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Les gangues oviducales d’amphibiens sont en majorité constituées de glycoprotéines de
type mucine dont les chaînes glycanniques présentent une remarquable hétérogénéité structurale.
Notre travail a consisté en l’étude de ces chaînes glycanniques chez 5 amphibiens : Rana
temporaria, Rana arvalis, Bufo viridis, Bombina bombina et Bombina variegata.

Pour chacune de ces espèces, les oligosaccharides ont été libérés par β-élimination en
milieu réducteur, purifiés par les techniques chromatographiques conventionnelles (tamisage
moléculaire, échange d’ions, HPLC…) et leur structure primaire a été établie par Résonance
Magnétique Nucléaire du proton et du carbone et par spectrométrie de masse utilisée en
différents modes (MALDI-TOF, GC-MS, ESI-MS/MS).

Ainsi, à partir des 60 oligosaccharide-alditols libérés et identifiés, nous avons précisé la
« carte d’identité structurale » de chacune de ces mucines. Selon l’espèce, l’acidité est portée par
des groupements sulfates, de l’acide glucuronique ou bien par un acide sialique (NeuAc ou Kdn).
La séquence GlcNAc(β1-3)[Fuc(α1-4)]GlcNAc(β1-6)GalNAc-ol est majoritairement présente
chez B. viridis et B. bombina mais son élongation est caractéristique de cette dernière espèce. De
plus, certains oligosaccharides sont porteurs des déterminants antigéniques Cad, LeX et LeY.
Nous avons également identifié pour la première fois, chez R. arvalis, un nouveau type de
sulfatation (galactose-4-sulfate). Nos résultats démontrent ainsi la haute spécificité d’espèce
portée par les chaînes glycanniques qui constituent des  marqueurs phénotypiques stricts.

S’il existe une glycosylation relativement bien conservée en ce qui concerne la N-
glycosylation, la O-glycosylation, quant à elle, apparaît spécifique de chaque espèce. Compte
tenu du rôle des mucines en tant que première barrière de protection et de niche écologique vis à
vis d’organismes pathogènes ou de symbiontes, la diversité et la spécificité d’espèce des
structures O-glycanniques peut aujourd’hui résulter des processus de pression de sélection du
génome des glycosyltransférases.

The amphibian egg jelly coats are mainly constituted by mucin-type glycoproteins whose
the glycanic chains present an outstanding structural heterogeneity. Our work has consisted to
these glycanic chains studies for 5 amphibians: Rana temporaria, Rana arvalis, Bufo viridis,
Bombina bombina and Bombina variegata.

For each of them, the oligosaccharides have been released by reductive β-elimination,
purified by conventional chromatographic techniques (gel filtration, ions exchanges, HPLC…)
and their primary structure has been established by Nuclear Magnetic Resonance of proton and
carbone and by masse spectrometry used in different modes (MALDI-TOF, GC-MS, ESI-
MS/MS).

Thus, we have specified the « structural identity card » of each of these mucins.
According to the species, the acidity can be carried by sulfate groups, glucuronic acid or sialic
acid (NeuAc, Kdn). The GlcNAc(β1-3)[Fuc(α1-4)]GlcNAc(β1-6)GalNAc-ol sequence is present
in a large majority in B. viridis and B. bombina but its elongation is characteristic of this last
species. Moreover, some oligosaccharides exhibit specific antigens (Cad, LeX et LeY). We have
also identified for the first time a new type of sulfation (galactose-4-sulfate). Our results
demonstrate the high species-specificity of the glycanic chains which constitute strict phenotypic
markers.

Whereas the N-glycosylation is well conserved, the O-glycosylation appeared, through
known examples, to be species-specific. With regard to mucin functions as first protective barrier
and ecological niche for pathogens organisms or symbionts, the glycan diversity observed today
must have arisen from the selection pressure processes of glycosyltransferases genome.

    Mots-clés : Amphibiens / Mucines / Oligosaccharides / Résonance Magnétique Nucléaire
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Les Amphibiens forment une classe d’animaux particulièrement diversifiée qui

constitue un modèle de choix pour l’étude de l’hétérogénéité structurale des chaînes

glycanniques. En effet, les gangues oviducales qui entourent les ovocytes sont

constituées essentiellement  de glycoprotéines de type mucine, particulièrement

abondantes et facilement accessibles.

