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ABSTRACT

After conversion by phage ¢ 1(40) S johannesburg 5 58 (40) acquires a new
specificity which cross reacts with all Factors 1 present on other Salmonella The
structure of the specific polysaccharides, obtained from both wild (polysaccharide R™)
and con serted (polysacchanide R*) strains, was established by determunation of the
component sugars and by methylation and perrodate oxidation of the polysaccharides
and a few oligosaccharides obtained after partial hydrolysis The specific chamn of
polysaccharide R~ contamns residues of D-glucose and D-mannose, and a tetrasub-
stituted residue of 2-acetamido-2-deoxy-pD-galactose on which two residues of 2-
acetamido-2-deoxy-D-glucose and -D-galactose are hnked The specific chain of
polysaccharide R* apparently differs only from that of polysaccharide R~ by the
addition of an «-D-glucose residue to the 2-acetamido-2-deoxy-D-galactose residue
The terminal disacchande restdue a-D-Glec-(1 —»6)-D-GalNAc of polysaccharide R™* 1s
simuilar to the residue a-p-Gle-(1-6)-D-Gal which carries the specificity of Factor 1
in other Salmonella Both the very small quantities of 2,3,4,6-tetra- O-methyl-D-
glucose obtained after methylation and the resistance of the terminal residue of
2-acetamdo-2-deoxy-p-glucose to periodate oxidation cannot be explained by the
structure proposed for polysaccharide R¥, unless by a special conformation which 1s
discussed and 1s presently tested by immunochemical analysis

SOMMAIRE

L’étude par méthylation et oxydation par le periodate des polyosides R™ et Rt
extraits respectivement de Salmonella johannesburg 5 58 sauvage (40 et convertie par
le phage ¢ 1(40) ains: que des oligosides en dérivant aprés hydrolyse partielle a
pernus de proposer une structure comprenant des résidus de D-glucose, D-mannose
et 2-acétamido-2-désoxy-D-galactosetétrasubstitué sur lequel sont greffees deux résidus
de 2-acétamido-2-désoxy-D-glucose et -D-galactose Les structures des deux polyosides
ne semblent différer que par I’addition sur le polyoside R* d’un résidu de a-D-glucose

*Dédié au Professor Jean-Emile Courtois & ’occasion de son 652me anniversaire
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a Pextrérmité-d’une chaine latérale Le dioside terminal a-pD-Gle-(1—6)-D-GalNAc pré-
sent sur R* (1,40) rappelle le dioside «-D-Glc-(1 —6)-D-Gal responsable de la spécificité
1 sur d’autres Salmonella Certains résultats, obtenus avec le polyoside R*, sont
difficiles & interpreter et ne pourralent s’explhiquer que par une conformation spatiale
particuliére qui a ét¢ discutée et fait actuellement I’objet d’analyses immunochimiques

INTRODUCTION

La souche 5 58 de Salmonella johannesburg (symbolisee par S3 5 58 dans ce
travail) appartient an groupe sérologique R du tableau de Kauffmann-White! et
posséde le facteur 40 IL’infection de cette souche par le phage ¢ 1(40), suivie ou non
de lysog€misation, fait apparaitre & sa surface un nouveau déterminant antigénique
détecté par agglutination avec des antisérums anti-1, d’ot1 la formule 1,40 donnée a
la souche lysogénisée? On a démontré dans d’autres systémes que les determinants
antigéniques O ont pour support une macromolécule polysaccharnidique située au
niveau de la paro1 bacterienne On a donc essayé au cours de ce travail de déterminer
la structure du polysaccharide extrait de la souche Sy 558 non lysogénisée, dite
sauvage, et du polysaccharide extrait de la souche Sy 5 58 lysogémsée par le phage
¢ 1(40) en vue de localiser les modifications apportées par le phage et d’établir la
structure chimique des facteurs antigéniques 40, 1 et 1,, (propre a la souche lyso-
genisée)

PARTIE EXPERIMENTALE

Préparaticn des polyosides — Ils ont été extraits des bactéries entieres par
P’acide acétique 0,1Mm a 100° pendant 1,5 h, purifies par le techmque de Freeman? et
lyophilisés 283 g de germes secs Sy 5 58 souche sauvage ont fourm: 4,5 g (ca 1,6 %)
de polyoside FPS R™ et 270 g de germes secs de Sj 5 58 lysogénisés par ¢ 1(40) ont
fourni 3,5 g (ca 1,3%) de polyoside FPS R*

Identification des oses constitutifs des polyosides —— Les polyosides sont hydro-
lysés pendant 4 h & 100° par I’acide sulfurique 0,5M ou par I’acide chlorhydrique 4m
Les hydrolysats sont chromatographiés sur papier Schleicher 2043 b Mg I ou sur
plaques de cellulose (t I ¢ )* dans les solvants (A) I-butanol-pyridine—eau (9 5 4, v/v),
(B) 1-butanol-pynidine—eau (6 4 3, v/v), (C) 1-butanol-acide acétique—eau (4 1 1, v/v),
(D) 1-butanol-éthanol-eau (21 1, v/v), (E) éthyle acétate—pyridine-acide acétique—
eau (524 3,v/v) Les composés sont révélés par le réactif de Trevelyan et al ° au
mtrate d’argent, par la ninhydrine 0,1 % dans I’acétone® et par le réactf d’Elson—
Morgan’

