6), 
Fuc(a1-3)/ 1 ' 

Fuc(a1-2) GaiNAc-ol 
Gal(f31-4)GicNAc(p 1-3)/ 
Fuc(a1-3( 

Fuc(a1-4)Kdn(a.2-6), 
Fuc(a.1-3)/ 1 ' 

Fuc(a.1-2) GaiNAc-ol 
GaiNAc(f31-4) GlcNAc(j31-3)/ 

Fuc(a.1-3( 

GalNAc(f31-4)~lcNAc(f31-3)"-

Fuc(a1-3) GaiNAc-ol 
Gal(j31-3)/ 

Fuc(a.1-4)Kdn(a2-3)/ 
Fuc(a1-3}/ 1 

Fuc(a.1-2) 

Figure 13: Structures d'oligosaccharides alditols obtenus après J3-élimination de mucines oviducales 

d'Ambystoma maculatum (Maes et al. 1995). 
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11.8. 13. CONCLUSION 

De ce rapide survol des structures glycanniques caractéristiques des mucmes 

oviducales de 12 espèces d'amphibiens, il ressort donc nettement une spécificité de structure 

propre à chaque espèce, qui constitue un nouveau marqueur phénotypique susceptible 

d'apporter une aide précieuse à la recherche taxonomique. 

Si ce fait devait se vérifier pour l'ensemble des amphibiens, voire du monde animal, il 

deviendrait possible d'établir de nouvelles hypothèses concernant le rôle des chaînes 

glycanniques au cours de l'évolution et dans l'analyse de la biodiversité. 

En effet, il est de plus en plus évident que la reconnaissance spécifique de gamètes 

homologues est le fait de la reconnaissance de structures glycanniques, et, en outre, les 

interactions hôte-parasite dépendent largement de ligands de nature glucidique. 

La biodiversité serait donc le résultat d'une sélection naturelle fondée sur l'extrême 

diversité des activités glycosyltransférases, diversité elle-même lié à des processus de 

mutations ponctuelles et variées qui auraient progressivement modulé ces activités 

enzymatiques. 
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ll.C. STRUCTURES ET BIOSYNTHESE DES MUCINES: LE 

MODELE HUMAIN 

Il.C.l STRUCTURES DES 0-GLYCANNES CHEZ L'HOMME 

Les chaînes 0-glycanniques sont fixées à des protéines sur des acides aminés 

spécifiques: la sérine ou la thréonine. La séparation de ces chaînes glycanniques de la protéine 

peur être réalisée par une réaction de 13-élimination en milieu alcalin (Carlson 1968). Cela 

permet la libération des 0-glycannes sous forme d'oligosaccharide alditols stables. 

Il existe des caractéristiques répétitives, malgré la très grande diversité du type de 

chaînes 0-glycanniques, qui sont (Schachter et Williams 1982) (figure 14): 

..- Un noyau, le résidu fixé à la protéine est toujours le GalNAc pour la mucine, 

substitué par au moins un sucre . 

..- Le squelette, la partie centrale de la chaîne . 

..- La périphérie, la partie terminale non réductrice et l'expression d'activité de groupe 

génétiquement déterminés. 

Le type de liaison résulte de l'interaction entre la fonction hydroxyle de la sérine ou la 

thréonine et la fonction hémi-acétalique de la N-acétylgalactosamine. La séquence de réaction 

de glycosylation a lieu par le noyau, puis le squelette et la périphérie. 

ILC.l.I. Le noyau. 

On y trouve toujours la N-acétylgalactosamine sous la catalyse d'une enzyme: la N

acétylgalactosaminyltransférase (McGuire 1967) : 

UDP-GalNAc + HO-Thr/Ser-peptide 
M'-

n ~ GaiN Ac a 1-0-Thr/Ser-peptide 1- UDP 

Ce type de synthèse se retrouve aussi bien chez l'Homme: dans les glandes sous

maxillaires, l'estomac (Bearn et aL 1970) et le sérum humain (K.o et Raghupathy 1972), que 
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dans le cerveau de rat (Ko et Raghupathy 1972), dans les glandes sous-maxillaires bovines 

(Hagopian et Eylar 1968), porcines (Hill et al. 1977), le mucus de la trachée artère (Baker et 

Sawyer 1975), l'oviducte de poule (Hanover et al. 1980) et la glande mammaire ovine (Soulier 

et Gaye 1981). 

En réalité, il existe plusieurs enzymes différentes qui seraient spécifiques des 

séquences peptidiques; actuellement, 7 enzymes ont été clonées (Hagen et al. I998a) et dont 

l'activité est liée à la reconnaissance des séquences peptidiques de l'apomucine. Des 

nombreux travaux tentent de déterminer la relation entre l'activité enzymatique et la séquence 

peptidique (Hagen et al. 1998b et 1999, Hennebicq et al. 1998). 

COOH 

Région des noyaux 

~ 
1 

1 Squelettes et sucres 
: périphériques 

chaine peptidique 

Figure 14: Représentation schématique des chaînes 0-glycanniques de type mucine 

(Schachter et Williams 1982). 

Les monosaccharides fixés directement sur la protéine forment alors le noyau. On peut 

en définir huit types (figure 15). 
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..-Le noyau de classe 1: Gal(I31-3)GalNAc-a-ser/thr-R. Il a été découvert chez le porc 

(Carlson 1968) dans les glandes sous-maxillaires. 

Reconnu par la lectine de cacahuète, la PNA (Lotan et al. 1975), il constitue le déterminant 

antigénique T (de Thomsen-Friedenreich). Il peut être mono ou disialylé . 

..-Le noyau de classe 3: GlcNAc(I31-3)GalNAc-a-ser/thr-R. Il a été retrouvé dans les 

mucines intestinales du rat (Carlsson et al. 1978). 

L'addition d'une N-acétylglucosamine en 131-6, sur les noyaux 1 et 3, donnent respectivement 

les noyaux 2 et 4 . 

..- Le noyau de classe 4: II a été découvert dans les mucines gastriques de mouton 

(Hounsell et aL 1980) et humaines (Breg et al. 1988, Klein et al. 1992 et 1993). 

..-Le noyau de classe 5: GalNAc(a1-3)GalNAc-a-ser/thr-R. Il a été isolé sous forme 

sialylé dans les mucines d'adénocarcinomes du colon humain (Kurosaka et al. 1983), des 

glycoprotéines du méconium (Hounsell et al. 1985), des mucines salivaires d'hirondelles 

(genre Collocalia) (Wieruszeski et al. 1987) et des mucines sous-maxillaires bovines (Savage 

et al. 1990) . 

..-Le noyau de classe 6: GlcNAc(I31-6)GalNAc-a-ser/thr-R. Il a été retrouvé dans les 

glycoprotéines humaines, le méconium (Hounsell et al. 1985), les mucines du kyste ovarien 

(Schachter et Brockhausen 1992) et dans la caséine-K bovine (Fait et al. 1984). 

Ces tissus posséderaient une N-acétylglucosaminyltransférase ayant comme substrat le 

GalNAc-a-ser/thr-R. Cela permet d'exclure l'hypothèse selon laquelle ce noyau est formé par 

une dégradation, par une 13-galactosidase, du noyau 2 . 

..-Le noyau de classe 7: GalNAc(al-6)GalNAc-a-ser/thr-R. Il a été retrouvé dans les 

mucines sous-maxillaires bovines (Chai et al. 1992) . 

..-Le noyau de classe 8: Il est obtenu par une substitution au niveau de l'hydroxyle du 

carbone 3 de la GalNAc-ol, par un résidu de galactose lié en a1-3 (Van Halbeek et al. 1994). 
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Noyau Type de noyau 

Gal(fH -3)GaJNAc 1 

GlcNAc(l3l-6)'\. 
GalNAc 2 

Gal(l31-3) / 

GlcNAc(I31-3)GalNAc 3 

GlcNAc(J31-6)'\. 
GaiN Ac 4 

GlcNAc(l31-3)/ 

GalNAc(al-3)GalNAc 5 

GlcNAc(Jn -6)GalNAc 6 

GalNAc(al-6)GalNAc 7 

Gal(al-3)GalNAc 8 

Figure 15: Noyaux 0-glycanniques de type mucine (Schachter et Williams 1982) 

ILC.1.2. Le squelette 

Les réactions de glycosylation formant le squelette vont donner différents types de 

séquences (Feizi 1982, Hounsell et al. 1982). 

Il existe: 

..- Structure de type 1: Gal(J31-3)GlcNAcJ3-

..-Structure de type 2: Gal(J31-4) GlcNAcJ3-

Elles sont soit linéaires , soit branchées. 

~ [Gal(J31-4)GlcNAc(J31-3)]n; une répétition de la chaîne de type 2 

(polylactosaminoglycannes), donne l'antigène i (Moore et al1994). 

~ [Gal(J31-4)GlcNAc(J31-6)]n; Il s'agit d'une séquence linéaire des glycoprotéines du 

lait humain (Hanisch et al. 1989). 

~ Une ramification en J31-6 conduit à l'antigène 1: 

47 



Généralités : STRUCTURES ET 8/0SYNTHESE DES MUC/NES: LE MODELE HUMAIN 

Gal(J31-4)GlcNAc(J31-6), 
Gal(f31-4)G lcNAc 

Gal(J31-4)GicNAc(J31-3Y 

Dans de nombreux 0-glycannes, le noyau est substitué par un ou deux residus 

monosaccharidiques qui constituent le squelette et la périphérie du glycanne. 

ILC1.3. La périphérie 

C'est elle qui détermine le support des déterminants antigéniques des groupes sanguins 

ABH et Lewis. 

Il pourrait y avoir plusieurs substitutions possibles (figure 16): 

~ La substitution des chaînes de type 1 : 

Sous l'action d'une a1-2-fucosyltransférase, on obtient le groupe sanguin de type H par 

fixation d'un fucose en a1-2 sur le galactose terminal: Fuc(a1-2)Gal(~1-3)GlcNAc~1-. 

Synthétisée par le gène H, l'enzyme donne ce type de déterminant sur des 

glycoprotéines membranaires; quant à l'enzyme produite par le gène Se, elle donne des 

glycoprotéines sécrétées ou solubles. On a alors les individus sécréteurs qui possèdent de tels 

déterminants sur leurs glycoprotéines sécrétées. 

~ La substitution des chaînes de type 2: 

Il a été mis en évidence (Hakomori et Kobata 1974), l'existence de noyaux 

antigéniques X et Y où le fucose substitue le N-acétylglucosamine. Les chaînes de type 1 

étant substituées par des monosaccharides en anomérie a, celles-ci présentent de substitutions 

en anomérie ~· 

Les substitutions en 3 et 4 sur le ~-Gal terminal par respectivement un résidu N

acétylneuraminique et une ~-D-N-acétylgalactosamine, donne un déterminant antigénique 

rare de groupe sanguin Cad. 

La sulfatation en position terminale ou sub-terminale des chaînes, conduit à des 

structures retrouvées dans l'ovomucine des oeufs de poules (Strecker et al. 1987) et dans les 

mucines bronchiques (Lo-Guidice et al. 1997). 
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~ Autres types de substitutions: 

Quand le GalNAc est le seul monosaccharide du glycanne, il constitue le déterminant 

antigénique Tn; sialylé en 6 (signal de fin d'élongation du glycanne), il forme le déterminant 

antigénique Sialyl-Tn. 

Il a été démontré (Spinger et al. 1985), que les déterminants Tn et Sialyl-Tn étaient des 

marqueurs de tumorisation des tissus. Cependant, il a été ensuite prouvé que ces déterminants 

sont également présents aussi bien dans les tissus sains que dans les tissus cancéreux (Jass et 

al. 1995). La différence tient du fait que l'acide acétique est 0-acétylé dans le cas des tissus 

sains uniquement alors qu'il ne l'est pas dans les tissus tumoraux. 

Il existe des substitutions directes sur le noyau par des résidus fucosyles de manière 

fréquente. Celle-ci se faisant sur un résidu galactose d'un noyau, forme l'antigène H qui à son 

tour, peut donner les épitopes de goupe sanguin A et B. Il existe également d'autres 

substitutions directes avec d'autres acides sialiques (NeuAc, NeuGc, Kdn) ou par des 

groupements sulfates. 

Les différents types de monosaccharides retrouvés n'expliquent pas à eux seuls la très 

grande diversité de chaînes glycanniques. Cette diversité est due également à: 

~ La position de la substitution sur les monosaccharides. 

~ L'anomérie des sucres en a ou ~ pour le Gal et le GalNAc; en a pour les acides 

sialiques et les fucoses et en~ pour la N-acétylglucosamine. 

~ La variabilité (de 1 à 20) du nombre de résidus de monosaccharides dans les 

chaînes (Levine et al. 1987). 

Ces nombreuses diversités structurales nécessitent un grand nombre de 

glycosyltransférases pour permettre leur biosynthèse. 
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(Rana d al 1 98~) 

(Mawhinney et al 19R4) 

(Donald el al 19R 1) 

(Ranaetall98~) 

(Lo-Guidiœ ct al 1997) 

(Breg ct al 19S7) 

(Mawhinney et al 11.)1\7) 

(Streckcr ut al 1992) 

(Wicruzcski et aL 1992) 

(Wieruzeski el al 1992) 

(Hounsell et al 1989) 

(Blanchard <!!aL 1983) 

(Donald et al 19X 1) 

(Lcppanen et al 1991 ) 

(Strecker etal 1995) 

( Lo-Uuidice et al 1997) 

Chaîne de type 1 

GaiNAc a l-} 

NeuAc a2- 6 NeuAc a2-6 

Sulfate ~- --------~ ------
1 1 

1 Gal(~l-3)GlcNAc~l ~ R , ___________ ____ 1 

A, GalNAcal- ~ t t 
3 Fuc(al-:2) Fuc(al-4) B, Gal a i-

NeuAc a2-

Sulfate 

GleNAc ~1-} 
NcuAc a2- 6 

Sultàte 

Gal al-

H, Le" 

Chaîne de type 2 

Sulfate } (Strcck:cr et aL 1987) 

NeuAc a2-

• Gal 131- r - - - - - - - - - - - - - - 1 

Gal(al-4) Gall3l- 4 _ __...,: Gal(~l-4)GlcNAc~l :-R 

GkNAcal-

{ 

GalNAc 131-
Cad 

Neui\c a2-

A GalNAc al

B, Gal a l 

GleNAc J31-

GalNAc 131-
Sulfate 

3 

Le 

Figure 16 : Représentation schématique des différentes substitutions trouvées sur les chaînes 

de type 1 et 2. 
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II.C.2. BIOSYNTHESE DES 0-GL YCANNES 

Il. C2.1. Les glycosyltransférases 

A la différence des N-glycannes, la biosynthèse des 0-glycannes, débutant dans le 

compartiment cis-Golgi, ne nécessitent pas de précurseur oligosaccharidique associé à un 

lipide. 