De nombreux travaux ont montré l’importance des molécules glycanniques

des mucines oviducales au cours du processus de fécondation, en particulier lors de

l’induction de la réaction acrosomienne, tandis que les glycannes de l’enveloppe

vitelline de l’ovocyte seraient plutôt impliqués dans la reconnaissance spécifique du

spermatozoïde.

Des travaux réalisés depuis 1991 dans le groupe du Docteur Gérard Strecker

intitulé « Diversité des chaînes glycanniques » de l'UMR 8576 du CNRS, ont montré

que les structures glycanniques de ces mucines étaient spécifiques de l’espèce

considérée. D’autres études menées sur les œufs de poisson et d’oursin, ainsi que

sur les ovocytes de quelques mammifères ont mis en évidence un polymorphisme

glycannique intrinsèque à l’espèce. Soulignons qu’en plus d’être spécifique d’espèce,

cette diversité de glycosylation serait spécifique du tissu. Des changements de

glycosylation peuvent en effet avoir lieu au cours du développement, de la

différenciation cellulaire, de la cancérisation ou bien encore lors du processus

d’inflammation.

Depuis peu est née l’hypothèse selon laquelle cette diversité structurale, si

elle se confirmait, serait le résultat d’une pression de sélection due à des mutations

affectant le génome des glycosyltransférases et étroitement associée aux

interactions hôte-parasites. Les parasites sont déjà reconnus comme acteurs de

l’Evolution et les chaînes glycanniques seraient donc étroitement associées aux

mécanismes de sélection naturelle qui résulte du parasitisme.

Après avoir rappelé l’essentiel des connaissances inhérentes à la fécondation

chez les Amphibiens, aux mucines et à la O-glycosylation, nous présenterons les

résultats des analyses structurales réalisées sur 5 espèces d’Amphibiens : Rana

temporaria, Rana arvalis, Bufo viridis, Bombina bombina et Bombina variegata. Le

travail a consisté principalement à isoler les oligosaccharides majeurs présents dans

les gangues oviducales de l’Amphibien et d’en établir leur structure primaire par

Résonance Magnétique Nucléaire et/ou par Spectrométrie de Masse. Ces travaux

ont fait l’objet de 2 publications et deux autres ont été soumises à référer. Par
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conséquent, ces résultats seront présentés essentiellement sous forme d’articles. En

outre, chaque article sera précédé d’un résumé en français qui reprend l’essentiel

des résultats. C’est pourquoi nous développerons une partie « Matériel et

Méthodes », dans laquelle nous rappellerons les notions fondamentales de

Résonance Magnétique Nucléaire et de Spectrométrie de masse afin d’aborder dans

un deuxième temps et à l’aide d’exemples tirés de nos travaux, la manière

d’appréhender l’analyse structurale de molécules glycanniques complexes. Enfin,

dans un dernier chapitre, nous discuterons l'ensemble de ces résultats. Valident-ils

notre hypothèse sur la spécificité d’espèce ? Deux espèces phylogénétiquement

proches présentent-elles un polymorphisme glycannique marqué ? Peut-on corréler

cette biodiversité glycannique avec les mécanismes d’interactions hote-parasites ?

Cette hétérogénité structurale peut-elle être due à des mutations affectant le génome

des glycosyltransférases au cours de l’Evolution ?

Enfin, juste avant la bibliographie, le lecteur trouvera une annexe présentant

les mécanismes de β-élimination et de "peeling". Ensuite, l'annexe fait état de toutes

les structures oligosaccharidiques majeures mises en évidence chez 17 espèces

d'Amphibiens y compris celles étudiées durant nos travaux de thèse.
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Au laboratoire, les glycannes des gangues oviducales de plusieurs

Amphibiens ont été étudiés dans le but initial de préparer en grande quantité des

oligosaccharides renfermant des épitopes intéressants comme par exemple ceux de

type Lewis X et Lewis Y caractérisés chez Pleurodeles waltl [Strecker et al. 1992a].