Les hydrolysats sont chromatographies en phase gazeuse (¢ p g) sous forme
d’alditols acétates avec un appareil Packard de la série 7400 avec enregistreur Honey-
well sur ECNSS-M 3% adsorbé sur du GasChrom Q (100-120 mesh) pour les oses
neutres® et OV-17 3% adsorbé sur du GasChrom Q (100-120 mesh) pour la gluco-
samine et Ia galactosamine®
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Les osamines 1solées sont egalement 1dentifiées par oxydation par la ninhydrine
selon la technique de Stoffyn et Jeanloz!®

Dosages des oses neutres et osammes — Le D-glucose est déterminé par la
glucose oxydase'!!, le D-galactose par la galactose oxydase!2, le D-mannose par la
mannose 1somérase’*® '+, pour ces deux dermiers dosages, 11 a fallu tenir compte des
mterférences de la D-galactosamine pour le D-galactose et de I’heptose pour le D-
mannose Les osamines totales sont déterminees par la technique d’Elson—-Morgan’,
alors que Ia galactosamine etait dosée spécifiquement par la technique de Ludowieg et
Benmaman'® '® Les osamines sont egalement séparees sur colonnes échangeuses
d’1ons Dowex 50 W X 8 et dosees par le procédé de Gardell! 7 ainsi que par la methode
au Technicon de Monsigny!® Le L-glycéro-p-manno-heptose est dosé par la méthode
d’Osborn’?, et I’acide 3-désoxyoctulosonique (KDO) par la methode a I’acide
thiobarbiturique?° '

Préparation des oligosides — L hydrolyse partielle des polyosides R* et R~ est
effectuee avec 1’acide sulfurique 0,5M pendant 30 mun 4 100° sur des solutions de 5 a
10 mg de polyoside par ml afin de réduire au maximum les phénoménes de trans-
glycosylation®* Les hydrolysats sont neutralisés a 1’aide de résines échangeuses
d’amons IRA 400 (HCO3)

La séparation des ohigosides est réalisee par passage des hydrolysats sur une
colonne de charbon-Celite selon la technique de Whistler et Durso2? L’clution est
faite dans un premier temps avec de I’eau bidistillée puis avec un gradient exponentiel
d’alcool de 0 & 40%, v/v>? Les groupes d’oligosides obtenus ont été ensuite séparés
par chromatographie sur papier dans les solvants A ou B Les fractions éluées de la
colonne de charbon sont caractérisees par des lettres majuscules pour le polyoside R ™,
et minuscules pour le polyoside R* Ces lettres symbolisent la nature de 1’éluant
utilise  E pour eau, A pour alcool Les fractions eluées par 1’alcool, A et a, ont ete
reunies en lots numerotés de I & XII pour le polyoside R ™, et de 1 4 8 pour le polyoside
R¥ (Fig 1) Chacun de ces lots est désigné par la lettre A (ou a) accompagnée d’un
indice rappelant le numéro du lot, et d’un exposant d’autant plus éleve que 1’oligoside
migre plus vite en chromatographie sur papier dans le solvant A Ainsi 'oligoside
A3, appartient au systéme R ™, a eté elue par I’alcool dans le lot N° XII et mugre plus
rapidement que ’oligoside AZ,

Déternanation de la séquence et des types de laison des oses dans les oligosides
étudiés — La détermination du résidu terminal réducteur s’effectue en dosant les
oses avant et aprés réduction par le borohydrure de sodium?* L’electrophorcse en
tampon molybdate? > permet egalement de detecter I’ositol L’oxydation periodique?®
avec calcul de la consommation de periodate et de la hibération d’acide formique
s’effectue selon la technique de Fleury et Lange?” ou la microtechnique de Schiffman?8
L’étude du comportement des osides en milien pynidine a chaud s’effectue selon
Whistler et BeMiller?® L utilisation d’«-D-mannosidase extraite de 1’épididyme de rat
s’effectue selon la technique de Conchie er al >°, celle de -D-glucosidase selon Mage
et Kabat3! Les polyosides R* et R~ sont méthylés selon la technique d’Hakomon 32
et les modifications de Sandford et Conrad>? et de Hellerqvist ez al ** Chaque polyo-
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side a sub1 deux cycles de méthylation Les oses méthyiés sont 1dentifiés par cp g
sur une colonne en verre (2,4 m x 3,1 mm) d’ECNSS-M 3 % adsorbé sur GasChrom
Q (100-120 mesh) a 150° 1sotherme, mnjection 4 250°, détecteur & 1onisation de flamme
230°, débit de ’azote 3540 mi/min Certains oligosides ont éte méthylés selon une
modification de la technique de Diner et al 3° dans laquelle le milien de méthylation
est constitué par du N,N-dimethylformamide anhydre, de Phydrure de sodium et de
I'todure de méthyle

RESULTATS

Hentification et dosage des oses contitutifs des polyosides R~ et R¥ — L’hydro-
lyse par Pacide sulfurique 0,5M ou par ’acide chlorhydrique 4M pendant 4 h a 100°
sutvie de cpg des ositols acétates révélent la présence de glucose, galactose,
mannose, glucosammme et galactosamine dans les deux polyosides Le polyoside
R~ renferme en outre un constituant dont le temps de rétention correspond a celu:
d’un méthyl pentose absent du polyoside R* Cet ose migre comme le rhamnose en
chromatographie sur papier et, aprés isolement, donne une réaction positive avec le
réactif de Dische et Schettles spécifique des 6-didésoxyhexoses3¢ De plus le polyoside
R~ contient des quantités plus importantes d’amunes et de L-gljcéro-D-manno-
heptose que le polyoside R* (Tableau )