Les sucres sont activés par des nucléotides: UDP-GalNAc, UDP-GlcNAc,UDP-Gal, 

GDP-Fuc et le CMP-acide sialique. 

Toutes les glucosyltransférases (GT) sont des glycoprotéines membranaires de type II 

(figure 17) avec une queue cytoplasmique N-terminale de petite taille, une séquence 

transmembranaire hydrophobe, une zone de clivage rigide et enfin la partie C-terminale 

catalytique. 

Il a été suggéré l'hypothèse qu'il existe autant de GT que de liaisons osidiques (Hagopian et 

Eylar 1968, Brockhausen et Schachter 1997). 

Il reste à noter qu'une même GT peut donner la biosynthèse d'une même liaison osidique avec 

des substrats différents (Prieels et al. 1981). 

Lumière du Golgi 

Cytoplasme 

COOH} 
Domaine C-terminal 
catalytique 

} 
Zone de clivage 
protéolytique 

IJ(J 
} Queue cytoplasmique 

NH2 

Figure 17: Représentation schématique d'une glycosyl transférase membranaire (type II). 
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ILC2.2. L'étape d'initiation 

La réaction générale de biosynthèse des chaînes de type mucines est la suivante: 

R-OH+ Nucléotide-sucre GT 
R-0-sucre +Nucléotide 

R = L'apornucine ou la chaîne 0-glycannique en élongation. 

L'enzyme clé de la biosynthèse des chaînes 0-glycanniques de type mucine est la 

polypeptidyl-al-3-N-acétylgalactosaminyltransférase (Polypeptidyl GalNAcT) 

(E.C.2.4.1.41 ). 

La réaction est la suivante: 

Polypeptidyl Ga!NAc T 

UDP-GalNAc +HO-Thr/Ser-peptidc Mn"' ~- GalNAc al-0-Thr/Ser-peptide + UDP 

TI est à noter que pour une bonne reconnaissance par le site catalytique du substrat, la 

présence d'un résidu de protéine est nécessaire car il permet la formation d'un J3-turn (ou 

coude). 

IL C.2.3. La synthèse des noyaux 

La figure 18 représente les différentes voies de biosynthèse fréquemment rencontrés. 

Le mécanisme Go/NoGo (ou règle de 3 avant 6) signifie que lorsqu'une GT fixe un 

oligosaccharide, celui-ci ne pourra plus être le substrat pour une autre GT. Ainsi, la 

sialyltransférase fixant l'acide sialique sur la N-acétylgalactosamine en a2-6 stoppe la 

biosynthèse pour former l'antigène sialyl-Tn. 
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GlcNAcf31-6'-. 

GaiNAca-R 
Galf31-J/ 

II IIJ'Ull .! tb 
~ GalNAca-R 

Galf31-3/ Ag T 

IIO)'tlU f tQ 
GlcNAcf31-6'-. 

~ GaiNAca-R 4 GaiNAca-R il' -iJ: Tu 

GlcNAcf31-6'-. 

GalN/\ca-R 
GleNAc~ 1-3/ 

noyau4 

d t Q,INAm-R 
.,_ GlcNAc~l-3/ 

nO J'OU 3 

nuyuu6 

ThrtSer-R 

_. Mécanisme No Go 1 Go 

~ Mécanisme Go 1 No Go 

~ Réaction impossible 

---+ Réaction le11te 

Figure 18 : Schéma de biosynthèse des principaux noyaux (Brockhausen et Schachter 

1 997). A: polypeptide GaiN AcT, a: coret J33GaiT, b: core2 J36GnT, c: core3 J36GnT, d: 

core4 J36G nT, e: core6 J36GnT (non clonée), f: ST60 1 ou II, g) ST60 1 

Quant au mécanisme NoGo/Go, il permet de poursuivre l'élongation en permettant à 

un substrat d'une GT de devenir le substrat d'une seconde GT. Ainsi, la [33 

galactosyltransférase agit avant la [36 glucosaminyltransférase pour former les noyaux de type 

et 2. Or, cette règle a été remise en cause par la découverte d'une [36 

glucosaminyltranstërase pennettant la synthèse des noyaux de type 6 (Yazawa et al. 1986). 

a) UDP-Gal: Ga/Nac-R {31-3-Ga/-trans[érase 

Cette enzyme (E.C.2.4.1 . 122) catalyse la réaction suivante: 

ll l}i'-tial (iaJN ,\c• .( (). J< 

Cur.:ll1lf,.tiT 

Mn ' GJI(j~I-3)CiaiN/\ca-O-R ili DP 
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Elle a été mise en évidence dans les glandes sous-maxillaires de porc (Schachter et al. 

1971). Elle a besoin de cations divalents Mn++ et Cd++ mais est inhibée par zn++. Elle obéit à 

la règle 3 avant 6 pour donner l'antigène T. 

b) UDP-GlcNAc: GalNAc-R 81-3-GlcNAc-trans(érase 

Cette enzyme (E.C.2.4.1.147) permet d'avoir la réaction suivante: 

UDP-GicNAc + GalNAca-0-R 

Core3j33GicNi\cT 

Mn" GlcNAc(j31-3)GalNAca-0-R + UDP 

Cette enzyme obéit à la loi Go-No/Go. Elle semble absente des cellules cancéreuses 

(Vavasseur et al. 1995). 

c) UDP-GlcNAc : GalB1-3GalNAc-R (GleNAc sur GalNAc) 

81-6-GlcNAc-trans(érase; UDP-GlcNAc GlcNAc81-

3GalNAc-R (GleNAc sur GalNAc) 81-6-GlcNAc-trans(érase 

Ces enzymes sont spécifiques des 0-glycannes de types mucines. 

La première enzyme (E.C.2.4.1.102) est responsable de la biosynthèse des noyaux de 

type 2. 

UDP-GlcNAc + Gal(j31-3)GalNAca-O-R 

Corc2j36GicNAcT 

Mn"' GlcNAc(j31-6)Gal(j31-3)GalNAca-0-R + UDP 

Il a été montré que cette enzyme est spécifique du tissu de développement cellulaire et qu'elle 

utilise le noyau 1 comme substrat quand il n'est pas substitué (Brockhausen et Schachter 

1997). 

Quant à la seconde (E.C.2.4.1.148), elle permet la biosynthèse des noyaux de type 4 en 

utilisant le noyau 3 comme substrat. 
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Core4f36GicNAcT 
Mn' 

UDP-GlcNAc + GlcNAc(j31-3)GalNAca-O-R ----t>-11> GlcNAc([31-6)GicNAc([31-3)GalNAca-O-R + UDP 

d) L'élongation des noyaux 

Il s'agit d'une enzyme, UDP-GlcNAc : Gal(f31-3)(R1-6)GalNAc-R(GlcNAc sur 

Gal)f31-3-GlcNAc) transférase, (E.C.2.4.1.46), qui permet l'élongation sur le résidu galactose 

des noyaux 1 et 2 selon la réaction suivante: 

élongation~3Gn T 
UDP-GlcNAc + Ga1(~1-3)GaJNAca-O-R Mn2+ » GlcNAc(~I-3)Gal(~l-3)GalNAca-O-R + UDP 

Cette enzyme élongationf33GnT nécessite pour son activité des ions Mn2
+. Ainsi, elle 

se distingue de l'activité core3GnT. 

L'élongation des noyaux 2, 3 et 4 se fait par des enzymes f34GalT et f33GnT qui ont 

pour substrats les résidus GleNAc. 

IL C2.4. La synthèse de la périphérie 

a) Les sialyltransférases (ST) 

Celles-ci possèdent toute une séquence dite "sialyl-motif'. Elles se trouvent 

uniquement dans le cis et le trans Golgi. 

CMP-acide sialique : R1-GalNAc-R a.6-sialyltransférase I (ST60 I, ST6 GalNAc I, 

E.C.2.4.99.3). CMP-acide sialique : R1-GalNAc-R a.6-sialyltransférase II (ST60 II, ST6 

GalNAc II) 

Ces deux enzymes permettent d'obtenir la réaction suivante: 

ST60 I (II) 
CMP-AS + R-GalNAca-0-R R-[AS(ct2-6)]GalNAca-O-R + Cl\1P 

En particulier, La ST60 I donne la formation de l'antigène STn (Yonezawa et al. 

1992). Cette enzyme a pour conséquence l'arrêt de l'élongation. Ces deux 1soenzymes 

55 



Généralités: STRUCTURES ET 8/0SYNTHESE DES MUCJNES: LE MODELE HUMAIN 

catalysent la même réaction mais elles se diffèrent par leur spécificité pour le substrat 

(kurosawa et al. 1994a et b ). 

b) CMP-acide sialique Ga/Bl-3 Ga/NAc-R a3-

sialyltrans(érase 1 (STO!, ST3 Gall, E.C.2.4.99.4) 

Cette enzyme catalyse la réaction suivante (Sadler et al. 1979): 

STOl 
CMP-AS + Gal(j31-3)GalNAca-O-R ------;?<- AS(a2-3)Gal(j3l-3)GalNAca-O-R + CMP 

Cette enzyme serait sur-exprimée dans les tissus cancéreux (Yang et al. 1994, 

Brockhausen et al. 1995). Cette enzyme, spécifique des 0-glycannes, a une isoenzyme: la 

STO 3 II qui est spécifique des N-glycannes (Lee et al. 1994). 

Cas des déterminants antigéniques A et B 

Les déterminants de groupe sanguins A et B sont synthétisés par une substitution en 3 

du déterminant H par respectivement un résidu d'a-N-acétylgalactosamine et un résidu a

galactose sur le résidu galactosyle terminal. Ainsi, les deux enzymes qui catalysent la 

biosynthèse des antigènes A et B sont respectivement 

~> UDP-GalNAc Fuc( al-2)Gal-R a3-N-acétylgalactosaminyltransférase 

(E.C.2.4.1.40). 

~ UDP-GalNAc: Fuc(al-2)Gal-R a3-N-acétylgalactosyltransférase (E.C.2.4.1.37). 

Ces deux enzymes ne diffèrent que par 4 acides aminés dans la structure primaire. 

La figure 19 montre les différentes voies de la biosynthèse des antigènes de groupe 

sanguin ABH. 
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Figure 19: Schéma de biosynthèse des antigènes de groupes sanguins ABH (Kobata 1992). 

c) La sul{otrans{érase 

Cette enzyme utilise le PAPS (3'Phospho-5'Adenyly1Sulfate) (McNaught 1997) 

comme donateur de sulfate. La sultàtation a toujours lieu avant les sialylations et se déroule 

dans le même compartiment Golgien que la 134GalT (Hull et Carraway 1989). 

1/.C.J. Rôle de la 0-glycosylation 

Il s'agit d'un mécanisme post-traductionnel des protéines qui engendre une très grande 

variabilité structurale et un grand nombre de déterminants antigéniques. Ces structures 0-

glycanniques jouent un rô le dans la reconnaissance inter-cellulaire surtout dans le processus 

d'in llammation . 

Certaines structures 0-glycanniques ont un lien avec le développement cellulaire 

( Dablesteen 1996 ). Il a été également montré que les antigènes T et Tn sont des marqueurs de 

la tumorisation des tissus (Springer et al. 1985). lls sont également exprimés dans 

l'embryogenèse. 
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Par leur taille, les 0-glycannes masquent certains éléments reconnus par les récepteurs 

membranaires, et ils confirent aux mucines leurs propriétés physico-chimiques. 
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MA TER/EL ET METHODES 

Ill. MATERIEL ET METHODES 

III.A. J3-ELIMINATION REDUCTIVE 

//I.A. 1. Principe 

La 13-élimination (figure 20) permet de libérer les 0-glycannes de la chaîne peptidique. 

Cette réaction réalisée dans un milieu alcalin, va permettre de rompre les liaisons 0-

glycosidiques entre le résidu GaiN Ac et la sérine ou thréonine de la chaîne peptidique. 

Cette réaction est effectuée en présence de borohydrure de sodium qui empêche la 

réaction de peeling en réduisant immédiatement l'oligosaccharide; quant à la chaîne 

peptidique, elle subira une destruction totale. 

III.A.2. Protocole 

La mucine est mise en solution à 1% dans le BH4Na lM. Le pH est ajusté à 12.5 par 

addition des gouttes de NaOH 2N. Cette solution est portée à 37°c pendant 48 heures et sous 

agitation. 

La réaction sera ensuite arrêtée par addition d'une résine échangeuse de cations 

(Dowex 50x8, 200-400 mesh, forme Ir) jusqu'à neutralisation. 

Après filtration sur laine de verre, le filtrat sera neutralisé par l'ammoniaque (jusqu'à 

pH 6) et évaporé à sec à l'évaporateur rotatif 

Les borates seront ensuite éliminés sous forme de borates de méthyle par addition du 

méthanol et évaporation à sec à l'évaporateur rotatif; cette étape sera répétée plusieurs fois 

jusqu'à l'obtention d'un produit sec transparent. 

Toutes ces étapes sont résumées dans la figure 21. 
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Figure 20 : Mécanisme de 13-élimination en milieu réducteur. 
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Figure 21: Schéma général du protocole expérimental. 
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III.B. METHYLATION 

11/.B. 1. Principe 

La méthylation (figure 22) permet d'avoir des informations sur le degré de substitution 

et la position des liaisons d'un oligosaccharide. Cependant, elle ne permet pas de déterminer la 

séquence ou l'anomérie des oses constituants les oligosaccharides (Lindberg 1972, Lindberg 

et Lônngren 1978). 

La première étape consiste à une perméthylation des fonctions hydroxyles libres. Cette 

réaction peut être réalisée en utilisant le méthyle sulfinyle (Hakomori 1964) ou par 

l'hydroxyde de sodium dans le méthyle sulfoxide en présence d'iodure de méthyle (Ciucanu et 

Kerek 1984). 

Après perméthylation, deux méthodes sont possibles: 

La première est une hydrolyse acide qui permet la rupture des liaisons glycosidiques 

libérant ainsi les oses sous forme partiellement méthylés: c'est la méthode de Lindberg. Elle 

peut être réalisée par l'acide sulfurique 0.025M (100°c, 12h) ou par l'acide acétique à 95%. 

Cependant, cette hydrolyse acide nécessite la réduction des monosaccharides libérés 

par le borodeutérure de sodium afin de pouvoir distinguer le carbone 1 du carbone 6. Les 

alditols ainsi régénérés sont ensuite acétylés pour obtenir des dérivés dénommés alditols 

acétates partiellement méthylés. 

