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Summary

Secretory IgA immunoglobulins (slgA) of human milk play an
important role in the protection of infant against intestinal infection.
In order to determine the biological role of the slgAcarbohydrate
moiety, particularly in the inhibition of bacterial adhesion on
enterocytes in which are involved cell lectins (adhesins), we have
undertaken  the study of the primary structure of N-and O-glyco-
sidically linked sIgA glycans. The results we obtained show an

amazing heterogeneity  of glycan structures, some of which are
described.
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INTRODUCTION

Le lait humain représente une source importante d'immunoglo-
bulines IgA de sécrétion (slgA). Il renferme de 1 a 2 g par litre
des deux sous-classes slgA; et slgAz dans les proportions de 1 pour 3.
Les slgA se caractérisent par la présence de deux monomeéres d'IgA
joints par une piéce de jonction et par une piece de sécrétion qui
vient s'insérer entre ces monomeres (voir revues générales de Here-
mans, 1974 de Brandtzaeg, 1981). Les slgA renferment 12p. 100
de glucides qui se répartissent en deux types de glycannes suivant
leur mode de fixation sur la chaine peptidique. Les glycannes liés
N-glycosidiquement  sont localisés sur les chaines lourdes, la piece
de jonction et la piéce de sécrétion, tandis que les glycannes liés
O-glycosidiqguement le sont uniquement dans la zone charniére des
chaines lourdes de type ai. En effet, une délétion de 15 résidus
d'acides aminés au niveau de la zone charniere de la chaine de
type az entraine la perte des sites de glycosylation des glycannes
liés O-glycosidiquement,

METHODES

Les slgA sont préparées a I'état pur a partir d'un mélange de
lait de lactarium (Pierce-Cretel et al., 1981). La zone charniére, consti-
tuée essentiellement de résidus de Ser, Thr et Pro est difficilement
hydrolysée par des enzymes protéolytiques et peut étre isolée en
bloc aprés hydrolyse trypsique et pepsique (Frangione et Wolfenstein-
Todel, 1972).

Les glycannes liés a cette zone charniere sont libérés par ~-élimi-
nation en milieu réducteur (Carlson, 1966). lls sont ensuite séparés
par gel filtration sur colonne de Sephadex G-25, par chromatographie
d'échangeurs d'ions sur colonne de Dowex 1 X 2 et par chromato-
graphie sur papier (Pierce-Cretel et al, 1981).

Aprés hydrolyse trypsique et pepsique, la fraction renfermant
les glycannes liés N-glycosidiqguement est hydrolysée par la pronase.
Le mélange des glycopeptides est séparé en sialoglycopeptides qui
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sont ensuite isolés par électrophoréese (Pierce-Cretel et al., 1982)
et en asialoglycopeptides qui sont fractionnés par chromatographie
sur Concanavaline A et sur lectine de Lens culinaris immobilisées.

Les procédés d'étude de la structure des glycannes des slgA
ont été précédemment décrits (Pierce-Cretel et al., 1981 et 1982)
(Strecker et al., 1981).

RESULTATS

L'étude des glycannes liés O-glycosidiguement aux slgAi montre
qu'il existe cing sites de glycosylation qui font intervenir de la
N-acétylgalactosamine et des résidus de sérine et de thréonine. Les
glycannes possédent une structure trés hétérogéne et comportent
de 2 & 10 résidus de monosaccharides. Toutes les structures glycan-
niques dérivent de la substitution du disaccharide Gal (~ 1-3) GalNAc
par des résidus de galactose, de N-acétylglucosamine et d'acide
N-acétylneuraminique en nombre variable. La structure des glycannes
A & E est donnée dans la fig. 1.