TABLEAU 1
NATURE ET DOSAGE DES SUCRES CONSTITUTIFS DES POLYOSIDES FPS R+ et FPSR™ ¢
Donnees analytiques en % Polyosides

FPS R FPS R+
Azote total 5,5 4
D-Glucose 12-14 22-25
D-Galactose 7-8, 5-6° 7-8 2-3°
p-Mannose 7, 4, 2-5% 8-8,5, 7-8
Osamunes 20 30-32
2-Amino-2-désoxy-D-glucose 8 7-10
2-Amino-2-desoxy-D-galactose 11-10 22-25
Groupes O-acétylés 0? 0
KDO 2,8 0,2
Rhamnose + 0
Heptose 10 4,5
Amines + + ES

9L’azote a ¢été dosé par la technmique de Kjeldahl37, les sucres ammés par la techmque d’Elson—
Morgan modifiée par Reissig, Stromunger et Leloir3®, les groupes O-acétylés ont gte recherchés parla
technique de Kotelko3® Les oses neutres sont dosés aprés hydrolyse des polyosides R* et R~ par
I"acide sulfunique 0,5M a 100° pendant 4 h Les sucres aminés sont dosés aprés hydrolyse par 1’acide
chlorhydrique 4 pendant 4 h a 100° *Pourcentages corrigés en tenant compte de 'interférence au
cours de ces dosages colorimetriques avec d’autres oses
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Le polyoside R™ contient environ deux fois plus de glucose et de galactosamine
que le polyoside R ™. D’autre part le polyoside R~ est plus riche en sucres spécifiques
du noyau basal (KDO, heptose, galactose) que le polyoside R™ Le dosage de I’azote
par la méthode de Kjeldhal*” montre que le polyoside R~ est plus riche en azote
total (5,5 %) que le polyoside R* (4%) Or I’azote correspondant aux hexosamines du
polyoside R™ représente 1,3 %, alors que I’azote des hexosamines du polyoside R*
représente 2% Le pourcentage d’azote plus élevé dans le cas du polyoside R™
s’explique par I’extraction, avec le polyoside R, de plus grandes quantités d’amines
(putrescines, spermidines par exemple), environ 20 i 25%, dans le cas du polyoside
R™* on en extrait environ 10 a2 12%

Cette analyse chimique montre que le comportement des deux polyosides R™
et R™, au cours de I’extraction et de la purification par 1a méthode de Freeman, est
difiérent extraction plus faible d’amines et d’oses du noyau basal dans le cas de 1a
souche Sj 5 58 Iysogénisée que dans le cas de la souche Sy 5 58

Le polyoside R* semble donc posséder soit des chaines O spécifiques plus
longues soit un plus grand nombre de chaines que le polyoside R~ La trés faible
teneur du polyoside R* en galactose (2 4 3%) permet de supposer que cet ose

TABLEAU II
POURCENTAGE DES OSES CONSTITUTIFS DES POLYOSIDES R~ ET R* ENTRANT DANS LA COMPOSITION
DU NOYAU BASAL ET DES CHAINES O SPECIFIQUES

Donnees analytiques en % Polyosides

R= R*

Zone des chaines specifiques

D-Glucose 7 21,5
D-Mannose 4,25 8-8,5
2-Acétamido-2-désoxy-p-glucose 5-7 8-9
2-Acétamido-2-desoxy-D-galactose 11 22-25, 23,5
Zone du noyau basal
2-Acetamido-2-désoxy-D-glucose 2,5-3 1-1,5
D-Glucose 5-6 2-3
D-Galactose 5-6 2-3
Heptose 10 4
Phosphate® 1,16 0,4
KDO 2,5 0,25

Structure admise pour une région du noyau basal4®—=2

II I
—4)-D-G-(1—-2)-pD-Gal-(1—--3)-D-G-(1—?)-Heptose-Heptose-KDO
2 6 | |
t 4 PO, PO,
1 1 | |
D-GNAc p-Gal

9Phosphate dosé selon la methode de Lowry?3
Carbohyd Res , 24 (1972) 457-473
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n’est pas présent dans les chaines et n’appartient qu’au noyau basal Il est alors
possible de calculer, en se basant sur la structure de ce noyau basal*%~42, le pour-
centage des différents oses entrant dans la composition du noyau basal et des chaines
O spécifiques (Tableau IT) Ces dermeres sont composées de D-glucose, D-mannose,
2-acétamido-2-désoxy-p-glucose et 2-acétarmido-2-désoxy-D-galactose dans les propor-
tions approxim 1.1 12 alors que celles-c1 sont d’environ 2 1.1 2 pour les chaines O
spécifiques du polyoside R+

TABLEAU 111
SUCRES CONSTITUTIFS DES POLYOSIDES R* ET R~ RESISTANT A L’OXYDATION PERIODIQUE

Sucres Polyosides

R~ R+

Non oxyde Oxyde Non oxyde Ovxyde
2-Acétamido-2-desoxy-D-galactose 10-11 4 6-5 22-25 119
2-Acétamido-2-desoxy-bp-glucose 10-8 ~0 10 8
D-Glucose 12-14 5,5 22-25 3
D-Galactose 5-6 1] 3 1]
D-Mannose 4,2-5 +e 8 +a

“Le D-mannose restant apres oxydation periodique n a pu étre dosé, car le dosage par la b-mannose-
1somérase est pertarbé par la présence des 10ns periodate