La deuxième méthode consiste à remplacer l'hydrolyse acide par une méthanolyse. 

Celle-ci permet de mettre en évidence les acides neuraminiques labiles par la méthode de 

Lindberg. Après méthanolyse d'oligosaccharides méthylés, une acétylation donne des 

méthylglycosides partiellement méthylés et acétylés. 

L'analyse de ces produits par chromatographie en phase gazeuse donne de nombreux 

pics pour chacun des monosaccharides libérés. Cela est dû aux anoméries a et f3 et aux formes 

pyranose et furanose. 
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Il existe également des méthodes d'analyse par chromatographie en phase gazeuse 

couplée à la spectrométrie de masse afin d'avoir des meilleurs renseignements sur les 

structures des oligosaccharides. 

A noter que la méthylation des acides uraniques s'accompagne d'une réaction de ~

élimination permettant une rupture spécifique des acides uraniques. Cela provoque une perte 

d'information pour la suite de l'étude structurale. Cette ~-élimination est bien importante lors 

de la méthylation par l'hydroxyde de sodium (Gunnarson 1987) mais elle peut être minimisée 

en méthylant selon la méthode d'Hokomori. En plus, la réduction par le borodeuterure de 

sodium permet de marquer les acides uraniques par deux deutérium et ainsi les identifier par 

la suite par spectrométrie de masse. 

C~OMe 

OH-------
OMSO/NaOHICH31 

OMe 

OH OMe 

C~OMe 

OMe OMe 

CH:zOMe NMeAc 
AC20/pyridine NHMe 

OMe OMe 

OMe OMe 

Figure 22: Méthylation d'un oligosaccharide. 
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111.8.2. Protocole 

Dans un tube en verre, dissoudre 50 j..lg d'oligosaccharide dans 100 J.Ll de diméthyl 

sulfoxide (DMSO); le tube est ensuite placé dans l'ultrason pendant une demie heure. Après, 

ajouter d'abord la soude pulvérisée puis 200 j..Ll d'iodure de méthyle; puis porter à l'ultrason 

pendant deux heures. Ces opérations seront effectuées sous atmosphère d'argon. 

Pour arrêter la réaction, ajouter 1,5 j..Ll d'eau. Ensuite, l'excès d'iode sera éliminé par 

addition de quelques cristaux de thiosulfate de sodium. 

L'extraction de l'oligosaccharide ainsi perméthylé s'éffectue par 3 fois 500 I-ll de 

chloroforme. Il sera ensuite lavé 10 fois par 2 volumes d'eau. Le chloroforme sera éliminé par 

séchage sous azote. Quant aux traces de DMSO, elles seront éliminées par lyophilisation. 

L'oligosaccharide perméthylé va subir ensuite une méthanolyse dans 0,5 ml de 

méthanol/ HCl 0,5 N pendant 24h à 80°c. 

Après refroidissement à température ambiante et évaporation sous azote (N2), les méthyles 

glycosides partiellement méthylés sont acétylés par addition de 50 j..Ll de pyridine et 200 I-ll 

d'anhydride acétique. La réaction se déroule penda~t une nuit à température ambiante. 

L'identification des produits ainsi obtenus s'effectue par couplage GC/MS. 

111.8.3. Caractérisation des monosaccharides partiellement 

méthylés et acétylés 

Les méthyles glycosides partiellement méthylés et acétylés ont été identifiés par 

chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse réalisée dans le mode 

impact électronique. Les séparations chromatographiques ont été effectuées à l'aide d'une 

colonne capillaire: CHROMP ACK (The Netherlands), WCOT Fused Silica 30 mx0,25 mm, 

Coating CP SIL 5 CB (méthyl silicone, apolaire), DF = 0,1 j..lm. 

La caractérisation de chaque dérivé a été réalisée selon le protocole de Fournet et al 

(1981), qui a décrit les différents fragments caractéristiques de chacun des méthyles 

glycosides (figures 23 et 24). 
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Les acides uraniques ont été identifiés sous forme de 6,6' 0 2-glucose, selon le 

protocole décrit dans les figures 25 et 26. 
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Ill.C. SPECTROMETRIE DE MASSE: 

Les masses moléculaires des oligosaccharides alditols ont été déterminées par 

spectrométrie de masse sur un appareil MALDI-TOF (Matrice Assisted Laser Desorption 

Ionisation-Time OfFlight) Vision 2000, Finnigan Mat, HemeL 

Les échantillons ont été dissous dans l'eau désionisée à une concentration de 50-100 

pmol J..Lr1 et 1 J..Ll de ces solutions a été mélangé avec 1 J.!l de matrice sur la cible. Après 

cristallisation à température ambiante, 10 à 15 mesures ont été accumulées pour l'obtenti_on de 

chaque spectre. 

Les oligosaccharides neutres ont été analysés en mode positif avec une matrice 

constituée d'acide 2,5-dihydroxybenzoïque (1 0 mg mr1 dans le méthanol/eau 70/30). Les 

molécules acides ont été analysées en mode négatif avec une matrice 3-aminochinoline (10 

mg ml-1 dans l'éthanol/eau 90/10). 

ill.D. RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE 

Compte tenu de la diversité structurale des chaînes glycanniques des mucmes 

oviducales des amphibiens, comme nous l'avons rappelé dans le chapitre Il-B, l'analyse des 

séquences oligosaccharides repose essentiellement sur la résonance magnétique nucléaire. 

111.0.1. LE SPECTRE PROTON (1H) A UNE DIMENSION 

L'analyse RMN du proton à une dimension apporte déjà un certain nombre de 

renseignements: 

..- le nombre de protons anomères, qui fournit la composition molaire de 

l'oligosaccharide . 

..- l'anomérie de chaque unité monosaccharidique, déterminée grâce à la 

mesure de la constante de couplage 3J1,2, qui est de 1 à 4 Hertz pour l'anomérie a et 7 à 8 

Hertz pour l'anomérie f3. 
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Cette détermination ne s'applique pas aux monosaccharides possédant un H équatorial 

en C-2 (exemple: rhamnose, mannose .... ), réserve qui n'intervient pas dans notre cas, puisque 

la mucine de Rana ridibunda renferme du galactose, de la N-acétylglucosamine, de la N

acétylgalactosamine et du fucose . 

..- l'identification de l'acide sialique, sur la base de la caractérisation de ses 

protons H-3 axial et H-3equatorial. L'acide N-glycolylneuraminique se distingue de l'acide N

acétylneuraminique par l'absence de groupe acétamido (ù = 2,030 ppm) et la présence du 

groupe glycolyl (ù = 4.15 ppm) . 

..- le nombre d'unités de fucose, identifié grâce à la présence de doublets 

correspondants aux groupements méthyles (1, 1 < ùppm < 1,3). 

En outre, un certain nombre de résonances, observés entre 4 et 4,5 ppm, peuvent 

renseigner sur la nature de certaines liaisons glycosidiques. C'est le cas des protons H-2 et H-5 

de l'unité N-acétylgalactosaminitol, qui nous informent de la nature des substitutions en C-3 et 

C-6 par le galactose, la N-acétylglucosamine ou l'acide sialique. Il en est de même de 

certaines résonances comme celles des protons H-3 ou H-4 du galactose qui sont fortement 

déblindées dans le cas de liaisons 1,3 ou 1,4. 

Quand l'analyse RMN s'applique à l'étude d'une série homologue d'oligosaccharides, 

comme ceux isolés de mucines humaines, l'examen de ces résonances, qui ne représentent que 

20% de l'ensemble des paramètres spectraux, permet de préciser la séquence de chaque 

molécule (Kamerling et Vliegenthart 1992). 

Cette détermination s'effectue alors par consultation de banques de données, dans le 

cas des structures déjà répertoriées, mais va jusqu'à l'identification de molécules nouvelles, 

grâce à la connaissance des incréments de glissement chimique propres à chaque type de 

liaison. 

Néanmoins, cette méthode s'applique difficilement à l'étude des mucines d'amphibiens, 

dont les chaînes glycanniques possèdent presque toujours des structures imprévisibles. Aussi 

avons nous fait appel à des expériences de corrélation homonucléaire 1HlH. 
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111.0.2. EXPERIENCES DE CORRELATION HOMONUCLEAIRE 

(COSY) 

Les expériences de corrélation homonucléaire permettent d'attribuer les résonances des 

protons des hétérocycles monosaccharidiques. 

Une expérience COSY 90 permet de corréler les protons anomères aux protons H-2. 

Après ce transfert de magnétisation du proton H-1 au proton H-2, une seconde expérience, 

COSY relayé ou COSY R1, transfère la magnétisation de H-1 à H-3 via H-2. Une troisième 

expérience, COSY R2, va de même transférer cette magnétisation jusqu'au proton H-4. 

Un troisième relai devrait permettre d'attribuer le proton H-5. Cependant, compte tenu 

de la très faible constante 3hs du galactose, la visualisation du proton H-5 des unités de 

galactose est rarement réalisée. 

L'association de ces trois expériences COSY 90, COSY R1 et COSY R2 permet donc 

d'identifier les protons H-1 à H-4, mais aussi de mesurer les constantes de couplage 31I,2 à 3h 5 

et d'identifier les monosaccharides. 

Les constantes de couplage sont en effet de 7 à 8 Hz pour des protons trans axiaux, ou 

de 1 à 4 Hz pour des protons en position axial-équatorial ou équatorial-équatorial. En 

attribuant à ces constantes de couplage les lettres G (> 6 Hz) et P ( < 5 Hz), les sucres de 

conformation galacto et gluco seront caractérisés par le tableau suivant: 

Jl,2 J2,3 J3,4 hs 

a.-galacto p G p p 

~-galacto G G p p 

a.-gluco p G G G 

f3-gluco G G G G 
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/l/.0.3. EXPERIENCE ROESY (Rotating Frame Over Hauser Effect 

Spectroscopy) 

Cette expérience permet de visualiser les corrélations dipolaires proton-proton entre 

deux atomes voisins de moins de 5° A. Ces corrélations peuvent être intra-résidus (ex: H-1/H-

3, H-5) ou extra-résidus. Dans ce dernier cas, le proton anomère d'un monosaccharide sera 

corrélé avec le proton le plus proche du sucre sur lequel il est lié. Cette observation permet 

évidemment de préciser la séquence de l'oligosaccharide. 
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RESULTATS 

IV. RESULTATS 

IV.A. PURIFICATION DES 0-GLYCANNES 

Une f3-élimination réductive a été réalisée sur les mucmes oviducales de Rana 

ridibunda afin de libérer les chaînes 0-glycanniques sous forme d'oligosaccharides alditols. 

Plusieurs étapes de purification et séparation ont été ensuite effectuées afin d'isoler des sucres 

à l'état pur permettant ainsi leur analyse par RMN, spéctrométrie de masse et méthylation. Le 

schéma général du protocole expérimental a été décrit lors du chapitre précédent (revoir figure 

21). 

En effet, après f3-élimination et déssalage par tamisage moléculaire sur une colonne de 

Bio-Gel P2, les oligosaccharides sont purifiés par chromatographie d'échange d'ion sur une 

colonne de Dowex50x2 (mesh200-400, forme H}, afin d'éliminer les peptides. Ensuite, une 

chromatographie d'échange d'ion sur une colonne de Dowex1x2 (mesh200-400, forme 

HCOO"), est nécessaire pour séparer les sucres neutres et acides; l'élution des sucres neutres 

se fait à l'eau désionisée alors que celle des sucres acides s'effectue par un gradient d'acétate 

de pyridine 200, 400 et 600mM. Chacune de ces fractions sera ensuite séparée par tamisage 

moléculaire en sous-fractions: lourdes, moyennes et légères; cela est possible grâce à 

l'observation par chromatographie sur couche mince dans les solvants suivants: 

..- EthanoVn-butanol/acide acétique/eau/pyridine (1 00/10/3/30/1 0) . 

..- ButanoVacide acétique/eau (20/10/15). 

Les fractions ainsi obtenues sont ensuite analysées sur Chromatographie en phase 

Liquide Haute Performance (CLHP) afin d'isoler chacun de ces oligosaccharides alditols. 

Dans le cas de Rana ridibunda, nous avons obtenu trois fractions neutres: N-I, N-Il et 

N-III. La figure 27 montre le profil CLHP, en phase normale, sur colonne Supelcosyl LC

NH2, de la fraction N-Il. Certains pics obtenus contiennent en réalité plusieurs sucres et ont 

été isolés sur CLHP en phase inverse sur colonne C18 (figure 28). La figure 29 montre le 

profil CLHP, en phase normale, de la fraction N-III. 
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Certaines fractions acides ont été également analysées en CLHP avec un gradient de 

phosphate de potassium. Les figures 30 et 31 montrent les profils CLHP des fractions 1 OOmM 

et 200mM-I. Celle-ci présentent un ensemble de pics rassemblés en une fraction 200-I-B qui 

a été recyclée en CLHP afin d'isoler les différents sucres (figure 31). Les profils CLHP des 

fractions 200mM-II et 400mM-II sont montrés dans les figures 32 et 33. 

Tous les pics ont été collectés, purifiés sur colonne de Bio-Gel P2, avant d'être 

analysés en RMN. L'analyse en spéctrométrie de masse MALDI-TOF a été également 

réalisée et les résultats sont résumés dans le tableau 8 à la fin de ce chapitre. 
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IV.B. ANALYSE STRUCTURALE DES CHAÎNES GLYCANNIQUES 

L'analyse structurale des chaînes glycanniques libérées par f3-élimination réductive a 

été essentiellement réalisée par analyse de resonnance magnétique nucléaire. Dans certains 

cas, une analyse 1 D a permis d'identifier directement ces séquences, lorsqu'il s'agissait d'une 

structure déjà rencontrée chez une autre espèce d'amphibien. Dans la plupart des cas, la 

mesure de la masse moléculaire par spectrometrie de masse de mode MALDI-TOF a permis 

de confirmer la composition molaire en sucre et de caractériser la présence d'un groupement 

sulfate ou glucuronyl. L'identification de cet acide glucuronique a été réalisée après reduction 

de ce dernier, en 6-D2-Glucose. L'analyse des monosaccharides methylés a été effectuée pour 

chaque tête de série homologue, les suivants pouvant être aisèment identifiés sur la base des 

données RMN. Dans un but de simplification, les différents oligosaccharides alditols ont été 

décrits selon un ordre logique de complexité croissante, qui ne tient pas compte de leur 

numérotation sur les enregistrements de chromatographie liquide. 