Dès les premières études, nous nous sommes aperçus d’un fait particulièrement

intéressant puisqu’il apparaissait que chaque espèce pouvait être caractérisée par

un panel de structures glycanniques bien spécifiques.  Nous avons donc émis

l’hypothèse selon laquelle les chaînes glycanniques isolées des mucines oviducales

d’Amphibiens étaient strictement spécifiques de l’espèce considérée. Parallèlement à

cette idée, se développe un nouveau concept qui tend à démontrer que cette

hétérogénéité structurale serait le résultat d’une pression de sélection due à des

mutations affectant le génome des glycosyltransférases et étroitement associée aux

interactions hôte-parasites impliquant les chaînes glycanniques.

A ce jour, une vingtaine d’espèces d’Amphibiens urodèles et anoures

ont été étudiées en terme de biodiversité structurale des chaînes glycanniques, ce

qui a permis la détermination de la structure primaire de plus de 350

oligosaccharides. Tous ces composés ont été libérés par β-élimination en milieu

réducteur, purifiés par une série de techniques chromatographiques conventionnelles

et leur analyse structurale a été réalisée principalement par Résonance Magnétique

Nucléaire homo et hétéronucléaire (1H/13C) et par Spectrométrie de Masse (MALD-

TOF, GC-MS et ESI-MS/MS). Ces travaux ont conduit aux observations suivantes :

La plus flagrante de ces observations est sans contestation l’extrême

diversité structurale affectant les chaînes O-glycanniques. Ceci est en accord avec

les résultats publiés par Laine (1994) qui a calculé que 1012 combinaisons

oligosaccharidiques sont envisageables à partir de six monosaccharides et 1017 à

partir de huit. En dépit des restrictions que nous pouvons formuler sur ce calcul qui

tient compte de toutes les combinaisons, même de celles qui incluent des oses

exclusivement furaniques, 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. Cette extrême hétérogénéité est due à l’anomérie et à la

position des liaisons glycosidiques, au nombre de monosaccharides impliqués et il

faudrait, en outre, tenir compte de l’ajout éventuel de substituants particuliers comme

des groupements sulfates ou phosphates mais aussi  d’autres substituants tels que
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les groupements pyruvyl, méthyl, succinyl, phosphoéthanolamine,

phosphocholine…etc…

D’autre part, plusieurs déterminants de groupes sanguins peuvent être

observés. Ainsi, le déterminant antigénique H, Fuc(α1-2)Galβ, est présent chez tous

les Amphibiens étudiés à l’exception d’Ambystoma maculatum. L’épitope de groupe

sanguin A, GalNAc(α1-3)[Fuc(α1-2)]Gal(β1-3/4)GlcNAcβ, est observé chez quelques

espèces comme B. bufo, B. arenarum, R. utricularia, A. tigrinum, P. waltl et X. laevis.

En revanche, seule l’espèce R. ridibunda renferme l’épitope de groupe sanguin B,

Gal(α1-3)[Fuc(α1-2)]Gal(β1-3/4)GlcNAcβ. Il est cependant intéressant de constater

que ces déterminants A ou B peuvent être complétés par la présence de motifs

glucidiques terminaux tels que Gal(α1-3) chez Pleurodeles poireti et Bufo bufo,

GlcNAc(α1-3) ou Fuc(α1-3)GlcNAc(α1-3) chez Xenopus laevis et Gal(β1-2) chez

Rana ridibunda. Les déterminants de type Lewis X et Lewis Y ont été identifiés chez

P. waltl, A. tigrinum et B. viridis. A. maculatum présente le déterminant Lewis X mais

pas Lewis Y. Par ailleurs, nous avons pu caractériser des épitopes plus rares comme

le déterminant du groupe Cad GalNAc(β1-4)[NeuAc(α2-3)]Galβ (R. palustris et B.

viridis) ou « pseudo-Cad » GalNAc(β1-4)[NeuGc(α2-3)]Galβ (R. ridibunda), que nous

distinguons du premier à cause de la présence d’acide N-glycolyl-neuraminique. La

partie terminale non-réductrice de l’épitope HNK-1 (Human Natural Killer 1)

HSO3(3)GlcA(β1-3)Galβ a été identifiée chez l’espèce R. temporaria et participe

pleinement à l’originalité du « profil » structural de  cette espèce.