Le dosage des oses aprés une oxydation pertodique de 96 h des polyosides R*
et R™ (Tableau III) montre que 50% du 2-acétamido-2-désoxy-D-galactose est
détruit lors de cette oxydation, aussi bien dans le cas du polyoside R* que dans le cas
du polyoside R~ Donc la moitie de ces résidus sont soit situés a I’extrémité d’une
chaine laterale, soit li€s en (1 —6) dans les chaines O spécifiques (les deux propositions
pouvant coexister) Le D-glucose restant correspond de fagon trés satisfaisante au
D-glucose du noyau basal (Tableau II) ce qui signifie que tous les résidus de p-glucose
des chaines latérales sont détruits par I’agent oxydant La persistance du D-mannose
aprés ’oxydation suggére que cet ose est 1ié en C-3 dans les deux polyosides ou qu’il
est trisubstitué La dispantion du p-galactose est en accord avec la structure connue
noyau basal (Tableau IT), quant a celle du 2-acétamdo-2-désoxy-D-glucose dans le
cas du polyoside R7, elle peut s’expliquer par sa position a 1’extrémute d’une chaine
latérale ou par Pexistence d’une haison (1—6) si elle est engagée dans la chaine
principale On constate que, & I’opposé de ce qu’on observe avec le polyoside R™,
les résidus de 2-acétamido-2-désoxy-p-glucose du polyoside R+ ne sont pratiquement
pas détruits au cours de cette oxydation (la fraction détruite correspond aux résidus
des chaines latérales du noyau basal)

Etablissement de la séquence des résidus osidiques dans les polyosides R~ et Rt —
1La chromatographie sur charbon—Celite des hydrolysats partiels, obtenus par ’acide
sulfurique, des polyosides R* et R™, (Fig 1, fractions ej2eta; g, Ejpyet Ay xyp,
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Fig 1 Chromatographie sur colonne de charbon-Célite (longeur 50 cm, diam 1int 2,5 cm) des
polyosides R* et R~ hydrolysés par I'acide sulfurique 0,5 & 100° pendant 30 mumn, volume des
fractions 10 ml, temp =~4°

respectivement), swivie de chromatographie sur papier dans le solvant A et d’élution
par ’eau distillée a permus d’isoler toute une gamme d’oligosides (Tableau T'V)

L’analyse qualitative des sucres constitutifs des oligosides obtenus en quantités
assez importantes a permuis de classer ceux-ci en - oligosides ne contenant que des oses
neutres (Groupe I), oligosides renfermant des oses neutres et un type d’osamine
(galactosamine ou glucosamine) (Groupe II), et oligosides renfermant des oses neutres
et les deux types d’osamines

La grande majornité de ces oligosides ne mugrent pas en électrophorése en
tampon pyridine-acide acétique-eau (5 2 43, vfv, dilué 4 fois) 2 pH 5,4 Donc la
fonction aminée des osamunes est substituée par des groupements acétyles, comme le
laisse penser I'isolement des 2-acétamido-2-désoxy-p-glucose et -D-galactose des
fractions A, et a; (Fig 1); en outre, les oses de ces oligosides ne possédent aucune
fonction alcool substituée par des groupements chargés positivement ou négativement
(re PO3~, CO;, etc)

Oligosides du Groupe I, AF et Ay, Rga 0,53 Ces oligosides renferment des
résidus de pD-mannose et de D-glucose dans les mémes proportions La réduction par
le borohydrure de sodium entraine la transformation totale des résidus de p-glucose
en résidus de p-glucitol, mdiquant que ces oligosides sont des diostdes mannosyl-
glucoses La stabilité du dioside AZ* en milieu pyridine 4 100° pendant 1 h exclut Ia
possibilité d’une haison (1—-3) D’autre part, ce dioside est retrouvé aprés hydrolyse
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partielle du trioside O-Man-(1—-4)-0-G-(1—+4)-GalNAc étudié ci-dessous Le dioside
AZ® a donc la structure

O-p-mannosyl-(1—-4)-p-glucose

Oligosides du Groupe II, A%, et at, Rg. 0,39-0,40 L’analyse qualitative et
quantitative des oses présents dans ces deux oligosides, confirmés par ’examen du
spectre de masse de leurs composés perméthylés, indiquent que ce sont deux triosides
constitués de résidus de D-mannose, D-glucose et D-galactosamine La D-galactosamine
occupe la position terminale réductrice, et I’absence de migration en électrophorése
montre que la fonction amine est bloquée probablement par un groupement acétyle
L’action d’une D-mannosidase, contenue dans un extrait d’épididyme de rat, sur
ces deux triosides a ibéré du p-mannose Ce résidu occupe donc 1a position terminale
non réductrice dans I’oligoside, le residu de p-glucose occupant la position médiane
L’oxydation de chaque trioside consomme trois moles d’acide pertodique et hibére
1,22 mole d’acide formique L’hydrolyse de ces ohigosides oxydés et réduits fournit
de I’érythritol et du glycérol L’hydrolyse de A%, permethylé libére du 2,3,4,6-tétra-
O-méthyl-p-mannose et du 2,3,6-tr1- O-méthyl-p-glucose Tous ces résultats condu-
sent a proposer pour ces deux triosides la structure O-D-mannopyranosyl-(1—-4)-0O-
D-glucopyranosyl-(1 —»4)-2-acétamido-2-désoxy-D-galactose L’absence de formation
de chromogeéne au cours de la réaction d’Elson—Morgan effectuée sur ces deux
triosides non hydrolysés est également en accord avec la haison (1—4) entre les
résidus de D-glucose et de 2-acétamido-2-desoxy-D-galactose