IV.B. 1. Structures renfermant le noyau Gal(p1-3)[GicNAc(p1-

6)]Ga/NAc-ol (noyau de type 2) 

Les oligosaccharides alditols 200-1-2 et 200-11-6 possèdent un noyau de type: Gal(f31-

3)[GlcNAc(f31-6)]GalNAc-ol. Cette caractéristique découle naturellement des valeurs des 

glissements chimiques des protons H-6 et H-6' de l'unité de GalNAc-ol, respectivement à 

3,938 et 3,684 ppm pour le premier; et 3,937 et 3,671 pour le second. 

L'analyse du spectre COSY de 200-II-6 (figure 34) met en évidence la présence de 

deux unités de Fucose (F2 et F3
), d'une unité de GleNAc et d'une unité de galactose. Des 

valeurs de glissements chimiques de F2 H-1, H-5 et H-6 et du déblindage du proton H-1 de 

l'unité f3-Gal, la séquence Fuc(a.1-2)Galf3 peut aisèment être identifiée. 

Les deux quadruplets observés à 4,361 et 4,251 ppm sont caractéristiques des protons H-6 et 

H-6' d'un N-acétylglucosamine sulfatée sur le carbone 6 (Strecker et al. 1997). Une analyse 

complémentaire en MALDI-TOF a confirmé la présence de ce groupement sulfate (ou 

phosphate). L'assurance de la présence de sulfate est confirmée par l'absence de couplage 

additionnel 3JH,P, qui aurait découplé les signaux H-6 et H-6' en octuplets. Les signaux relatifs 
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aux protons H-1, H-5 et H-6 de la seconde unité de Fucose sont caractéristiques de la liaison 

Fuc(al-3)GlcNAc qui est fréquent chez de nombreuses espèces d'amphibiens (Maes et al, 

1997,a). 

En ce qui concerne l'oligosaccharide alditol 200-1-2 (figure 35), il est aisé de constater 

que les seules différences portent sur l'absence du signal relatif au fucose F2, et au blindage 

(.18 = -0,112 ppm) du proton anomère du ~-galactose (8 = 4,461 ppm), prouvant ainsi qu'il 

s'agit de la forme monofucosylée du 200-11-6. 

Sur la base de ces données, les structures des oligosaccharides 200-1-2 et 200-ll-6 ont 

été etablies comme suit: 

HS0.(6) )GlcNAc(~l-6)'\. 
Fuc(al-3) GalNAc-ol 

Gal(~l-3) / 
200-I-2 

HS0.(6) 3 
)GlcNAcUH-6) 

Fuc(al-3) "GaiNAc-ol 
Gal@l-3) / 

Fuc(al-2) 1 

200-II-6 

IV.B.2. 0/igosaccharide a/dito/200-1-1 

L'analyse par spéctrométrie de masse MALDI-TOF de l'oligosaccharide alditol 200-1-

1 fournit un ion pseudo-moléculaire [M-H]- rn/z 772, correspondant à la composition molaire 

suivante: !sulfate, 2 Gal, 1 Fuc et 1 GalNAc-ol. 

L'analyse du spectre COSY (figure 36) confirme la présence de deux unités ~-Gal, sur 

la base des constantes de couplage J1,2; h3; h4 et hs (-8H2; -8H2; -3H2; -IH2). 

Etant donné que les protons H-6 et H-6' de l'unité GalNAc-ol possèdent des 

glissements chimiques identiques (- 3,67 ppm), il est aisé de conclure en la présence d'un 

hydroxyde libre en position 6. Les paramètres relatifs à l'unité a-Fuc sont caractéristiques 

d'une liaison a1,2. L'unité Gal III, dont les protons H-3 et H-4 sont déblindés à 8 = 4,332 et 

4,290 ppm, respectivement, est sulfatée en position C-3 (Maes et al. 1997,a). 

Les glissements chimiques des protons H-3 et H-4 (8 = 4,036 et 4,241 ppm) de l'unité 

Gal II sont caractéristiques d'une substitution en 3 et en 4 par le galactose Gal III. 
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La séquence HS03(3)Gal(f31-4)[Fuc(a1-2)]Gal(f31-3)GalNAc-ol a été précédemment 

étudiée par spectroscopie hétéronucléaire, prouvant définitivement sa structure (Maes et al. 

1997,a). Dans ce cas, les protons H-1, H-3 et H-4 de l'unité Gal II résonnaient respectivement 

à ô= 4,598, 3,817 et 3,988 ppm. Dans le cas de l'oligosaccharide 200-I-1, le déblindage (~ô= 

+ 0,052 ppm) qui affecte le proton anomère de Gal II prouve une substitution plus proche de 

C-1, c'est-à-dire en C-3. 

Sur la base de ces données, la structure de l'oligosaccharide alditol 200-I-1 a été 

établie comme suit : 

GalNAc-ol 

/Gal(f31-3)/Gi al(JH-3) / 200-I-1 

HSOa(3) Fuc(al-2) 

IV.B.3. 0/igosaccharide a/dito/ N-11-Bb 

L'analyse MALDI-TOF de l'oligosaccharide N-II-8b fournit un ion pseudo

moléculaire [M+Nat à m/z 960, caractéristique de la composition en sucres suivante: 2 

HexNAc, 1 GalNAc-ol, 1 Gal et 1 désoxyhexose. 

Les glissements chimiques des protons H-2, H-5, H-6 et H-6' de l'unité GalNAc-ol 

temoignent de la présence d'un noyau de type 2. Le galactose est en position terminale non 

réductrice, d'après les valeurs des glissements chimiques des protons H-3 et H-4. La seconde 

branche, liée en position C-6 de GalNAc-ol, possède la séquence suivante: GlcNAc(f31-

3)[Fuc(al-4)]GlcNAcf31- (figure 37). 

En effet, cette séquence a été décrite à propos de la mucine de Rana utricularia 

(Morelle et Strecker, 1997,c). Les paramètres RMN de N-II-8b sont en tous points conformes 

à ceux décrits précédemment. En particulier, le couplage fort entre les protons H-2 et H-3 de 

GleNAc III' provoque une distorsion du signal H-1 observé à ô = 4,644 ppm. 

Sur la base de ces données RMN, la séquence de l'oligosaccharide alditol N-II-8b a été 

établie comme suit : 
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Tableau 1: Glissements chimiques des protons des oligosaccharides 200-I-2, 200-II-6, 200-1-1 

etN-II-8b. 

~ol ~ol ~ ~ 1-6 
2()()...1-2 

GaiNAc-ol (1) H-1 3,777 3,78 3,79 3,787 
H-1' 3,728 3,78 3,79 3,74 
H-2 4,392 4,392 4,361 4,388 
H-3 4,052 4,078 4,116 4,056 
H-4 4,456 3,507 3,558 3,470 
H-5 4,259 4,244 4,146 4,261 
H-6 3,938 3,937 3,68 3,91 
H-6' 3,684 3,671 3,66 1 3,639 
NAc 2,066 2,065 2,051 1 2,005 

Gal(f31-3) (Il) H-1 4,461 4,573 4,65 4,467 
H-2 3,568 3,685 3,808 3,559 
H-3 3,670 3,87 4,036 3,675 
H-4 3,900 3,918 4,241 3,91 

1 
1 

GlcNAc(f31-6) (Il') H-1 4,568 4,584 
1 4,467 

H-2 3,854 3,861 3,854 
H-3 3,639 1 3,677 3,994 
H-4 3,609 3,597 3,721 
H-5 3,705 3,74 3,524 
H-6 4,357 4,361 3,974 
H-6' 4,255 4,251 3,862 
NAc 2,055 2,051 2,067 

Fuc(a1-3) (F3) H-1 4,986 4,991 
H-2 3,688 3,677 
H-3 N.D. i N.D. 
H-4 3,80 l 3,80 
H-5 4,324 ', 4,324 

CH3 1,162 1,165 
1 

Fuc(a1-2) (F2
) H-1 5,245 5,373 

H-2 3,807 3,775 
H-3 3,935 1 3,916 
H-4 3,87 3,82 
H-5 4,251 4,275 

CH3 i 1,241 1,24 
1 --

1 

Gal(f31-3) (Ill) H-1 4,73 
H-2 3,769 
H-3 4,332 

-
H-4 1 4,290 
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GlcNAc(j31-3) (Ill') H-1 4.644 
H-2 3.612 
H-3 3.612 
H-4 3.218 
H-5 3.391 
NAc 2.102 

Fuc(a.1-4) H-1 5.012 
H-2 3.806 
H-3 3.80 
H-4 1 3.90 
H-5 4.81 
CH3 1.277 

Notations symboliques: 

Postion des liaisons 

o-ol GaiNAc-ol 

<> o:GaiNAc 

~ j3GaiNAc 

• j3GicNAc 

IJ o:Gal 

• j3Gal 

D o:Fuc 

121 j3GicA 

0 o:NeuAc 
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Fuc( al-4)GlcNAc(fH -6) '\. . 
/ GalNAc-ol 

GlcNAc(f31-3) Gal(IH-3) / 
N-II-8b 

Cette structure a été en outre vérifié par méthylation (figure 38) 

JV.B.4. 0/igosaccharides alditols 100-2 et 100-5 

Le spectre RJ\.1N de l'oligosaccharide 100-2 (figure 39)est identique à celui d'un 

constituant isolé de la mucine Bufo arenarum (Morelle et al., 1998,a) dont la structure était: 

GaiN Ac(~ l-4)Gal(~l-3)GalNAc-ol 
NeuAc(a2-3)/ 

Cependant, l'absence du groupement acétamido et la présence d'un singulet à ù = 4,12 

ppm montrent que l'acide sialique est, dans notre cas, de l'acide N-glycolylneuraminique. 

L'oligosaccharide 100-5 (figure 40) possède une unité d'a.-galactose supplémentaire 

(ùH-1= 4,980 ppm; J1,2= 4Hz). Nous observons également un déblindage de la résonance H-4 

de l'unité ~-GalNAc, observée à ù = 4,076 ppm. 

Sur la base de ces observations, les structures des oligosaccharides alditols 100-2 et 

100-5 sont les suivantes: 

GalNAc-ol 
GalNAc(j31-4)Gal(~ 1-3) / 
NeuGc(a2-3)/ 

100-2 

GalNAc-ol 
Gal(al-4)GalNAc$1-4)Gal(j31-3Y 

NeuGc(a2-3)/ 
N-II-14 
100-5 
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Figure 40: Spectre COSY de l'oligosaccharide alditol 100-5. 
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RESULTATS 

Tableau 2: Glissements chimiques des protons des oligosaccharides 100-2 et 100-5: 

~ol i~~~~l 0-2 
(_) 

GaiNAc-ol (1) H-1 N.D. 3,774 
H-2 4,378 4,382 
H-3 4,063 4,073 
H-4 N.D. 3,523 
H-5 4,162 4,157 
H-6 N.D. 3,678 
H-6' N.D. 3,645 
NAc 2,048 2,048 

Gai(J31-3) (Il) H-1 4,569 4,570 
H-2 N.D. 3,418 
H-3 4,177 4,189 
H-4 4,099 4,189 

GaiNAc(J31-4) (Ill) H-1 4,735 4,871 
H-2 3,903 3,992 
H-3 N.D. 3,767 
H-4 3,919 4,076 
NAc 2,032 2,029 

Gal(cx1-4) (IV) H-1 4,980 
H-2 3,829 
H-3 4,006 
H-4 4,006 
H-5 4,382 
H-6,6' 3,673 

NeuGc (N) H-3eq 2,705 2,700 
H-3ax 1,945 1,960 
H-4 N.D N.D 
H-5 N.D N.D 
H-6 N.D 3,752 
H-7 N.D 3,608 
H-8 N.D 3,865 
H-9 N.D 3,925 
H-9' N.D 3,636 
Ge 4,12 4,12 

98 



RESULTATS 

IV.B.5. 0/igosaccharides alditols possédant le noyau Gal(a1- rii"iJ\ 
3)[Fuc(a1-2)]Galf31 ® 

Les oligosaccharides alditols N-II-6d, N-II-8d, 200-1-7, 100-6 et N-Il-lOc ont comme 

point commun de posséder le noyau Gal(al-3)[Fuc(al-2)]Galf31-. Il s'agit de l'épitope du 

groupe sanguin B dont l'unité d'a-Gal est toutefois substitué par un résidu de f3-Gal. 

Pour le premier composé de cette série, N-11-6d, la présence de deux unités de f3-Gal, 

une unité de a-Gal et une unité d'a-Fuc est directement deduite de l'analyse du spectre COSY 

à deux relais (figure 41 ), sur lequel ces monosaccharides ont été identifiés sur la base de la 

mesure des constantes de couplage de protons des cycles pyranniques. Le déplacement 

chimique du proton H-1 du f3-Gal II est caractéristique d'une substitution en C-2 et C-3 par du 

fucose et de l'a-galactose, comme il a été montré pour les substances de groupe sanguin B. 

Cependant, le proton anomère de l'unité a-Gal est ici déplacé de vers les champs 

faibles à()= 5,498 ppm, témoignant de sa substitution. Les paramètres RMN de l'unité f3-Gal 

supplémentaire (Gal IV) confirment que ce monosaccharide est en position terminale non 

réductrice. 

Ces données sont confirmées par l'analyse des dérivés méthylés (figure 42), qui sont 

respectivement le 2,3,4-tri-0-méthylfucose, le 2,3,4,6-tétra-méthyl-galactose, le 2-

acétyl,3,4,6-tri-méthylgalactose, le 2,3-di-acétyl,4,6-di-méthylgalactose et le 3-acétyl,1,4,5,6-

tétra-méthyl-N-acétyl( méthyl )galactosaminitol. 

Après une défucosylation réalisée par hydrolyse partielle (CF3COOH 0,5N, 30 

min)00°c), nous observons la disparition du 2,3-di-acétyl,4,6-di-méthyl-galactose et 

l'apparition du 2,4,6-tri-méthyl-galactose (figure 43). 

La structure de l'oligosaccharide N-II-6d est donc la suivante: 

GalNAc-ol 
, , /Gal(~l-3)/ T 

Gaha.l-3) 1 N-II-6d 
1 ' 

Gal(j31-2) Fuc(al-2) 
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Figure 41: Spectre COSY double relai de l'oligosaccharide alditol N-II-6d. 
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RESULTATS 

L'oligosaccharide N-ll-8d possède une unité de N-acétylglucosamine supplémentaire, 

comme le prouve la présence des signaux (figure 44) à 8 = 4,565 ppm (H-1, doublet), 3,717 

ppm (H-2, triplet), 3,540 ppm (H-3, triplet), 3,44 ppm (H-4, triplet) et 2,062 ppm (acétamido). 