Cette hétérogénéité structurale affectant les chaînes glycanniques est

aussi la conséquence de l’existence de structures qui réutilisent de nombreux motifs

glycanniques communs, mais dont les combinaisons conduisent à des structures

nouvelles. La présence de ces structures s’explique évidemment par l’existence d’un

nombre tout aussi important de nouvelles activités glycosyltransférasiques.

Rappelons qu’une activité enzymatique est liée à la nature du monosaccharide

transféré, de son anomérie et des substrats donneurs et accepteurs. Le tableau 8

regroupe toutes les activités enzymatiques observées d’après l’existence des

structures glycanniques caractérisées chez les différentes espèces d’Amphibiens. Il

est intéressant par exemple de remarquer qu’au contraire de ce qui existe chez

l’Homme, à savoir que les épitopes de groupes sanguins (A, B, Lewis X et Lewis Y)

sont des structures périphériques, ces séquences peuvent être, chez les
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Amphibiens, substituées par un ou plusieurs monosaccharides. Encore plus

originales, les activités de certaines fucosyltransférases observées chez certains

Amphibiens. Chez les vertébrés, les fucosyltransférases sont classées en trois

groupes : α-2, α-3/4 et α-6 fucosyltransférases en fonction des liaisons du fucose sur

des accepteurs qui peuvent être respectivement du galactose terminal, la GlcNAc

d’un motif N-acétyllactosaminyle terminal ou la GlcNAc du chitobiose liée à

l’asparagine [Oriol et al. 1999]. Cependant, d’après les structures glycanniques

caractérisées chez certains Amphibiens, il semble que de nouvelles

activités fucosyltransférasiques existent. Ainsi, la présence du motif Fuc(α1-4)Kdnα

chez A. mexicanum, A. maculatum et A. tigrinum suggère la présence d’une GDP-

Fuc : Kdnα α1,4-fucosyltransférase chez ces trois espèces. De même, A.

mexicanum présente des dimères de fucose suggérant l’existence d’une

fucosyltransférase capable de greffer un résidu de fucose en α1,3 sur un autre résidu

de fucose. A. maculatum présente des résidus de fucose disubstitués en C-2 et C-3

par d’autres unités de fucose, ce qui laisse présager qu’une GDP-Fuc : Fucα α1,2

fucosyltransférase  serait présente chez cette espèce mais non chez la précédente.

Beaucoup plus « exotique », la liaison α1,5 entre un résidu de fucose et un résidu de

Kdn chez A. tigrinum implique l’existence d’un quatrième groupe de

fucosyltransférases : les Kdn α5-FucTs.

Il est certes trop tôt pour affirmer que les chaînes glycanniques sont

strictement spécifiques de chaque espèce animale. Cela tient au fait qu’un nombre

assez restreint de travaux ont été réalisés dans ce sens. Il est toutefois remarquable

de constater que les études réalisées chez quelques espèces de poissons, de vers

(nématodes et trématodes) et de gastéropodes ont conduit à de semblables

observations, c’est à dire que chaque famille de glycannes présentaient des

structures spécifiques de 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 [Mårtensson et al.

1998] a permis de décrire trois nouveaux types de noyaux :
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Chez les Amphibiens et malgré cette remarquable diversité structurale,

il existe bel et bien une stricte spécificité d’espèce associée aux chaînes

glycanniques. Plusieurs observations tendent  à le prouver. La charge anionique des

chaînes glycanniques acides peut être portée par des monosaccharides tels que

NeuAc, NeuGc, Kdn, GlcA ou par des groupements sulfates. Néanmoins, ces

constituants sont répartis d’une façon assez précise en fonction de l’espèce. Ainsi, à

l’exception de traces chez R. temporaria, le Kdn n’était jusqu’à présent retrouvé que