Olgosides du Groupe II, A3y et a3, Rg, ca 0,30 Ces deux oligosides sont des
tétraosides constitués par un résidu de p-glucose, un résidu de p-mannose et deux
résidus de 2-acétamido-2-désoxy-D-galactose La réduction par le borohydrure de
sodium indique qu’un des résidus de galactosamine est en position terminale réduc-
trice La résistance du résidu de D-mannose a I’oxydation periodique prouve que
celui-c1 est substitué en C-3 L’hydrolyse partielle de cet oligoside a fourni le trioside
A2, et les diosides A2® et aj Le deuxiéme résidu de 2-acétamido-2-désoxy-D-galactose
est donc en position terminale non réductrice et lie au C-3 du residu de D-mannose
La structure proposée pour ce tetraoside est

D-GalNAc-(1-3)-D-Man-(1 »4)-G-(1 »4)-GalNAc

Oligoside du Groupe II, A%y, Rgy ca 0,20 Cet oligoside est constitué de
résidus de D-glucose, D-mannose et 2-acétamido-2-désoxy-D-galactose dans les
proportions 2 1.2. Un résidu d’hexosamine est en position termunale réductrice
L’hydrolyse partielle a libéré les oligosides Ay, Ad, ag et AF* 11 s’agit donc d’un
pentaostde comportant un residu de D-glucose dont la position reste indeterminee
Toutefors la proportion des oses dans le polyoside R™ (D-glucose-D-mannose—2-
acétamido-2-désoxy-D-galactose 1.1 2) est incompatible avec I’existence d’une chaine
latérale de p-glucose 11 faut donc attribuer a I’oligoside A2, la structure

G-(1-4)-GalNAc-(1-3)-Man-(1-4)-G-(1 »4)-GalNAc

Carbohyd Res , 24 (1972) 457473
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Oligoside du Groupe II, (Axp)., Rga 0 Cet oligoside a été purifi€ par filtration
sur colonne de Biogel P, (100-120 mesh) 1II est constitué de résidus de p-glucose,
D-mannose et 2-acétamido-2-d€soxy-D-galactose dans les proportions voisines de
1,314 Laréduction par le borohydrure de sodium indique qu’un des résidus d’hexo-
samine est en position termunale réductrice L’hydrolyse partielle de cet oligoside a
fourni les oligosides Ay, Az, A%, a3 et AZ® et un ohgoside migrant comme a2 En
outre la méthylation par I'sodure de méthyle en présence d’hydrure de sodium dans la
N,N-diméthylformamide et I’analyse des oses méthylés en ¢ p g sur la phase station-
narre ECNSS-M 3% adsorbée sur du GasChrom Q (100-120 mesh) a 160° a révélé
I’existence de 3 pics majeurs correspondant au 2,3,4,6-tétra- O-méthyl-p-glucose ou
-D-mannose (3,5 min), au 2,4,6-tri-O-méthyl-D-mannose (6,5 min) et au 2,3,6 ir-O-
méthyl-D-glucose (8 min)

La libération de 1’oligoside A2, au cours de I’hydrolyse partielle suggére que
les deux résidus de galactosamine supplémentaires trouvés dans ce polyositde forment
des chailnes latérales Celles-ct ne peuvent étre liées a aucun des deux résidus d’hexose
puisqu’ils donnent des derivés triméthyles aprés méthylation de 1’oligoside, 1l reste
alors la possibilité de 2 embranchements portés par chacun des résidus de p-galactosa-
mine ou d’une seule chaine latérale contenant 2 résidus de p-galactosamine En se
rapportant aux proportions trouvées dans le polyoside (2-acétamido-2-désoxy-D-
galactose—D-glucose-D-mannose 2 1 1) on est amené a conclure A ’existence de deux
chaines latérales, et a attribuer a ’oligoside (Ajy), Ia structure

(p-G)-(1—>4)-p-GalNAc-(1—>3)-pD-Man-(1—4)-D-G-(1—4)-p-GalNAc

i +
1 1

D-GalNAc p-GalNAc

La proportion de 1,3 résidu de D-glucose pour 1 résidu de p-mannose serait alors due
a la coexistence dans (Agy)» de deu xoligosides possédant ou non le residu de D-
glucose terminal non réducteur

Olgoside du Groupe II, (a3), Rgy 0,79-0,80 Cet olgoside est constitué de
p-glucose et de 2-acétamido-2-désoxy-D-galactose dans les proportions 1 1, la réduc-
tion entraine la destruction totale de I’osamine, celle-c1 est donc en position terminale
réductrice et a3 est un D-glucosyl-2-acétamdo-2-désoxy-galactose

L’oligoside est résistant a I’action de la f-glucosidase La stabilité de a3 en
milieu pyridine 4 100° et la faible libération de chromogéne au cours de la reaction
d’Elson—Morgan effectuée sur le dioside total excluent la possibilité d’une haison
(1—-3) Une consommation de 3,87 moles de periodate avec formation de 2,1 moles
d’acide formique par mole de droside est en accord avec la structure