Les déplacements chimiques des protons H-6 et H-6 'de GalNAc-ol, observés à 8 = 3,930 et 

3, 713 ppm prouvent une substitution par une unité de N-acétylglucosamine. Les autres 

paramètres RMN rélatifs aux unités Gal II, Gal rn et Fucose demeurent inchangées, 

démontrant ainsi que l'oligosaccharide N-II-8d est une extention de N-II-6d par une N

acétylglucosamine liée en C-6 sur le N-acétylgalactosaminitol: 

GlcNAc(f31-6h, 
/GalNAc-ol 

Gal(l31-3) 
Gal(a.l-3)/ 1 N-II-8d 

Gal(l31-2)1 Fuc(a.l-2) 

L'analyse MALDI-TOF du composé 200-1-7 fournit un ion pseudomoléculaire à [M

Hr = 1137, caractéristique de la composition molaire: 1 HexNAc, 3 Gal, 1 Fuc, 1 GalNAc et 

1 sulfate. 

La sulfatation de l'unité GleNAc II' est vérifiée sur le spectre COSY (figure45) par 

l'observation des signaux relatifs aux protons H-6 et H-6 ', à 8 = 4,357 et 4,226 ppm, 

respectivement. 

L'ensemble des autres paramètres RMN sont identiques à ceux décrits pour 

l'oligosaccharide N-ll-8d, conduisant à proposer la séquence suivante: 

HS03(6)'-
GlcNAc(f31-6)'

GalNAc-ol 
/Gal(f31-3)/ 

Gal(a.l-3) 1 

Gal(l31-2)1 Fuc(a.l-2) 
200-I-7 

La comparaison des spectres RMN de 200-1-7 et 100-6 (figure 46) montre la présence 

d'un nouveau proton anomère (ùH-1 = 4,992 ppm; J1,2 = 2.5 H-2) et d'un groupement méthyl 

(8 = 1,163 ppm) qui témoignent de la présence d'une unité de Fuc liée en a1,3 sur l'unité 

GleNAc II'. 
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Figure 44: Spectre COSY double relai de l'oligosaccharide alditol N-II-8d. 
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Figure 45: Spectre COSY de l'oligosaccharide alditol200I-7. 105 
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RESULTATS 

Les paramètres RMN de ce fucose ont été souvent observés à de nombreuses reprises 

et sont remarquablement stables d'un oligosaccharide à l'autre (Maes et al. 1997,a). 

La structure de l'oligosaccharide 100-6 est donc la suivante: 

HS0,.(6)'\. 
/GleNAc(~ 1-6)'\. 

Fuc{ril-3) · GalNAc-ol 
Gal(f31-3)/ 

Gal(a1-3)/ 1 100-6 
Gal(JH-2)1 Fuc(a.l-2) 

Le spectre COSY double relai de l'oligosaccharide N-Il-lOc (figure 47) montre la 

présence de 2 unités de fucose, 3 unités de 13-galactose, d'une unité a-Gal et d'une unité de N

acétylgalactosaminitol. Le déplacement chimique du proton anomère de Gal III, à o = 4,908 

ppm est caractéristique de la séquence Fuc(a1-2)Gal(I31-3)[Fuc(al-2)]Gall31 (Strecker et al. 

1995). 

Les paramètres de l'unité Gal V sont identiques à ceux du galactose terminal lié en 131-

2 sur l'a -galactose de l'épitope B, décrit plus haut. 

Sur la base de ces données RMN, la structure de 'oligosaccharide N-Il-lOc peut être 

établie comme suit: 

Gal(~l-3)/ 
Gal(l31-3( j 

Gal(a.l-3)/ 1 Fuc(a.l-2) 
Gal(!.'\1-2)1 Fuc(a.l-2) 

GalNAc-ol 

N-Il-lOc 

Afin de vérifier cette séquence, nous avons en outre analysé les ethers méthyliques 

résultants du cycle méthylation-méthanolyse-acétylation du composé natif et défucosylé. 

Les produits obtenus ont été les suivants: 

..- Oligosaccharide natif (figure 48): 
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Figure 48: Spectres GC/MS après méthylation de l'oligosaccharide N-Il-lOc. 
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RESULTATS 

* méthyl-2,3,4-tri-0-méthylfucoside 

* méthyl-2,3, 4 ,6-tetra-0-méthylgalactoside 

* méthyl-2,3-di-acétyl, 4,6 di-0-méthylgalactoside 

* méthyl-2-0-acétyl,3,4,6,-tri-O-méthylgalactoside 

* 3-0-acétyl,l,4,5,6-tetra-O-méthyl-N-acétyl (méthyl)galactosaminitol. 

..- Oligosaccharide défucosylé: 

* méthyl-2,3, 4 ,6-tetra-0-méthylgalactoside 

* méthyl-3-0-acétyl-2,4,6-tri-0-méthylgalactoside 

* méthyl-2-0-acétyl-3,4,6-tri-0-méthylgalactoside 

* 3-0-acétyl, 1, 4,5 ,6-tetra-0-methyl-N -acétyl( méthyl)galactosaminitol. 

La séquence de cet oligosaccharide a également été confirmé par étude des contacts 

nOe (figure 47): 

..- H-1 Gal V ~ H-1, H-2, H-3 Gal IV (liaison 1,2) 

..- H-1 Fuc III ~ H-2 Gal III (liaison 1,2) 

..- H-1 Gal Ill ~ H-2, H-3, H-4 Gal II 

..- H-1 Gal II ~ H-3 GalNAc-ol I . 

La structure de l'oligosaccharide N-Il-lOc a pu donc aussi être confirmée grâce à ces 

deux experimentations complémentaires. 

Une étude par modélisation moléculaire a été éffectuée sur l'oligosaccharide N-Il-lOc 

(Viviane DURIER et Gérard VERGOTEN). L'une des conformations d'énergie minimale est 

représentée dans la figure 49. Les distances interatomiques sont reportées ci-après. 

A l'exception de la distance H-1 Fuc(Il)/H-5 Fuc(III), qui est alors de 5,6 A, 

l'ensemble de ces paramètres confirme l'attribution des effets nOe observés. Toutefois, 
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RESULTATS 

Tableau 3: Glissements chimiques des protons des oligosaccharides N-II-6d, N-II-8d, 
200-I-7, 100-6 et N-Il-lOc: 

~ ~ ~~~ ~ d 
d 

GaiNAc-ol (1) H-1 ,1' 3,79 3,79 3,778 3,79 3,75 
H-2 4,363 4,367 4,354 4,378 4,302 
H-3 4,104 4,097 4,080 4,101 4,064 
H-4 3,555 3,534 3,559 3,560 3,623 
H-5 4,133 4,217 4,195 4,20 4,236 
H-6 3,68 3,930 3,927 3,933 3,80 
H-6' 3,63 3,713 3,685 3,699 3,78 
NAc 2,049 2,055 2,053 2,054 2,047 

Gal(~1-3) (Il) H-1 4,669 4,656 4,673 1 4,668 4,695 
H-2 3,911 3,900 3,905 3,914 3,795 
H-3 4,060 4,057 4,048 4,056 4,185 
H-4 4,327 4,324 4,312 4,320 4,028 
H-5 3,763 3,743 3,743 N.D. N.D. 

Gal(a1-3) (Ill, IV) H-1 5,498 5,507 5,495 5,495 5,471 
H-2 3,995 3,993 3,974 1 3,986 3,977 
H-3 ' 4,079 4,085 4,063 4,085 4,052 
H-4 4,055 4,061 4,073 4,065 4,038 
H-5 4,121 4,131 4,135 4,145 4,076 
H-6 3,79 3,78 3,775 3,75 3,65 
H-6' 3,74 3,74 3,737 3,75 3,65 

1 

GleNAc(~ 1-6) (Il') H-1 1 4,565 4,591 4,504 
H-2 3,717 3,725 l 3,850 
H-3 3,540 3,546 N.D. 
H-4 1 3,44 3,504 N.D. 
H-5 i 3,45 3,682 3,703 1 

H-6 1 3,937 4,357 4,365 1 

H-6' i 3,754 4,226 1 4,250 
NAc 2,062 2,062 2,046 

1 

Fuc(a1-2) (F211) H-1 1 5,337 i 5,311 5,323 
1 5,323 1 5,383 

1 1 

H-2 3,79 1 3,78 3,778 3,79 3,773 
H-3 1 

3,80 1 3,78 3,778 1 
N.D. 1 3,851 

r 

H-4 i 3,82 
1 

3,82 3,778 3,80 1 3,805 
H-5 1 4,327 4,315 

1 
4,199 4,074 1 

4,294 

CH3 1,237 
1 

1,235 1 1,233 1,235 i 1,230 1 

1 1 

Gal(~1-2) (IV,V) H-1 4,583 4,582 4,581 1 4,696 
H-2 1 3,612 3,610 3,616 3,628 
H-3 3,670 3,667 3,599 3,665 
H-4 3,916 3,920 3,908 

' 
3,921 

: 
1 1 1 
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RESULTATS 

Fuc(a 1 -~ (F3) H-1 4.992 
·-- - - ·-- - - -- --- --

H-2 3.688 
---· - ---

H-4 3.82 
-· ---- --- - - - --- - -

H-5 4.074 
---- -- -- -- --- ·--- - -

CH3 1.163 
--·· - - -· 

·- - - - - · -
Ga1W1-3) (Ill) H-1 4.908 --

H-2 3.993 
- - -· - - -
H-3 4.023 

-- - --
H-4 4.337 - -
H-5 

1 

3.694 
- - -

Fuc(a1-2) (F201) H-1 
1 

5.337 
- --

H-2 3.790 
1 --

H-3 
1 -t 

3.715 --
H-4 3.833 

- 1 -- - -
H-5 

1 t 4.417 
- -

CH3 1.194 

Figure 49: Représentation par modélisation moléculaire d ·une conformation dans l"espace de l"oligosaccharidc N-11 - 1 Oc. 
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RESULTATS 

1' étude de la conformation de cet oligosaccharide devra être réalisé en tenant compte 

de sa solvatation. Le noyau Fuc(a1-2)Gal(j31-3)[Fuc(a1-2)]Gal a été observé à de 

nombreuses reprises chez différentes espèces (Bufo bufo, Rana arvalis, Blffo viridis, xenopus 

laevis), mais chaque fois dans un environnement différent: présence d'acide sialique, d'a-

1,4galactose, de N-acétylglucosamine. Ces différents modèles fournissent donc l'occasion 

d'analyser la conformation de molécules fucosylés, succeptibles de posséder des activités 

biologiques. 

Effets nOe Distance déduite de la 

modélisation en Â 

H-1 Gal IVH-3.GalNAc-ol 2.7 

H-1 Gal III/H-2 Gal II 4.4 

H-1 Gal III/H-3 Gal II 2.5 

H -1 Gal III/H-4 Gal II 3.7 
-

H-1 Gal IV/H-3 Gal III 2.4 

H-1 Gal V/H-1 Gal IV 4.4 

H-1 Fuc IVH-1 Gal III 2.5 

H-1 Fuc III! H-1 Gal III 2.9 

H-1 Fuc II/H-5 Fuc III 5.6 

H-1 Fuc III/H-5 Fuc II 3.8 
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RESULTATS 

IV.B.6. 0/igosaccharides alditols possèdant la séquence GlcA(p1-

3)Gaf(P1-3) Gai(P1-3)Ga/NAc-ol 

Les oligosaccharides 100-7, 100-10 et 400-II-3 possèdent la séquence, GlcA(f31-

3)Gal(f31-3)Gal(f31-3)GalNAc-ol, qui a été établie sur la base de l'analyse des dérivés 

méthylés de la spectrométrie de masse. 

Une étude complète de l'oligosaccharide 100-7 a été réalisée. Une analyse en MALDI

TOF a fournit un ion pseudo-moléculaire [M-Hr à m/z 868, indiquant la composition molaire 

suivante: 1 acide uronique, 2 galactose, 1 fucose et 1 N-acétylgalactosaminitol. 

De l'analyse RMN (figure 50), il ressort immédiatement que cet acide uronique ne peut 

être de la série galactose sur la base de la forme des signaux H-2, H-3 et H-5. Cependant,ces 

signaux ne sont pas de véritables triplets (série gluco) et l'analyse du spectre COSY double 

relai de 100-10 (figure 51) ne permet pas d'étendre les correlations au-delà du proton H-4, à 

partir du proton H-2 (ù = 3,429 ppm). Nous supposons donc que les protons H-4 et H-5 de cet 

acide uronique possèdent le même glissement chimique et qu'un couplage virtuel fort affecte 

le signal du proton H-3, observé sous la forme d'un octuplet. 

Cet acide uronique a donc été identifié après un cycle de réactions impliquant une 

perméthylation, une reduction de la fonction carboxyméthylester par BD4Na, une nouvelle 

méthylation, une méthanolyse et une acétylation (figure 52). Dans ces conditions, l'analyse 

GC-MS conduit à l'identification de: 

* méthyl-2,3,4-tri-0-méthylfucoside 

* méthyl-2,3,4,6-tetra-O-méthyl-6Dz-glucoside 

* méthyl-3-0-acétyl-2,4,6-tri-0-méthylgalactoside 

* méthyl-2,3-di-0-acétyl-4,6-di-méthylgalactoside 

* 3-0-acétyl-1,4,5,6-tetra-0-méthyl-N-acétyl(méthyl)galactosminitol. 
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RESULTATS 

Ce résultat permet donc de préciser la nature de l'acide uromque - l'acide 

glucuronique- qui est donc situé en position terminale non réductrice. 

De l'analyse du spectre RMN, nous pouvons identifier la séquence Gal(f31-3)[Fuc(a.l-

2)]Gal, sur la base des déplacements chimiques des protons H-2, H-3 et H-4 de l'unité Gal II, 

et par comparaison avec les résultats de la méthylation. 

100-7: 

L'ensemble de ces résultats permet donc d'établir la structure de l'oligosaccharide 

Gal(i31-3)/ 
Gal(lH-3)/ 1 . 

GlcA(~l-3)/ Fuc(a.l-2} 

GaiNAc-ol 

N-II-15 
100-7 
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IV Ill Il 1 
GlcA(J31-3)Gal(~ 1-3) /Gal(~ 1-3)GaiNAc-ol 

Fuc(a 1-2) A1111 

F I~IV 

RESULTATS 

r 

3.4 

3.8 

4.2 

4.6 

0 

5.0 

5.4 

5.4 5.0 4.6 

Figure 50: Spectre COSY de l'oligosaccharide alditol 100-7. _ 
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rr 
GfcNAc(f3 1-6) "- . 