chez les urodèles. Ce Kdn peut être mono ou disubstitué en 4 et 5 par des résidus

fucosyles chez A. mexicanum alors que chez A. maculatum, ce Kdn est

monosubstitué en 4 par un dimère Fuc(α1,3)Fucα ou un trimère

Fuc(α1,3)[ Fuc(α1,2)]Fucα. Cependant, nos derniers résultats obtenus d’après

l’étude de l’espèce B. bombina montrent que le Kdn est l’unique responsable du

caractère acide des oligosaccharides chez cet Amphibien anoure. Plus remarquable

encore, l’espèce très voisine Bombina variegata, qui peut en outre donner des

hybrides avec Bombina bombina, possède normalement un acide neuraminique, le

Neu5Gc. Les autres constituants porteurs de charges sont présents chez les

anoures mais là aussi d’une manière assez spécifique. L’acide glucuronique est

présent chez les ranidae mais jamais chez les bufonidae, ni chez les bombinidae. La

présence de NeuAc chez les bufonidés semble être systématique. A l’exception de

R. ridibunda, le NeuGc semble être caractéristique des bufonidés. La sulfatation en

revanche semble être observée indépendamment du genre de l’animal, bien qu’elle

n’ait pas encore été observée chez les bombinidés (deux espèces seulement ont été

étudiées). La sulfatation d’un acide glucuronique n’a été observée que chez un seul

anoure : R. temporaria. L’activité d’une O4-sulfotransférase n’a également été

observée que chez une seule espèce (R. arvalis).

De même, la présence d’un résidu galactosyl trisubstitué n’est observée que chez

quelques anoures : B. bufo, B. viridis, R. arvalis , R. ridibunda et R. temporaria. Les

substituants sont le fucose (en α1,2), le galactose (en β1,3) et la N-

acétylglucosamine (en β1,6) pour les trois premières espèces citées et le fucose (en

α1,2), le galactose (en β1,3 et β1,4) pour les deux autres. Il convient donc de

souligner que la présence d’un résidu de galactose trisubstitué n’est pas en elle-

même caractéristique d’une espèce considérée mais c’est la nature des

monosaccharides périphériques liés à ce galactose trisubstitué ainsi que les types de
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liaisons engendrées qui vont strictement différencier les espèces. Certaines mucines

oviducales d’Amphibiens ont la particularité de renfermer des chaînes glycanniques

dont les antennes ont systématiquement toujours la même périphérie. Ainsi, l’espèce

R. clamitans présente des structures glycanniques dont la périphérie est constituée

par un tétrasaccharide Fuc(α1,2)Gal(α1,3)Gal(α1,4)Galβ tandis que B. bombina a

une périphérie systématiquement constituée par le dimère GlcNAc(α1,4)Galβ, le

galactose pouvant ou non être fucosylé. La position de ce dimère diffère entre les

espèces B. bombina et B. variegata, phylogénétiquement proches. En effet, chez la

première espèce, l’osamine terminale de la branche supérieure

GlcNAc(β1,3)[Fuc(α1,4)]GlcNAc(β1,6)GalNAc-ol peut être substituée par ce dimère

mais ne l’est pas chez B. variegata où cette osamine reste terminale dans tous les

oligosaccharides isolés. Ceci laisse supposer que l’enzyme capable de greffer le

galactose en β1,4 sur une βGlcNAc n’existe pas chez cette dernière espèce.

Cependant, l’UDP-GlcNAc :Galβ α1,4 N-acétylglucosaminyltransférase peut être

extrêmement active et de la même façon chez les deux anoures. D’autres espèces

se caractérisent, en outre, par la polymérisation d’une séquence oligosaccharidique.

C’est le cas de R. palustris qui présente des structures constituées de la

polymérisation linéaire (jusqu’à 4 fois) en α1,4 du dimère Gal(β1,3)GalNAc. Enfin,

certaines activités enzymatiques semblent être strictement spécifiques d’une espèce.

C’est le cas notamment de l’activité βGlcA-3O-sulfotransférasique mise en évidence

uniquement chez R. temporaria, ou bien encore de l’activité βGal-4O-

sulfotransférasique observée chez R. arvalis. D’autres activités enzymatiques se

joignent à cette liste comme le montre le tableau 8.