O-D-glucosyl-(1—6)-2-acétamido-2-désoxy-D-galactose

Olgoside du Groupe II, (a3), Rg,; ca 0,97. Cet oligoside est formé d’un résidu
de p-glucose et d’un résidu de 2 acétamido-2-désoxy-p-galactose dans les proportions
1.1, le résidu de p-galactosamine est en position terminale réductrice D’autre part
ce dioside est retrouve lors dg ’hydrolyse partielle des triosides AZ, ou aZ de structure
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Man-(1-4)-G-(1-4)-GalNAc Le peu de chromogéne libéré par la réaction d’Elson—
Morgan effectue sur cet oligoside avant hydrolyse est également en accord avec la
structure O-pD-glucosyl-(1-24)-2-acetamido-2-désoxy-D-galactose

Oligoside du Groupe 11, (aZ), Rg, ca 0,15 Cet oligoside renferme du D-glucose,
du p-mannose et du 2-acetamido-2-désoxy-D-galactose dans les proportions 21 1
Un residu de p-glucose occupe la position terminale réductrice L’hydrolyse partielle
de cet ohgoside fournit essenticllement le dioside O-pD-mannosyl-(1—4)-D-glucose,
trés peu de dioside O-p-glucosyl-(1—4)-2-acetamido-2-désoxy-D-galactose et un
dioside O-p-glucosyl-(1 —4)-2-amino-2-desoxy-D-galactose ayant son osamine désacé-
tylée (oligoside A3?, Tableau IV) On peut proposer pour cet oligoside la structure

D-G-(1-4)-pD-GaiNAc-(1—3)-D-Man-(1 »4) D-G

Oligoside du Groupe II, (a%),, Rg, 0 Cet ohgoside, purifie par filtration sur une
colonne de Biogel P,, est constitue de D-glucose, D-mannose, 2 acetamido-2-desoxy-
D-galactose (plus des traces de 2-acétamido-2-désoxy-D-glucose) dans les proportions
213 Laréduction par le borohydrure de sodium montre qu’un des residus d’hexosa-
mune est en position terminale réductrice L’hydrolyse partielle de cet oligoside a
liberé les oligosides A3, A, A% et a2 Ces résultats suggérent pour cet oligoside,
en analogie avec I'oligoside (Aj,,), du polyoside R, Ia structure

D-GalNAc-(1—-3)-D-Man-(1—4)-D-G-(1—4)-D-GalNAc

p-GalNAc -
6
i

1
D-G

La pos:tion de la haison du résidu b-G-(1—6)-D-GalNAc sur ’une ou I’autre des deux
galactosamines reste indéterminée

Oligosides du Groupe III, Ay, AP, et ai, Rgy ca 097 Ces oligosides sont
constitués de D-glucose, 2-acétamdo-2-désoxy-D-galactose et 2-acetamido-2-désoxy-
D-glucose dans la proportion de 1 glucose pour 2 osamines Apres réduction par le
borohydrure de sodium la quantit€ de D-glucose est inchangée alors qu’on note
une disparition presque totale des osamines On peut donc conclure que le résidu de
D-glucose n’est pas en position terminale réductrice L’hydrolyse partielle de A, par
I’acide sulfurique 0,25M pendant 15 mun a 100° donne naissance a 3 composés
principaux (Afp:, (Ajp:z et (Ajp)s separés en chromatographie sur papier dans le
solvant A (Fig 2) L’isolement de ces 3 composes et I’étude de leurs constituants
indiquent que (Af;), est compose de D-glucose et b-galactosamine, (Ajy), de p-gluco-
samine et D-galactosamine et (AJ); de D-glucose D’autre part ’analyse en spectro-
graphie de masse de Aj}; perméthylé revéle la nature triosidique de cet oligoside
(sortie du pic moléculaire & 709) lLa haison entre les résidus de D-glucose et D-
galactosamine ne peut &tre que (1—4) puisque A}, a eté trouvé dans R~ qu ne
posséde pas de dioside D-G-(1—6)-GalNAc La liaison (1—3), iabile en milicu alcahn,
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8 GNAc
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Fig 2 Chromatographie sur papier de 'ohgoside Aj;, Af; oligoside natif, Afjjor oligoside
oxydé par I’acide periodique, Ayuy oligoside hydrolyse par I'acide sulfurique 0,5M pendant 4h a
100°, Af;n+p oligoside hydrolyse par I’acide sulfurique 0,25M pendant 15 mun a 100°, T, témoins,

MEéEle, mélécitose

entre les deux restes d’hexosamines est suggeree par Ia disparition des deux hexosa-
mnes lors de la réduction par le borohydrure de sodium L’etude cinétique de la
consommation de periodate par le trioside Af“ montre qu’environ 3 moles de periodate
sont consommeées par mole d’oligoside Ceci n’est compatible qu’avec la présence
d’un résidu de D-glucosamine sur une chaine laterale Ces resultats suggérent la
structure

O-p-glucosyl-(1—4)-[ O-2-acétamido-2-désoxy-D-glucosyl-(1 —3)]-2-acétamido-
2-désoxy-D-galactose

Méthylation des polyosides R~ et R* — Les temps de rétention (7,) des pics
(Fig 3) par cp g des oses methylés sous forme d’acetates d’alditols sont déterminés
par rapport au 1,5-di-O-acétyl-2,3,4,6-tetra- O-methyl-p-glucitol*#