IV Ill Il "- 1 
GlcA(J31-3)Gai(J31-3) Gai(J31-3)GaiNAc-ol 

1 
Fuc(a 1-2) 

RESULTATS 

F 

3.4 

,, 
3.8 

1 t 0 

4.2 

4.6 

5.0 

5.4 

t 

Figure 51: Spectre COSY double relai de l'oligosaccharide aldi toi 100-1 O. 
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Figùre 52: Spectres GC/MS après méthylation de l'oligosaccharide alditoll00-7. 
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RESULTATS 

Les oligosaccharides 100-10 et 400-ll-3 (figure 53) possède ce même noyau, 

augmenté d'un résidu de GleNAc lié en C-6 sur le N-acétylgalactosaminitol (GalNAc-ol: H-6 

= 3,928 et H-6' = 3,715 ppm). Le composé 400-ll-3 est en outre sulfaté en position C-6 de la 

N-acétylglucosamine (GleNAc: H-6 = 4,364 et H-6' = 4,237 ppm). Il renferme en outre une 

unité de fucose liée en C-3 de l'osamine (Fuc: H-1 = 5,000 etH-6 = 1,162 ppm). 

Les structures des oligosaccharides 100-10 et 400-ll-3 sont donc les suivantes: 

GlcNAc(IH-6h. 
GalNAc-ol 

Gal(JH-3)/GI al(fH-3)/ 100-10 

GlcA(I31-3)/ Fuc(al-2) 

HSOa(6) "GicNAc(l31-6) 
Fuc(al-3)/ "GaiNAc-ol 

Gal(l31-3)/ 
Gal(jH-3)/ 1 400-II-3 

GlcA(I31-3)/ Fuc(al-2) 

IV. B. 7. 0/igosaccharides alditols possèdant le noyau Gai(P1-

4)[Gai(P1-3)]Galp1 

L'oligosaccharide 100- 9 est le premier composé de cette série. L'analyse du spectre 

COSY double relai (figure 54) met en évidence un proton anomère fortement deblindé 

correspondant à une unité de 13-galactose (8 = 4,863 ppm). Cette particularité est propre à 

deux types de séquences déjà étudiées: Fuc(a.l-2)Gal(l31-3)[Fuc(a1-2)]Galj31 et Gal(l31-

4)[Fuc(a1-2)]Gal(l31-3) (Maes et al. 1997,a; Plancke et al. 1995; Strecker et al. 1995). 

Dans le cas de l'oligosaccharide 100-9, un seul résidu de fucose est identifié; d'autre 

part, le fort déblindage de Gal ll H-4 (8H-4 = 4,442 ppm) est lui aussi caractéristique de la 

présence du galactose lié en C-4. 

L'analyse des ethers méthyliques a été réalisée selon le protocole utilisé pour 

l'élucidation de l'oligosaccharide 100-7. Les dérivés identifiés (figure 55) sont: 

* méthyl-2,3,4-tri-0-méthylfucoside 
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Figure 53: Spectre COSY de l'oligosaccharide alditol400-TI-3 (à température 330°k). 
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RESULTATS 

Tableau 4: Glissements chimiques des protons des oligosaccharides 100-7et 100-10 (à 300°k); 

et 400-II-3 (à 330°k): 

~1 ~ ~ 00-7 
0 

K 

GaiNAc-ol (1) H-1 ,1' 3.80 3.78 3.78 
H-2 4.360 4.363 4.364 
H-3 4.116 4.107 4.106 
H-4 3.564 3.541 3.567 
H-5 4.146 4.228 4.177 
H-6 3.69 3.928 3.939 
H-6' 3.64 3.715 3.696 
NAc 2.051 2.056 2.054 

Gai(J31-3) (Il) H-1 4.652 4.641 4.631 
H-2 3.806 3.798 3.805 
H-3 4.026 4.015 4.003 
H-4 4.238 4.230 4.217 
H-5 3.776 3.76 N.D 

Gal (131-3) (Ill) H-1 4.676 4.676 4.667 
H-2 3.767 3.766 3.795 
H-3 3.765 3.807 3.807 
H-4 4.196 4.194 4.196 
H-5 3.701 N.D. N.D 

GlcA(j31-3) (IV) H-1 4.676 4.674 4.684 
H-2 3.429 3.425 3.428 
H-3 3.526 3.519 3.523 
H-4 3.73 3.724 3.723 
H-5 3.73 3.73 3.73 

Fuc(a1-2) (F2
) H-1 5.377 5.349 5.373 

H-2 3.782 3.788 3.793 
H-3 3.911 3.911 N.D 
H-4 3.82 3.82 N.D 
H-5 4.279 4.263 4.260 
CH3 1.237 1.237 1.243 

GlcNAc(~1-6) (111 H-1 4.561 4.621 
H-2 3.711 3.833 
H-3 3.539 N.D 
H-4 3.443 N.D 
H-5 3.45 3.694 
H-6 3.936 4.364 
H-6' 3.751 4.237 
NAc 2.039 2.039 
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RESULTATS 

Fuc(a.1-3) H-1 5.000 
H-2 3.717 
H-5 4.312 
CH3 1.162 
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Figure 54: Spectre COSY double relai de l'oligosaccharide alditol 100-9. 
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Figure 55: Spectres GC/MS après méthylation de l'oligosaccharides alditoll00-9. 
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RESULTATS 

* méthyl-2,3,4,6-tetra-0-méthylglucoside 602 

* méthyl-2,3,4,6-tetra-0-méthylgalactoside 

* méthyl-3-0-acétyl-2,4,6-tri-0-méthylgalactoside 

* méthyl2,3,4-tri-O-acétyl-6-0-méthylgalactoside 

* 3-0-acétyl-1,4,5,6-tetra-0-méthyl-N-acétyl(méthyl) galactosaminitol. 

De cette analyse, il ressort nettement que l'oligosaccharide 100-9 résulte de 

l'élongation de 100-7 par une unité de f3-galactose liée en C-4 du galactose II: 

Gal(~l-4)Gal(~l-3)/ 

Gal(~l-3)/ 
GlcA(~l-3)/ 

Fuc(al-2) 

GalNAc-ol 

N-II-16 
100-9 

Les oligosaccharides 100-12, 400-II-4 et 400-II-5 fournissent des spectres RMN 

voisins (figures 56 et 57), dans lesquels nous notons la présence d'une unité de N

acétylglucosamine supplémentaire, lié en position C-6 du N-acétylgalactosaminitol. Pour 

100-12, nous observons (GalNAc-ol: H-6 = 3,72 et H-6' = 3,706 ppm; GleNAc II': H-1 = 

4,547 ppm). 

La N-acétylglucosamine du composé 400-II-4 est en outre sulfatée sur son carbone 6 

(GleNAc H-6 = 4,364 et H-6' = 4,234 ppm). 

Quant à l'oligosaccharide 400-II-5, une unité de fucose liée en a1,3 sur la N

acétylglucosamine II' est caractérisée par les signaux relatifs aux protons (H-1 = 4,989 et H-6 

= 1,164 ppm) de ce résidu fucosyl. 

Les oligosaccharides 100-12, 400-II-4 et 400-II-5 possèdent donc les structures 

suivantes: 
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Figure 56: Spectre COSY double relai de l'oligosaccharide alditol 100-12. 
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SO H 
3 's Il' 

GlcNAc(j31-6) 
\ 1 

V Il raiNAc-ol 
Gal(j31-4)Gal(j31-3) 

IV Ill /1 
GlcA(j31-3)G~(j31-3) 1 

Fuc(a1-2) 

400-ll-4 

NAc 
JJ:" .. ·f .. 

RESULTATS 
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F2 

Fuc(a1-2) 

NAc 
n: 

\ .• ·1 

Figure 57: Spectres RMN à une dimension des oligosaccharides alditols 400-II-4 et 

400-II-5. 
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RESULTATS 

Tableau 5: Glissements chimiques des protons des oligosaccharides 100-9, 100-12, 400-ll-4 et 

400-ll-5: 

~ ~ ~ 1~ ol 

-5 2 
-4 

GaiNAC-ol (1) H-1 ,1' 3.79 3.80 N.D. N.D. 
H-2 4.363 4.355 4.351 4.344 
H-3 4.092 4.103 4.077 4.077 
H-4 3.560 3.652 N.D. N.D. 
H-5 4.106 4.241 4.173 4.170 
H-6 3.68 3.72 N.D. N.D. 
H-6' 3.65 3.706 N.D. N.D. 
NAc 2.057 2.051 2.054 2.051 

Gal(f31-3) (Il) H-1 4.658 4.674 4.681 4.678 
H-2 3.941 3.952 N.D. N.D. 
H-3 4.111 4.110 4.114 4.115 
H-4 4.442 4.445 4.441 4.443 

Gal(f31-3) (Ill) H-1 4.680 4.694 4.681 4.678 
H-2 3.77 3.78 N.D. N.D. 
H-3 3.81 3.81 N.D. N.D. 
H-4 4.194 4.195 4.190 4.187 
H-5 3.70 N.D. N.D. N.D. 

-

GlcA(f31-3) (IV) H-1 4.682 4.694 4.681 4.678 
H-2 3.434 3.426 N.D. N.D. 
H-3 3.521 3.519 N.D. N.D. 
H-4 3.726 3.723 N.D. N.D. 
H-5 3.72 3.72 N.D. N.D. 

Gal(f31-4) (V) H-1 4.863 4.866 4.862 4.863 
H-2 3.578 3.565 N.D. N.D. 
H-3 3.696 3.698 N.D. N.D. 
H-4 3.895 3.894 N.D. N.D. 

Fuc(a.1-2) (F2
) H-1 5.404 5.404 5.407 5.405 

H-2 3.779 3.783 N.D. N.D. 
H-3 3.926 3.921 N.D. N.D. 
H-4 3.798 3.790 N.D. N.D. 
H-5 4.278 4.289 4.286 
CH3 1.235 1.236 1.233 1.234 
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RESULTATS 

GlcNAc(J31-6) (Il') H-1 4,547 4,583 4,597 
H-2 3,697 N.D. N.D. 
H-3 3,535 N.D. N.D. 
H-4 3,444 N.D. N.D. 
H-5 3,45 N.D. N.D. 
H-6 3,948 4,364 4,363 
H-6' 3,756 4,234 4,24 
NAc 1 2,087 2,063 2,057 

Fuc(a.1-3) (F3) H-1 
1 

4,989 

CH3 1,164 
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RESULTATS 

GlcNAc(f31-6), 
GalNAc-ol 

HS03(6)'\.. 
GlcNAc(IH -6) '

GalNAc-ol 
Gal(f31-4)Gal(f31-3)/ 

Gal(f31-3) / 
GlcA(f31-3)/ 

N-II-17 
100-12 

Gal(~l-4)Gal(f31-3)/ 

Gal(f31-3)/ 
GlcA(f31-3)/ 

Fuc(cx.l-2) Fuc(o:l-2) 

HS0.(6)'\.. 
Fuc( cr 1-3) /GlcNAc(f3l-6) '\.. GalNAc-ol 

Gal(IH -4)Gal(f31-3)/ 

Gal(JH-3)/ 400-II-5 

GlcA(f31-3{ F ( ) uc crl-2 

IV.B.B. 0/igosaccharide a/dito/100-11 

400-II-4 

L'analyse MALDI-TOF de l'oligosaccharide 100-11 fournit un ion pseudo-moléculaire 

[M-Hr à m/z = 1233, correspondant à la composition molaire suivante: 1 Fuc, 3 Gal, 1 GlcA, 

1 HexNAc et 1 GalNAc-ol. 

L'unité de N-acétylhexosamine a été identifiée à l'a-N-acétylgalactosamine, sur la base 

des constantes de couplage h2 à J4,5 qui sont caractéristiques de l'anomère a d'un sucre de la 

série galacto. 

L'oligosaccharide 100-11 peut donc être considéré comme une extension de 100-9 par 

une unité a-GalNAc. Le spectre COSY double relai (figure 58) montre nettement que le 

carbone 6 de l'unité GalNAc-ol n'est pas substitué, puisque les protons GalNAc-ol H-6 et H-6' 

possèdent un glissement chimique identique. Une comparaison des spectres COSY des 

oligosaccharides 100-9 et 100-11 ne montre pas de différence essentielle, à l'exception du 

déblindage des protons H-2 (+ 0,058 ppm), H-3 (+ 0,067 ppm) et H-4 (+ 0,095 ppm) de l'unité 

Gal V. Ces déplacements chimiques sont caractéristiques du galactose substitué en C-4 par 

une unité a-N-acétylgalactosamine ou a-N-acétylglucosamine (Maes 1997,b). 

Sur la base de ces résultats, la séquence de l'oligosaccharide 100-11 a donc été établie 

comme suit: 
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Figure58: Spectre COSY double relai de l'oligosaccharide alditoll00-11. 

RESULTATS 

3.8 

4.6 

5.( 

131 



IV.B.9. 

GalNAc-ol 
GalNAc(a.l-4)Gal(~l-4)Gal(~l-3)/ 

Gal(~l-3)/ l00-1l 
GlcA(~ 1-3)/ 

Fuc(a.l-2) 

0/igosaccharide a/dito/400-11-6 

RESULTATS 

Le spectre RMN de l'oligosaccharide alditol 400-II-6 présente un profil très voisin de 

celui de 100-11 (figure 59), et les seules différences portent sur la présence d'un proton 

anomère à 8 = 4,583 ppm (GleNAc~ 1-6), de deux quadruplets à 4,366 et 4,227 ppm (H-6 et 

H-6' de GlcNAc-6-0-sulfate), et sur les paramètres de GalNAc-ol H-3 et H-5 qui sont 

caractéristiques de GalNAc-ol substitué en C-6 par une unité N-acétylglucosamine. 

De ces observations, il est donc possible de considérer l'oligosaccharide 400-II-6 

comme le résultat de l'addition de GlcNAc-6-0-sulfate en position C-6 de l'unité GalNAc-ol 

de 100-11, ou de l'élongation de l'oligosaccharide 400-II-4 par une unité GalNAc liée en al,4 

sur le ~-galactose V 

Sur la base de ces données, la séquence de l'oligosaccharide 400-II6 a été établie 

comme suit: 

IV.B.10. 

HS03(6)"-
GlcNAc(I31-6)"

GalNAc-ol 
GalNAc(a.l-4)Gal(j31-4)Gal(~l-3)/ 

Gal(f31-3)/l 
GlcA(!H-3)/ Fuc(a.l-2) 

0/igosaccharide a/dito/ 200-1-82 

400-II-6 

Une comparaison des spectres RMN des oligosaccharides 400-II-6 et 200-I-B2 

(figures 59 et 60) permet d'observer la présence, pour 200-I-B2, d'une unité Fuc(al-3) 

supplémentaire, 
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Figure 60: Spectre COSY double relai de l'oligosaccharide alditol 200-I-B2. 
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dont les principaux paramètres RMN (H-1, H-5 et H-6) sont caractéristiques de la séquence 

Fuc(a1-3)GlcNAc. 