Tout ceci montre bien qu’il est possible de dresser une « carte d’identité

structurale » pour chaque Amphibien puisque les chaînes glycanniques sont

strictement spécifiques de l’espèce considérée. Comme nous avons déjà eu

l’occasion de le préciser, cette spécificité repose avant tout sur un agencement tout à

fait original de motifs structuraux bien déterminés et communs à plusieurs espèces.
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Par ailleurs, cette biodiversité semble beaucoup moins perceptible (bien

qu’existante) lorsque l’on compare des espèces phylogénétiquement proches. Ainsi,

l’hybride résultant du croisement entre  P. poireti (mâle) et P. waltl (femelle) affiche

un panel de structures glycanniques parfaitement identique à celui de son géniteur

mâle. Quatre activités enzymatiques supplémentaires sont observées chez le mâle

(poireti) et l’hybride par rapport à la femelle (waltl) comme le montre le tableau 8.

D’autre part, l’étude structurale réalisée sur six spécimens de X. laevis [Guérardel et

al. , 2000) permettent sur la base des chaînes glycanniques de les classer en 4

sous-espèces : une renfermant des glycannes avec des unités de galactose

subsituées en α1,4 sur un autre résidu galactosyle mais ne renfermant pas de

Fuc(α1,3) ; une deuxième sous-espèce renferme des résidus de fucose liés en α1,3

sur une GlcNAc mais ne renferme pas de Gal(α1,4) ; une troisième sous-espèce

présente tous les glycannes décrits dans les deux premières sous-espèces avec des

substituants Gal(α1,4) et Fuc(α1,3) et un glycanne qui renferme simultanément les

deux substituants et enfin une quatrième sous-espèce ne renfermant aucun de ces

deux substituants. Ce polymorphisme de glycosylation est le résultat de l’expression

ou non des activités α1,4-galactosyltransférasique et α1,3-fucosyltransférasique pour

donner les 4 phénotypes décrits. Un dernier exemple d’espèces phylogénétiquement

proches, celles que nous avons étudiées, B. bombina et B. variegata. Ces deux

espèces présentent le même profil glycannique à deux différences près : l’osamine

terminale de la branche supérieure des structures n’est jamais substituée chez B.

variegata alors qu’elle l’est quasiment toujours chez B. bombina ; la deuxième

différence est que chez B. bombina, le caractère acide est porté par du Kdn(α2,3)

alors que chez B. variegata, ce Kdn n’existe pas et est systématiquement remplacé

par du NeuGc ou du NeuAc. Ces trois exemples démontrent qu’un polymorphisme

glycannique existe également au sein d’espèces phylogénétiquement proches.

Notre concept de spécificité glycannique liée à l’espèce, chez les

Amphibiens, semble donc se confirmer au vu du nombre d’études réalisées sur ces

animaux. Le nombre important de nouvelles activités glycosyltransférasiques que

nous avons pu mettre en évidence doit nécessairement correspondre à une diversité

génétique tout aussi étendue. Il convient de préciser qu’un nombre élevé de

nouvelles activités glycosyltransférasiques peut être créé par de simples mutations
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qui affectent les mécanismes de reconnaissance enzyme-substrat, et qui sont aussi

responsables de la diversité des structures glycanniques. A titre d’exemple, citons en

premier lieu les travaux d’Hakomori et de ses collaborateurs (1987) réalisés chez

l’Homme et qui ont démontré que deux mutations ponctuelles du gène de l’α-

galactosyltransférase, responsable de la synthèse des déterminants de groupe

sanguin B, ont conduit à la synthèse d’une nouvelle activité enzymatique portée par

l’α-N-acétylgalactosaminyltransférase, responsable de la synthèse de l’épitope de

groupe sanguin A.