L'étude des glycannes liés N-glycosidiguement révele également
une trées grande hétérogénéité structurale. La fraction sialylée ren-
ferme un disialoglycopeptide  (glycopeptide IlI) et quatre monosia-
loglycopeptides  (fig. 2). La fraction asialoglycopeptidique  est, elle
aussi, hétérogene. Elle est constituée de glycannes de type N-acétyl-
lactosaminique  biantennés, caractérisés  essentiellement par la pré-
sence d'un résidu de GleNAc (-~ 1-4) lié au Man (a 1-4). L'asialo-
glycopeptide A fucosylé décrit dans la fig. 3 est le glycopeptide
majeur. Les autres asialoglycopeptides  dérivent de la structure de
l'asialoglycopeptide A par Il'absence, soit du résidu de Gal (~ 1-4),
soit du chainon Gal (~ 1-4) GleNAc (~ 1-2) liés toujours sur le Man
(a 1-3). La fraction asialoglycopeptidique  renferme, d'autre part, des
structures  plus complexes (B, C et D) qui possédent de un a trois
chainons de fucosyl-N-acétyllactosamine  supplémentaires  liés sur une
structure de type asialcrN-acétyllactosaminique biantennée  (fig. 3).

DISCUSSION

Les IgA de sécrétion présentent une grande hétérogénéité  struc-
turale et la question qui se pose est de savoir s'il existe une relation
entre I'hétérogénéité  glycannique et la fonction anticorps? Il semble



412

LE LAIT / SEPTEMBRE 1982 / N" 617-618/619-620

Gal (al-3)GalNAc-ol

NeuAc(a2-3)Gal (al-3)GalNAc-ol

GlcNAc(al-6)GalNAc-ol

1 @1-3)
Gal

Gal (s1-4)GIcNAc(sl-6)GalNAc-ol
\ (S1-3)
Gal
NeuAc(2-3,6) Gal (1-3)GIcNAc(l1-3)"
0-1 <,
Gal (1-4)GIcNAe(1-6)GalNAc-ol
Gal(l—3)GIcNAc(I—6)/ % (1-3)
Gal
fig. 1

Structure des glycannes réduits obtenus apres ~-élimination de la zone
charniere des slgA,.

Structure of reduced oligosaccharides obtained by ~-elimination tram the
slgA, «hinge» region.

NeuAc(az-6)  Gal (8 1-4) GleNAde I|-Z)Man@a  1-3) ™

Man(s 1-4)GIcNAC(S ~ 1-4)GIeNAC(S  I-)Asn

CRI - Gal(SI-4)GleNAc(BI-Z)Man(al-6) R
1 Fue
RZ
Glycopeptide r : R 0 RZ 0
Glycopeptide 1 RI NeuAc(aZ-6) RZ 0
Glycopeptide 1] RI Gal(SI-3) RZ 0
Glycopeptide v RI Fuc(al-6) RZ 0
Glycopeptide V : g 0 RZ Fuc(al-3)

fig. 2
Structure des sialoglycopeptides de type N-acétyllactosaminique isolés des
slgA du lait de femme.

Structure of the sialoglycopeptides [rom the slgA isolated from human
milk.
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Gal (a I-4)GIcNAc(a  1-Z)Han(.  1-3) ™

Glc.~Ac(a 1-4)-  Hall\r, 1-4)GId;Ac (e 1-/,) GICNAC(BI-)Asn

Gal(BI-4)GICNAC(BI-Z)Han(ul-6)/ 1 (al-6)
Fuc

Gal(al-4)GIcNAC(BI-Z)Han(al-3)

ool ‘<,
| (a1-4) GIcNAc(a 1-3) " -,. Han (r:t-4)GlcN/,c  (f;1-4) G[cNAda,l-)Asn
(al-3) Gal(a 1-4)GIcNAc(a 1-Z)Han(al-6)/ 1 (al-6)
Fuc Fue
\] 1-3
fig. 3
Structure  des asialoglycopeptides isolés des slgA du lait de femme.

Structure  of the asialoglycopeptides  from the sIgA isolated from human
milk.

que les structures glycanniques soient impliquées dans les méca-
nismes de protection vis-a-vis des protéinases bactériennes (Plaut
et Kornfeld, 1981) et d'inhibition de I'adhésion bactérienne sur les
mugqueuses épithéliales (Izhar et al., 1982). En outre, les glycannes
lies O-glycosidiquement sont bien localisés dans une zone stratégique
de la molécule d'IgA : la zone charniere (hinge region), qui présente
une grande flexibilit¢ que pourraient contréler ces glycannes.
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