L'ensemble des autres paramètres RMN demeure inchangé, à l'exception du proton 

H-1 de l'unité GleNAc II' dont la résonance est ici observée à ô= 4,594 ppm au lieu de 4,583 

pp m. 

Sur la base de ces observations, la structure de l'oligosaccharide 200-I-B2 a été établie 

comme suit: 

HS03(6)"-
Fuc(al-3) /GlcNAc(~l-6)' 

GalNAc-ol 
GalNAc(al-4)Gal(J31-4)Gal(J31-3)/ 

Gal(J31-3)/I 200-l-B2 
GlcA(J31-3)/ Fuc(al-2) 

IV.B.11. 0/igosaccharide aldito/100-13 

Le spectre RMN de l'oligosaccharide 100-13 (figure 61) doit être comparé avec celui 

de 100-11 (figure 58). 

En effet, nous abservons, pour 100-11, un proton anomère supplémentaire (ùH-1 = 

4,523 ppm) qui correspond à une unité de ~-galactose, sur la base de la mesure des constantes 

de couplage h2 à hs. En outre, les glissements chimiques des protons H-2, H-3 et H-4 de ce 

galactose sont caractéristiques d'un monosaccharide non substitué. L'examen des glissements 

chimiques des protons H-2, H-3 et H-4 de l'unité a-GalNAc VI montre un déblindage 

important du proton H-4 (L'lù = + 0,269 ppm), qui est caractéristique de la séquence Gal(~1-

3)GalNAc(a.-) dejà observée dans les mucines deRanapalustris (Maes 1997,b). 

Par rapport à l'oligosaccharide 100-11, nous n'observons aucune modification des 

paramètres RMN . En particulier, les résonnances de GalNAc-ol H-6, H-6' à ô = 3,66 ppm 

montrent clairement que le carbone C-6 de cette unité monosaccharidique n'est pas substitué. 
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Figure 61: Spectre COSY double relai de l'oligosaccharide alditol 100-13. 
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Tableau 6: Glissements chimiques des protons des oligosaccharides 100-11, 400-II-6 et 200-I

B2: 

00 ~ -6 ~ 
GaiNAc-ol (1) H-1 ,1' 3.80 N.D. 3.79 

H-2 4.363 4.361 4.351 
H-3 4.121 4.096 4.094 
H-4 3.574 3.616 3.652 
H-5 4.124 4.189 4.181 
H-6 3.66 N.D. 3.943 
H-6' 3.66 N.D. 3.702 
NAc 2.057 2.058 2.058 

Gal(l31-3) (Il) H-1 4.687 4.690 4.692 
H-2 3.955 3.953 3.949 
H-3 4.131 4.130 4.131 
H-4 4.454 4.451 4.452 

Gal(l31-3) (Ill) H-1 4.685 4.683 4.686 
H-2 3.79 N.D. 3.79 
H-3 3.83 N.D. 3.81 
H-4 4.192 4.187 4.189 

GlcA(j31-3) (IV) H-1 4.68 4.681 4.681 
H-2 3.428 3.426 3.424 
H-3 3.519 N.D. 3.519 
H-4 3.725 N.D. 3.723 
H-5 3.73 N.D. 3.73 

Gal(l31-4) (V) H-1 4.921 4.932 4.936 
H-2 3.636 N.D. 3.646 
H-3 3.763 N.D. 3.756 
H-4 3.980 3.977 3.980 

GaiNAc(a1-4) (VI) H-1 4.911 4.916 4.917 
H-2 4.185 N.D. 4.186 
H-3 4.002 4.030 4.030 
H-4 4.046 4.061 4.046 
H-5 4.423 4.416 4.420 
H-6,6' 3.721 N.D. 3.72 
NAc 2.090 2.091 2.092 

Fuc(a1-2) (F2) H-1 5.404 5.233 5.411 
H-2 3.784 N.D. 3.783 
H-3 3.924 3.910 3.922 
H-4 3.802 N.D. 3.80 
H-5 4.293 4.288 4.305 
CH3 1.241 1.235 1.235 
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GlcNAc(~1-6) (Il') H-1 4.583 4.594 
H-2 N.D. 3.859 
H-3 N.D. 3.690 
H-4 N.D. 3.590 
H-5 N.D. 3.699 
H-6 4.366 4.367 
H-6' 4.227 4.245 
NAc 2.061 2.043 

Fuc(a1-3) H-1 4.987 
H-2 3.687 
H-3 3.837 
H-4 3.80 
H-5 4.305 
CH3 1.160 
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Sur la base de ces observations, la structure de l'oligosaccharide alditol 100-13 est 

donc la suivante: 

GalNAc-ol 
. /GalNAc(al-4)Gal(~l-4)Gal(IH-3)/ 

Gal(f31-3) Gal(~1-3)/l 
GlcA(~1-3)/ Fuc(a.l-2) 

100-13 

IV.B. 12. 0/igosaccharide a/dito/400-11-7 

Par rapport au spectre RMN de l'oligosaccharide 100-13, celui de l'oligosaccharide 

400-ll-7 (figure 62) permet de mettre en evidence un proton anomère supplémentaire à ô = 

4,576 ppm, correspondant à l'unité ll' : GlcNAc(f31-6). D'autre part, les deux quadruplets 

observés à ô= 4,363 et 4,233 ppm prouvent la présence d'un groupement sulfate en position 

C-6 de cette osamine. 

Par rapport à 100-13, nous observons également une différence importante portant sur 

le proton H-1 de l'unité Gal V, qui résonne à ô= 4,979 ppm (400-ll-7), au lieu de 4,920 ppm 

(100-13). 

Mais une comparaison des spectres des composés 100-11 et 400-ll-6 a déjà permis 

d'observer que la présence d'une unité GleNAc liée en f31-6 sur le N-acétylgalactosaminitol 

provoquerait le déblindage du proton anomère du f3-galactose V. Cet effet sera également 

observé pour l'oligosaccharide 200-I-B3 (figure 63)., mais disparaîtra pour le composé 200-I

B4. 

L'ensemble des autres paramètres RMN relatifs aux monosaccharides de la branche 

inférieure (unités ll, III, IV, V et VIT) sont en tous points identiques à ceux observés pour 

l'oligosaccharide 100-13. La structure de ce composé est donc la suivante: 

HS03(6) '\. 

GlcNAc(f31-6h, GalNAc-ol 

/GalNAc(al-4)Gal(~l-4)Gal(f31-3)/ 
Gal(f31-3) Galœl-3)/1 

GlcA(j31-3)/ Fuc(a.1-2) 

400-II-7 
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/V.8.13. 0/igosaccharide aldito/200-1-83 

Une comparaison des spectres RMN de 200-I-B3 (figure 63) d'une part, avec ceux de 

400-II-5 et 200-I-B2 d'autre part, confirme la présence d'un fucose lié en a.1-3 sur l'unité 

GleNAc II'. 

Les autres paramètres RMN de 200-I-B3 sont en tous points identiques à ceux de 400-

II-7 (à l'exception du proton anomère de l'unité GleNAc II'), observation qui nous conduit à 

considérer le composé 200-I-B3 comme une extension de 400-II-7 par un résidu de fucose 

supplémentaire: 

HS03(6)"-
Fuc( a.l-3) / GlcNAc(j3l-B)"-GalNAc-ol 

/GalNAc(a.l-4)Gal(f31-4)Gal(j31-3)/ 
Gal(l31-3) Gal(j31-3)/l 

GlcA(f31-3)/ Fuc(a.l-2) 

200-I-B3 

IV.8. 14. 0/igosaccharide a/dito/ 200-1-84 

Un premier examen du spectre RMN (figure 64) de l'oligosaccharide 200-I-B4 ne 

montre pas de différence notable par rapport à celui du composé 100-13, à l'exception du 

déblindage du proton anomére de l'unité Gal VII. Une étude plus attentive de ce spectre 

montre en outre que les protons H-2, H-3 et H-4 de ce galactose VIT sont également très 

déblindés: 1\ôH-2 = + 0,142 ppm, 1\ôH-3 = + 0,151 ppm et 1\ôH-4 = + 0,260 ppm. Cette 

observation indique donc que l'unité Gal VII est ici eventuellement substituée par une 

nouvelle unité monosaccharidique qui n'apparaît pas toutefois sur le spectre. 

Cependant, l'intégration du massif des protons anomériques II, III et IV, par rapport à 

H-1 VII, montre la présence de quatre protons, au lieu de trois, pour le composé 100-13. 

L'intégration des pics de correlation H-1 IV/H-2 IV et H-3 IV montre une intensité double de 

ces signaux, par rapport aux mesures effectuées pour 100-13. 

Ce résultat suggère la présence d'une seconde unité glucuronique, qui a été identifiée 

sur la base de la mesure de la masse moléculaire du composé 200-I-B4 par spectrometrie de 

masse MALDI-TOF en mode négatif. En effet, l'ion pseudo-moléculaire [M-HT observé à 
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m/z 1571 permet de confirmer la composition molaire suivante: 1 Fuc, 4 Gal, 1 GalNAc, 2 

GlcA et 1 GalNAc-ol. L'ensemble de ces résultats permet de conclure en la substitution de 

l'unité Gal VII par un acide glucuronique. Le déblindage du proton H-4 de l'unité Gal VII est 

identique à celui du proton H-4 du galactose rn, et en outre, les paramètres relatifs aux deux 

unités GlcA IV et VIII sont absolument superposables. 

L'ensemble de ces observations a conduit à l'établissement de la structure suivante: 

GalNAc-ol 
/GalNAc(al-4)Gal(~l-4)~al(~l-3)/ 

Gal(f31-3) / 200-I-B4 
GlcA([H-3) / /Gal{f31-3) 

GlcA{~l-3) Fuc(al-2) 
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Figure 64: Spectre COSY double relai de l'oligosaccharide alditol 200-I-B4. 
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Tableau 7: Glissements chimiques des protons des oligosaccharides 100-13, 400-II-7, 200-I

B3 et 200-I-B4: 

00 ~ -~ B3 ~ 
GaiNAc-ol (1) H-1,1' 3_80 N_D. 3.786 3.79 

H-2 4.365 N.D. 4.339 4.365 
H-3 4.124 4.116 4.095 4.124 
H-4 3.574 N.D. 3.669 3.587 
H-5 4.148 4.157 4.148 4.133 
H-6 3.66 N.D. 3.95 3.66 
H-6' 3.66 N.D. 3.72 3.66 
NAc 2.055 2.058 2.061 2.056 

Gal(l31-3) (Il) H-1 4.682 4.690 4.541 4.691 
H-2 3.968 3.950 3.943 3.967 
H-3 4.132 4.132 4.141 4.135 
H-4 4.452 4.473 4.474 4.444 

Gal(l31-3) (Ill) H-1 4.694 4.699 4.593 4.691 
H-2 3.79 N.D. 3.781 3.79 
H-3 3.82 N.D. 3.819 3.82 
H-4 4.198 4.187 4.196 4.196 

GlcA(l31-3) (IV,VIII) H-1 4.680 4.671 4.678 4.679 
H-2 3.424 3.422 3.427 3.43 
H-3 3.515 N.D. 3.518 3.52 
H-4 3.721 N.D. 3.712 3.72 
H-5 3.72 N.D. 3.72 3.72 

Gai(B1-4) (V) H-1 4.920 4.979 4.976 4.912 
H-2 3.663 N.D. 3.636 3.670 
H-3 3.776 N.D. 3.765 3.769 
H-4 4.003 4.004 4.002 3.997 

GaiNAc(a.1-4) (VI) H-1 4.907 4.925 4.925 4.908 
H-2 4.360 4.352 4.356 4.358 
H-3 4.109 4.103 4.120 4.113 
H-4 4.315 4.320 4.324 4.312 
H-5 4.476 4.446 4.465 4.465 
H-6,6' 3.72 N.D. 3.72 3.72 
NAc 2.074 2.074 2.074 2.068 

Gal(j31-3) (VIl) H-1 4.523 4.537 4.543 4.573 
H-2 3.529 N.D. 3.529 3.671 
H-3 3.648 N.D. 3.669 3.799 
H-4 3.922 3.931 N.D. 4.182 
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GlcNAc(~1-6) Il' H-1 4.576 4.594 
H-2 N.D. 3.851 
H-3 N.D. 4.367 
H-4 N.D. 4.249 
H-5 N.D. 3.680 
H-6 4.363 4.367 
H-6' 4.233 4.248 
NAc 2.064 2.043 

Fuc(cx 1-2) (F2) H-1 5.405 5.420 5.417 
H-2 3.790 3.787 3.782 
H-3 3.922 3.893 3.924 
H-4 3.803 N.D 3.799 
H-5 4.290 4.324 4.298 
CH3 1.234 1.223 1.239 

Fuc(cx 1-3) (F3) H-1 4.982 
H-2 3.686 
H-3 3.837 
H-5 4.289 
CH3 1.161 
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Tableau 8: Résultats de l'analyse par spéctrométrie de masse MALDI-TOF de différents 

oligosaccharides alditols . 

Rapport molaire 

Oligosaccharide [M+Naf [M-Hr GaiNAc-ol HexNAc Hex deHex NeuGc GlcA H2S04 
200-1-2 813 1 1 1 1 1 
200-11-6 959 1 1 1 2 
200-1-1 772 2 
N-ll-8b 760 2 1 
100-2 912 1 1 
100-5 1074 2 1 
N-ll-6d 878 3 1 
N-Il-Bd 1081 3 1 
200-1-7 1137 3 1 
100-6 1283 3 2 

N-11-10c 1186 1 4 2 
100-7 868 1 2 1 

100-10 1081 1 1 2 1 1 
400-11-3 1307 1 2 2 1 
100-9 1030 3 1 1 

100-12 1233 1 3 1 1 
400-11-4 1313 1 3 1 1 
400-11-5 1459 1 3 2 1 
100-11 1233 1 3 1 
400-11-6 1516 2 3 1 1 
200-1-82 1662 2 3 2 1 
100-13 1395 1 4 

400-11-7 1678 2 4 
200-1-83 1824 1 2 4 2 1 
200-1-84 1571 1 1 4 1 2 
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V. CONCLUSION ET DISCUSSION 

L'étude des chaînes glycanniques des mucines oviducales de Rana ridibunda a conduit 

à l'isolement et à la caractérisation de 25 structures glycanniques qui sont décrites dans la 

figure 65. 

L'examen de ces structures permet les conclusions suivantes: 

1 o ~ Les noyaux de type 1 et 2 ont été identifiés. 