La méthylation du polyoside R~ a fourm le 2,3,4,6-tétra- O-méthyl-pD-galactose
(pic B, T, 1,29) correspondant au résidu de D-galactose du noyau basal hé (1-+6) A un
résidu de D-glucose I (Tableau IT) Les pics G et H ont des 7, de 3,6-3,8 et 4,02-4,03
correspondant 4 ceux du 2,4-di- O-méthyl-p-glucose (7, 3,6) et 3,6-di-O-methyl-D-
elucose (T, 4,1) Ces résidus trisubstitués correspondent vraisemblablement & ceux de
p-glucose I et IT du noyau basal (Tableau IT) Les pics F et D (T, respectifs de 2,50
et 1,98-2,08) correspondent aux dénves triméthylés des oses neutres des chaines
spécifiques, respectivement le 2,3,6-tri-O-méthyl-D-glucose (7, 2,85) et le 2,4,6-ir1-O-
methyl-p-mannose (7, 1,95) deja trouvés lors de I’etude de I’oligoside (Agy), Toute-
fois 1'intensité trés forte du pic F par rapport au pic D laisse supposer que celui-ci
renferme également du 3,4,6-tri- O-méthyl-p-glucose (7, 2,85) Ces dérivés triméthylés
du p-glucose pourraient correspondre aux résidus de D-glucose II (Tableau II) du
noyau basal non substitués par les chaines polyosidiques spécifiques Le pic C a un
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Fig 3 Separation par chromatographie en phase gazeuse des oses méthyles obtenus a partir des
hydrolysats des polyosides R~ et R*, methylés suivant la techmique d’Halomori32-3%, sous la
forme d’alditols acetates Chromatogramme obtenu avec le polyoside R~ (————- , avec le polyo-
side R¥ ((———————); 1 1mjection Les pics sont décrits dans Resultats

T, (1,52) voisin de celu1 du 2-O-méthyl-L-rhamnose (1,6) ou d’un derivé méthylé du
L-glycéro-D-manno-heptose, or le polyoside R~ est riche en heptose (10 %) et contient
un peu de rhamnose (Tableau I)

Le chromatogramme des derivés méthylés obtenus du polyoside R* révéle
deux pics majeurs (d, 2,4,6-tri-O-méthyl-b-mannose, 7, 1,98-2,08, f, 2,3,5-tr1i-O-
methyl-D-glucose, T, 2,50) L’intensité faible des pics b, g et h correspond a ’extrac-
tion moins 1mportante des oses du noyau basal dans le cas de la souche Sy 5 58
lysogénisee (Tableau I) Le pic mineur a (7, 1) correspond au 2,3,4,6-tétra- O-méthyl-
p-glucose (ou -D-mannose) (7. 1)

La colonne d’adsorbant utilisée en ¢ p g ne permet pas d’identifier les dérivés
méthyles des osamunes (7, trop longs)

DISCUSSION

Polyoside R~ — Pour la chaine spécifique de ce polyoside (Schéma I), on
retrouve la structure proposée pour I’oligoside (Axy)s, sur laquelie a eté ajoutée la
ramufication d’un réstdu de 2-acétamido-2-désoxy-p-glucose trouvé dans les oligosides
A}, et A, Ce résidu étant attaché au C-3 du résidu de 2-acétammdo-2-désoxy-D-
galactose de la chaine principale, 11 ne reste plus que le C-6 libre pour fixer la ramifica-
tion d’un résidu de 2-acétamido-2-désoxy-p-galactose

Cette structure rend compte des proportions des oses trouvees dans le polyoside,
de la destruction par oxydation periodique des résidus de D-glucose hiés aux chaines
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spécifiques des résidus de 2-acétamido-2-désoxy-D-glucose, et de la destruction par
oxydation penodique de 50% des résidus terminaux non réducteurs de 2-acétamido-
2-désoxy-D-galactose Les haisons entre les sucres de la chaine principale, tant de
certains oligosides que du polyoside entier, ont été ¢tablies par méthylation ou par
oxydation periodique ou par les deux procédés Les haisons des ramifications restent
plus sujettes & caution

1
(A xn)2
p-GalNAc D-GalNAc 1

1 1

i i

—4)-D-GaiNAc—(1—=3)-0~-Man—(1—=4)-D-G-{1—=4)~-D-GalINAC—(1—~3)-D-Man—(1——~4)-D-G ~——=—
3 3

t : !

D-GNAc D-GNAC

Unite biologique
Schéma I

L’absence de 2,3,4,6-tétra- O-méthyl-pD-glucose ou -D-mannose dans 1’hydrolysat
du polyoside R~ permethylé est en accord avec cette structure; elle suggére de plus
que D’extrémuité non reductrice des chalnes serait constituée par un résidu de p-
galactosamine et que ’'umté biologique du polyoside serait constituée par Poligoside
indiqué sur le Schéma I

La présence d’un résidu de 2-acétammdo-2-désoxy-D-galactose tétrasubstitué,
est inhabituelle. On aurait pu penser que le polyoside R™ était constitué de deux
populations de macromolécules ayant la méme chaine D-mannosyl-D-glucosyl-(2-
acétamido-2-désoxy-D-galactosyle mais dont 1'une posséderait uniquement des
ramifications de D-galactosamine et ’autre posséderait umquement des ramifications
de D-glucosamine Dans cette perspective on devrait avoir deux fois plus de résidus
de pD-glucose dans les chaines O spécifiques que de résidus de 2-acétamido-2-désoxy-
D-glucose, ce qui n’est pas le cas, les proportions étant de 1 1 Le résidu de 2-acéta-
mido-2-desoxy-D-galactose est donc vraisemblablement tétrasubstitué

Outre ces chaines spécifiques le polyoside R™ contient une forte proportion du
noyau basal qu, d’aprés les résultats de la méthylation, semble 1dentique ou trés
semblable a celuir de Salmonella d’autres groupes Nous ne savons pas a quoi rattacher
les trés petites quantit€és de rhamnose trouvées dans ce polyoside, peut-&tre s’agit-1l
du rhamnolipide trouvé dans la paro: d’autres bactéries Gram-négatives*.