Exprimant l’hypothèse que les structures glycanniques constituent un

élément fondamental de la biodiversité, nous nous devons donc d’argumenter à

propos de la signification biologique de ce concept. Les oligosaccharides peuvent

avoir des rôles relativement triviaux comme celui de participer à la stabilité ou à

l’immunogénicité des glycoprotéines porteuses, mais ils peuvent également être

impliqués dans de grands mécanismes biologiques tels que l’adhésion cellulaire, la

différenciation cellulaire, le développement et l’oncogenèse. A titre d'exemple, le

mécanisme de différenciation dorso-ventrale chez la Drosophile implique une

modification de glycosylation du récepteur membranaire Notch, via une N-

acétylglucosaminyl : Fuc(β1,3) transférase (FRINGE) exprimée spécifiquement dans

certaines cellules. Cette modification augmente l'affinité du récepteur pour le ligand

Delta orientant ainsi la différenciation des cellules considérées vers des cellules

dorsales [Fortini 2000; Brückner et al. 2000; Moloney et al. 2000]. Les

oligosaccharides sont également impliqués dans la reconnaissance entre gamètes et

plus généralement lors du processus de fécondation. L'équipe de Mouraõ en effet, a

montré l'existence, au sein des gangues d'Oursin, de polysaccharides sulfatés

spécifiques de l'espèce et capables d'induire in-vitro la réaction acrosomienne

uniquement chez l'espèce dont ils ont été isolés [Alves et al. 1997; Vilela-Silva 1999].

Par ailleurs, il est de plus en plus manifeste que les glycannes participent aux

interactions hôte-parasites. Karlsson (2000) met en évidence, par exemple,

l'apparition de modifications structurales des sialyloligosaccharides des mucines

intestinales de souris, induites par le parasite Nippostrongylus brasiliensis.

D'autre part, la co-évolution hôte-parasite a occupé une place centrale

chez les spécialistes de parasitologie, dans l'interprétation des phénomènes de

spécificité d'hôte, d'adaptation parasitaire, de phylogénie, de défense immune de
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l'hôte et de contre défense du parasite. Les mucines, qui constituent à la fois une

barrière de protection et une niche écologique, pourraient témoigner de cette co-

évolution. Ainsi, parallèlement au polymorphisme glycannique spécifique de l'espèce

que nous observons, Tinsley et Jackson (1998) démontrent chez le Xénope, un

parasitisme également strictement spécifique de l'espèce. Bien que nous ignorions le

nombre d’espèces vivantes et encore plus celui de parasites, il existe

vraisemblablement autant d’espèces parasites que d’espèces dans le monde vivant.

Si les mécanismes intervenant dans les interactions hôte-parasites restent encore

inconnus, nous suggérons néanmoins que la diversification structurale des

glycoconjugués a pu jouer un rôle non négligeable, mais pas forcément essentiel,

lors de la sélection naturelle, déviant les processus de reconnaissance cellulaire

impliqués non seulement dans la reconnaissance spécifique des gamètes, mais

aussi lors de la colonisation de l’hôte par les parasites.

Finalement, nos travaux présentés dans ce mémoire et portant sur 5

espèces d’Amphibiens, R. temporaria, R. arvalis, B. viridis, B. bombina et B.

variegata, ont participé à démontrer l’existence de cette hétérogénité des structures

glycanniques, spécifique des espèces même phylogénétiquement proches. Cette

biodiversité pourrait être le résultat d’une sélection naturelle fondée sur l’extrême

diversité des activités glycosyltransférasiques, diversité elle-même liée à des

processus de mutations ponctuelles et variées qui auraient progressivement modulé

ces activités enzymatiques.

D’un point de vue plus pratique, il faut rappeler le fait que tous les

oligossacharide-alditols préparés ont été analysés principalement par une méthode

non destructive (la RMN) et en grande quantité (les activités glycosyltransférasiques

étant particulièrement intenses au sein du tissu oviducal d’Amphibien). Ainsi, ces

glycannes peuvent éventuellement être utilisés pour l’obtention d’anticorps ou

comme substrats de réactions enzymatiques. Ils seront donc particulièrement utiles

lors d’études de caractérisation  d’enzymes particulières au sein de ces tissus. Pour

terminer, soulignons que ces analyses permettent d’enrichir considérablement les

banques de données de déplacements chimiques des chaînes O-glycanniques.
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