2° ~ Quatre différent squelettes ont été caractérisés: 

I 

II 

III 

IV 

Gal(~l-3) Gal(~J -3) 

Gal(l}l-4)'\. 
Gal(~l-3) 

Gal(Pl-3)/ f.1 . 

Gal(~l-3)GalNAc(al-4)Gal(!31-4\ 
Gal(jjl-3) 

Gal(!} 1-3) / 

GlcNAc(l}l-3)GlcNAc(l}l-6) 

Le squelette I a été caractérisé à de nombreuses reprises (Xenopus laevis, Rana 

temporaria, Rana clamitans). ll n'a jamais été identifié dans les mucines humaines ou d'autres 

mucines de mammifères supérieurs et paraît donc très spécifique des mucines d'amphibiens. 

Le squelette II est caractéristique de l'espèce Rana temporaria. Le squelette III est 

spécifique de Rana ridibunda. Certes, la séquence Gal(I31-3)GalNAc(al-4) existe chez Rana 

palustris, mais lié directement sur le noyau de type 1, Gal(I31-3)GalNAc. Enfin, la séquence 

GlcNAc(I31-3)GlcNAc a été déjà observée chez Bufo bufo, Rana utricularia, ainsi que chez 

Bufo viridis (Coppin, communication personnelle). 

3 o~ La partie périphérique des glycannes de Rana ridibunda tient son originalité à la 

présence d'acide glucuronique, et surtout à celle des épitopes de groupe sanguin B et "Cad". 
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La séquence Gal(al-3)[Fuc(a.l-2)]Gal, qui définit l'épitope de groupe sanguin B est 

toutefois substituée par une unité monosaccharidique f3-galactose lié en C-2 sur le 

galactose(al-3). Une telle substitution d'un épitope de groupe sanguin a déjà été observée 

chez Bufo bufo et Xenopus laevis: 

Gal( a l-3)GalNAc( al-3h, 
/Gal Fuc(al-2) 

Bufo bufo 

Fuc(al-3)GlcNAc(al-3)GalNAc(al-3)"
Gal 

Fuc(al-2)/ 

Xenopus laevis 

Il a été connu depuis longtemps que les amphibiens sont les premières espèces dont les 

tissus sécréteurs ectodermiques synthétisent des substances de groupes sanguins A, B et H. 

Les observations ci-dessus montrent clairement que ces épitopes de groupe sanguin - ou 

tissulaires- ainsi définis par référence aux systèmes correspondants rencontrés chez l'Homme, 

étaient initialement beaucoup plus complexe. En réalité, ces épitopes ont comme raison d'être 

de constituer les parties périphériques des chaînes glycanniques auxquelles elles assurent une 

certaine spécialisation. 

Une observation similaire peut être faite à propos de l'épitope Cad, ou plutôt pseudo

Cad puisque le déterminant Cad d'origine humaine renferme de l'acide N-acétylneuraminique. 

Chez Rana ridibunda, l'unité f3-N-acétylgalactosamine est substitué en C-4 par un a-galactose 

surnuméraire qui confère, une fois de plus, aux glycannes de cette mucine une spécificité 

propre à l'espèce. 
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Rana ridibunda 
HS0(6) 3 

)GlcNAc(~l-6)"-
Fuc(al-3) GalNAc-ol 

Gal(~l-3) / 
200-I-2 

HS03(6) '-
. /GlcNAc(~l-6)"-

Fuc(al-3) GalNAc-ol 
Gal(~l-3) / 

1, 200-II-6 
Fuc(al-2)i 

GalNAc-ol 

/Gal(~l-3)/<?al(~l-3) / 200-I-1 

HS03(
3) Fuc(al-2) 

Fuc(al-4)GlcNAc(~l-6) "-
/ GalNAc-ol 

GlcNAc(~l-3) . Gal(~l-3) / 

GalNAc-ol 
GalNAc(~l-4)Gal(~l-3) / 

NeuGc(a2-3) .· 

GalNAc-ol 
Gal( a 1-4 )GalNAc(~ 1-4 )Gal(l31-3)/ 

NeuGc(a2-3) 

N-II-8b 

100-2 

N-II-14 
100-5 

Figure 65: Structures des oligosaccharides déterminés chez Rana ridibunda. 

151 



----------~C:OONCLUS/ON __ .=.:..:...=ET!..!:!.;Dl~S~CU~S~S~/0')/N 

Rana ridibunda 
G \)al( al-3)/Gal(~ 1-3)/GalNAo-ol 

al(f31-2)i Fuc(al-2)' N-II-6d 

GleNAc(~ 1 6) 
- ' 

G 

yal(al-3)/Gal(j31-3)/GalNAc-ol 

al(j31-2) ' Fuc(al-2): N-II-8d 

HS03(6)'\. 
G lcN Ac(j31-6)'\. 

G 

ÇXal(al-3)/Gal(f31-3)/GalNAc-ol 

al(pl-2)i Fuc(al-2): 200-I-7 

HS0,(6)'\. 

Fuc( a 1-3)/GlcNAc(j31-B)'\. 

G l \}al( a 1-3)/t?al(~ 1-3) )lalNAo-ol 

a (131-2)' : Fuc(al-2) 100-6 

Gal(al-3)/ (:al(pl-3))lal(~ 1-3) / GalNAo-ol 

1
•
2

)' Fuo(al-
2

)! Fuo(al-2) N-Il-lOo Gal(f3 : 1 . 

GkA(pl-3) /Gal(~ 1-3) /Gal(~ 1-3)/ GalNAo-ol 
Fuc(a1-2)' N-II-15 100-7 

GlcNAc(fH 6) - ' 
GkA(~ 1-3) /Gal(~ 1-3) /Gal(~ 1-3)/ GalNAo-ol 

Fuc(a1-
2
) 100-10 

HSOi6) '\. 
Fuc(a1-3)/GlcNAc(f31-6)'\. 

GkA(~ 1-3) /Gal(~ 1-3) /Gal(~ 1-3) / GalNAo-ol 
Fuc(a1-2)! 400-II-3 

p· Igure 65 (suite). 
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Rana ridibunda 

Figure 65 (suite). 
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Rana ridibunda 
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/Gal(~l-3)/ ! 200-I-B2 
GlcA(~l-3) Fuc(al-2) 

GalNAc-ol 
/GalNAc(al-4)Gal(~l-4)Çfal(~1-3)/ 

Gal(~1-3) Gal(~l-3) / i 100-13 

GlcA(~l-3)/ Fuc(al-2) 

HS0,(6)' 
GlcNAc(01-6)"'-G lNA l a c-o 

/GalNAc(al-4)Gal(01-4)(}al(~l-3)/ 
Gal(01-3) Gal(~l-3) / ! 

GlcA(I)l-3)/ Fuc(a1-2) 

400-II-7 

HS0,(6)' 
Fuc( a 1-3) / GlcNAc(0l-6)'GalNAc-ol 

/GalNAc(al-4)GalWl-4)9al(~1-3)/ 
Gal(l)1-3) Gal(f31-3) . : 

GlcA(~l-3)/ Fuc(al-2) 

200-I-B3 

GalNAc-ol 
/GalNAc(al-4)Gal(f31-4)(}al(01-3)/ 

/Gal(!31-3) Gal(f3l-3) · 200-I-B4 
GlcA(l3l-3) Gl A(r.!l 3)/ . 

c 1-' - Fuc(al-2) 

Figure 65 (suite). 
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Les structures que nous décrivons sont absolument spécifiques de Rana ridibunda, 

bien que certains éléments des chaînes glycanniques aient déjà été rencontrés chez d'autres 

espèces. Ceci est évident pour les noyaux internes, communs à toutes les espèces animales. 

Les squelettes que nous avons décrits sont propres aux amphibiens, même s'ils n'existent que 

chez 5 ou 6 autres espèces parmi la vingtaine étudiée jusqu'à présent. Par contre, la partie 

périphérique est sujet à des variations beaucoup plus importantes. Ces parties périphériques 

sont susceptibles de jouer des rôles biologiques variés et sont le support de la véritable 

spécificité de ces chaînes glycanniques. 

Les études préliminaires portant sur six ou sept espèces d'amphibiens avaient montrés 

une spécificité structurale stricte, propre à chaque espèce. Une étude d'une dizaine de 

nouvelles espèces a permis de démontrer l'existence de structures qui réutilisent de nombreux 

motifs glycanniques communs, mais dont les combinaisons conduisent à des structures 

nouvelles. L'exemple récent suivant, observé chez Bufo viridis (Coppin, communication 

personnelle): 

NeuAc(a2-6)' 
Gal(f31-4)GlcNAc(f31-6), / GalNAc-ol 

Fuc(al-2)/Fuc(al-3/ /Gal(f)l-3) 
Gal(f31-3) 

/ 
Fuc(o.l-2) F ( 1 ?.) uc a -~ 

Cette structure montre la coexistence de l'épitope Le Y, rencontré jusqu'à présent chez 

i'ieurodeles watt!, et la séquence Fuc(al-2)GalUH-3)[Fuc(al-2)]Gal(j31-3), commune à 

quatre espèces différentes. Néanmoins, cette structure n'en demeure pas moins spécifique de 

Bufo viridis, et l'ensemble de tous ces exemples confirme une fois de plus la spécificité 

d'espèce des structures glycanniques des mucines oviducales d'amphibiens. 

DISCUSSION: ORIGINE ET SIGNIFICATION DE LA DIVERSITE STRUCTURALE 

DE CHAINES GLYCANNIQUES: 

Il est certes trop tôt pour affirmer que les chaînes glycanniques sont strictement 

spécifiques de chaque espèce animale et constituent un facteur de spéciation absolu. Cela tient 

du fait qu'un nombre assez restreint de travaux a été conduit dans ce sens. Il est toutefois 
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remarquable de constater que les études réalisées chez quelques espèces de poissons, de vers 

(nématodes et trematodes) et de gastéropodes ont conduit à de semblables observations, c'est

à-dire que chaque famille de glycannes présentaient des structures nouvelles pour chaque 

nouvelle espèce étudiée. Les travaux concernant les mucines de mammifères supérieurs vont 

dans le même sens En particulier, une étude récente portant sur les mucines sous-maxillaires 

bovines (Martensson et al. 1998) a permis de décrire trois nouveaux types de noyaux: 

Fuc(~ l-6)GalNAc-ol GalNAc(j31-6)GalNAc-ol 

GlcNAc(j3l-6) '\. 
/GalNAc-ol 

GalNAc(j3l-3) 

Nous nous devons également de rappeler les travaux de Laine (1994), qui a calculé le 

nombre d'isomères glycanniques théoriquement possibles par combinaisons de six 

monomères (1012 polymères) ou de huit monomères (1017 polymères). En dépit des 

restrictions que nous pouvons formuler sur ce calcul qui tient compte de toute combinaison, 

même celles qui incluent les sucres exclusivement furanniques, ou la présence d'acide sialique 

interne, il n'en demeure pas moins que le nombre possible de structures glycanniques, 

observables dans la nature, est immense. 

De plus, il faudrait tenir compte également de substituants divers, comme les groupes 

pyruvate, méthyl, acétyl, succinyl, phosphoethanolamine, phosphocholine etc ... , qui participe 

également à cette diversité. 

Notre concept de spécificité glycannique liée à l'espèce ne constitue donc pour le 

moment qu'une hypothèse. Cette diversité structurale s'explique évidemment par l'existence 

d'un nombre tout aussi important de nouvelles activités glycosyltransférasiques. Rappelons 

qu'une activité glycosyltransférasique est liée à la nature du sucre transféré, de son anomérie, 

du donateur et de la séquence acceptrice, qui, selon les mécanismes GO/NO-GO 

(Brockhausen et al. 1997), associés aux considérations précédentes, sont responsables de cette 

diversité. 

Ce nombre aussi considérable de nouvelles activités glycosyltransférasiques doit 

nécessairement correspondre une diversité génétique tout aussi étendue. Les travaux de 
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Hakamori et al. (1987) ont démontré, chez l'Homme, que trois mutations ponctuelles du gène 

de l'a-galactosyltransférase, responsable de la synthèse des déterminants de groupe sanguin 

B, conduisant à l'expression d'une nouvelle activité enzymatique, l'a-N

acètylgalactosaminyltransférase, responsable de la synthèse de l'épitope de groupe A Cette 

observation suggère qu'un nombre élevé de nouvelles activités glycosyltransférasiques peut 

être créé par de simple mutations qui affectent les mécanismes de reconnaissance enzyme

substrat, et qui sont aussi responsables de la diversité des structures glycanniques. 

Puisque nous exprimons l'hypothèse que les structures glycanniques constituent un 

élément fondamentalde la biodiversité, nous tenterons maintenant d'argumenter à propos de la 

signification biologique de ce concept. 

Les chaînes glycanniques peuvent avoir un rôle relativement trivial (ex: stabilité et 

immunogénicité des glycoprotéines), mais peuvent également être impliquées dans des 

mécanismes biologiques comme l'adhésion cellulaire, la différenciation cellulaire, le 

développement et l'oncogenèse. Il apparaît également de plus en plus évident qu'elles 

participent à la reconnaissance des gamètes et aux interactions hôte-parasite. C'est à ces deux 

fonctions que nous nous intéresserons plus particulièrement, -et principalement au parasitisme, 

arbitre de l'évolution. 

Bien que nous ignorions le nombre d'espèces vivantes et encore celui de parasites, il 

existe vraisemblablement autant d'espèces parasites que d'espèces libres dans le monde vivant. 

L'association hôte-parasite impose un renouvellement constant de leur diversité génétique et 

la parasitisme constitue donc un facteur essentiel de la sélection naturelle et de l'évolution. 

Sans prétendre que la diversité structurale des chaînes glycanniques soit le facteur 

essentiel qui favorise la rencontre entre hôte et parasite, nous suggérons néanmoins que la 

diversification structurale des glycoconjugués a pu jouer un rôle non négligeable de sélection 

naturelle déviant les processus de reconnaissance cellulaire impliqués dans les mécanismes 

spécifiques des gamètes, d'ontogenèse et de colonisation de l'hôte par les parasites. 
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CONCLUSIONS : SUCRES MARQUEURS DE L'EVOLUTION 

CHAÎNES GLYCANNIQUES 

Mutations du génome des glycosyltransférases 

DIVERSIFICATION STRUCTURALE 

BIO DIVERSITE 
DIVERGENCE DE L'EVOLUTION 
SELECTION NATURELLE 

RÔLE DES CHAÎNES GLYCANNIQUES 

- DEVELOPPEMENT 
- RECONNAISSANCE DES GAMETES 
- lNTERACTJONS HOTE-PARASITE 
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