Polyoside Rt — On retrouve dans la chaine spécifique de ce polyoside (Schéma
T0) la structure de I’oligoside (al), et celle de ’oligoside a3. Comme pour le polyoside
R, la haison de la D-glucosamine sur le C-3 de la p-galactosamine présente dans la
chaine principale ne laisse que le C-6 libre pour fixer la seconde ramification Cette
structure rend compte des proportions des oses trouvées dans le polyoside R™, et de
la destruction par oxydation pertodique des résidus de D-glucose des chaines spéci-
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fiques et de 50% de ceux de la D-galactosamine (liée en 1—6) Elle n’exphque pas la
résistance des résidus de D-glucosamine au cours de cette oxydation.

x-0-G &-p-G

1 1

i i

S (5]
p-GalNAc D-GaINAC

1 1

i .

[ 6

—a~ 4)-D~GalNAC—({1-*=3)-D-Man—(1—4}-0-G-(1——4)-D—-GaINAC—(1—=3)-0—Mgn—{(1——4)-D-G - - -=—
3

——)

1
D-GNAC D-GNAC

a

Umte' biologique

Schéma 1I

Toutes les haisons sauf celles qui rehent la D-galactosamine de la chaine
principale aux deux osamunes des ramifications ont été établies par méthylation ou
par oxydation periodique ou par les deux procédés

L’existence d’un 2,3,4,6-tétra-O-méthyl-D-glucose aprés methylation du
polyoside est en accord avec I’existence d’un résidu de p-glucose terminal non réduc-
teur, absent du polyoside R~ Mais on ne s’explique pas la trés faible quantité de ce
sucre La configurationa de ce résidu de D-glucose terminal a ét€ précisée lors d’etudes
immunochimiques en cours

La quantité de noyau basal présent dans le pelyoside R* est environ deux fois
plus faible que dans le polyoside R™, on n’y a pas decele de rhamnose

Comparaison entre les polyosides R~ et R* — En rapprochant les resultats
trouves pour les polyosides R~ et R* on constate que (2) R* posséde un résidu de
p-glucose terminal absent de R™, (b) R* posséde environ moitié moms de noyau
basal que R~ et (c) le résidu de D-glucosamine présent dans les ramifications de R*
n’est pas oxydable par I’ton periodate, a I’opposé du residu présent dans R~

L’addition d’un résidu d’z-D-glucose terminal rappelle les resultats obtenus
avec d’autres phages convertisseurs et d’autres Salmonella On remarque €n outre que
la structure du nouveau dioside terminal O-g-D-glucopyranosyl-(1—6)-2-acétamido-
2-désoxy-D-galactose est trés voisine de celle du dioside O-o-D-glucopyranosyl-
(1—6)-p-galactose qui porte la spécificite des Facteurs 1 présents sur d’autres Salmo-
nelles*%-42

Dans le polyoside R™* les oses de la chaine spécifique représentent environ 60 a
61 %; 1ls n’en représentent que 29 a 30% dans le cas du polyoside R™. L hypothese
la plus simple consisterait & penser que le polyoside R™ a été extrait & partir d’un
mélange de bactéries smooth et rough Néanmoins, I’absence de précipitation entre
ce polyoside et un immunsérum anti-R;; semble exclure cette éventuahté Ce polyoside
peut alors posséder des chaines spécifiques plus petites que celles du polyoside R, ou
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avoir des chaines O spécifiques auss: longues mais moins nombreuses. Dans cette
éventuahté un certain nombre de résidus de p-glucose I (Tableau II) du noyau basal
ne devraient pas étre substitués par des chaines spécifiques et I’on devrait, lors de la
méthylation du polyoside R, retrouver du 3,4,6-tri- O-méthyl-p-glucose L’ intensité
assez forte du pic F (Fig 3) correspondant & du 3,4,6-tri- O-méthyl-p-glucose peut
faire pencher pour cette hypothése

La construction d’un modéle du polyostde R* d’aprés le Schéma II montre la
possibilité d’un rapprochement étroit entre le résidu de 2-acétamido-2-désoxy-D-
glucose et celur de D-glucose terminal des deux ramufications La contiguité des
groupes H et OH présents en C-3 et C-4 pourrait exphquer la résistance des résidus
de pD-glucosamine de R 4 ’oxydation periodique Cette position stéréochimique trés
particuliére pourrait peut-€tre auss: expliquer la faible intensité du pic de tétra-O-
méthyl-D-glucose observé apres méthylation du polyoside R*. 1l faut admetire
soit que I’hydrolyse du polyoside méthylé R* a été trés incompléte, particulitrement
au mveau de Ia haison D-G-(1—-6)-GalNAc, libérant trés peu de D-glucose tétra-
méthylé, soit que la méthylation du D-glucose n’a été que partielle

Des études immunochimiques en cours tendent & montrer que le résidu de
p-glucose Iié a la ramification de galactosamine (2-acétamido-2-désoxy-D-galactose)
pourrait modifier la spécificité immunologique du résidu de 2-acétamido-2-désoxy-
p-glucose, ce quu serait en faveur de la proximité dans ’espace de ces deux sucres.
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