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ABSTRACT

Three antigenic determinants (40a, 40b, and 40c) have been found on the poly-
saccharide R - of the wild type strain of Salmonella Johannesburg 5.58. The immuno-
dominant sugars are: 2-acetamido-2-deoxy-D-galactose for 40a and 40b, and 2-aceta-
mido-2-deoxy-D-glucose for 40c. Most of the rabbits (5/7) synthesized antibodies
(IgG) only against 40a and 40b. All these determinants are found on the same molecule
of polysaccharide R - . Inhibition studies with oligosaccharides isolated from the
polysaccharide R - suggest that 40a is the hexasaccharide -*4)-[D-GalNAc-(1->6)]-
D-GaINAc-(1->3)-D-Man-(1->4)-D-Glc-(1->4)-[D-Ga1NAc-(1->6)]-D-GaINAc having
(1--).6)-linked 2-acetamido-2-deoxy-D-galactose residues as the immunodominant
sugars for the determinant 40a . The 2-acetamido-2-deoxy-/3-D-glucose residue (the
immunodominant sugar of 40c) also branches from the main polysaccharide chain .
2-Acetamido-2-deoxy-D-galactose, the immunodominant sugar of determinant 40b,
occurs in Man-(I ->4)-Glc-(1-t4)-GaINAc, which is a part of the main chain .

Transformation by phage 9 1(40) gives polysaccharide R +, which contains
a-D-glucose residues linked to C-6 of the 2-acetamido-2-deoxy-D-galactose residues of
determinant 40a. The a-D-glucose residues are the immunodominant sugar of a new
determinant 1 H. A second determinant appearing after transformation and specific to
polysaccharide R fi (1 40) has 2-acetamido-2-deoxy-/3-D-glucose as the immunodomi-
nant sugar. Since no difference in the position nor in the linkage of 2-acetamido-2-
deoxy-/3-D-glucose residues is found between R + and R - , the specificity 1 40 may
result from an alteration of the conformation of antigenic determinant 40c after the
addition of the a-D-glucose residues, and may be called "conformational determi-
nant" .

SOMMAIRE

L'etude des bases chimiques des specificites 1 et 40 des polyosides extraits de
Salmonella Johannesburg 5.58 sauvage (40) et convertie (1,40) montre que la specificity

*Dedicated to the memory of Professor W. Z. Hassid.
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40b commune aux deux polyosides est portee par la chaine principale et comporte le
2-acetamido-2-desoxy-D-galactose comme sucre immunodominant. On a detecte en
outre deux autres specificites propres a la souche sauvage : les specificites 40a, rattachees
au residu lateral de 2-acetamido-2-desoxy-D-galactose, et 40c rattachees au residu
lateral de 2-acetamido-2-desoxy-D-glucose. La majorite des anticorps sont formes,
chez tous les lapins, contre le facteur 40b present sur la chaine principale, dont la struc-
ture partielle correspond a Man-(I ->4)-Glc-(1--+4)-GaiNAc ; certains lapins font en
outre surtout des anticorps anti-40a, d'autres surtout des anticorps anti-40c. Ces
trois specificites se retrouvent toutes dans la molecule du polyoside R - . Des etudes
d'inhibition a ''aide de differents oligosides isoles du polyoside R - suggerent que
la specificite 40c est due a I'hexaoside -->4)-[D-GaINAc-(1-->6)]-D-Ga1NAc-(1->3)-
D-Man-(1-*4)-D-GIc-(1-).4)-[D-GaINAc-(1-*6)]-D-Ga1NAc .

La conversion par le phage (p 1(40), qui ajoute un residu d'cc-D-glucose en C-6 du
rdsidu lateral de 2-acetamido-2-desoxy-D-galactose (polyoside R+), fait apparaltre
correlativement deux specificites nouvelles _ une specificite 1 H , commune a d'autres
Salmonella et reliee a une partie du nouveau dioside O-x-D-glucosyl-(1--*6)-2-aceta-
mido-2-desoxy-D-galactose, et une specificite 140 propre a S. Johannesburg convertie.
Cette nouvelle specificite comporte le 2-acetamido-2-desoxy-D-glucose comme sucre
immunodominant, bien que la conversion ne modifie ni la position anomerique ni la
liaison de ce sucre a la chaine principale ; sa position spatiale dolt pourtant etre
modifiee par suite de la nouvelle structure de la deuxieme chaine lateral--. Nous pro-
posons le terme < conformationnel » pour designer ce type de determinant antigenique
polyosidique.

INTRODUCTION

La paroi des Salmonella (Enterobacteriaceae a Gram-) est le support des
antigenes 0 responsables, entre autre, de ('agglutination des germes par les serums
antibacteriens. Un catalogue de ces determinants antigeniques est fourni par le
tableau de Kauffman-White' . C'est un compose macromoleculaire de nature lipo-
polysaccharidique (LPS), constituant important de la paroi des germes a Gram-,
qui porte les determinants O-antigeniques . Deux revues detaillees des travaux immu-
nochimiques se rapportant a ces determinants ont ete publiees 2 .3 . Darts certains cas,
it a ete possible de relier les specificites serologiques a des structures definies des lipo-
polysaccharides . Ainsi le determinant antigenique I correspond au dioside O-a-D-
glucosyl-(1-+6)-D-galactose dans les groupes B et E4 . En general, I acquisition du
facteur 1 s'accompagne de lysogenisation par un phage convertisseur . Dans les
groupes A, B et D des Salmonella ''apparition du facteur 1 est liee a la conversion4
par le phage P 22. Dans les groupes G, R et T, le facteur 1 est lie a la presence des
phages cp 1(37), cp 1(40) et cp 1(42) respectivement 5 .6. II faut toutefois signaler que dans
le groupe E4 la presence de prophage n'a pas ete detectee .

Les etudes serologiques des determinants antigeniques 1 portes par des Sal-
monella appartenant a des groupes differents, realisees en utilisant la technique de
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saturation croisee des agglutinines 6 , ont revele la complexite de ce determinant
designe de facon unique dans le tableau de Kauffman-White . Ces determinants I de
chaque groupe contiennent une fraction propre a chaque groupe, une fraction com-
mune a tons les groupes et une partie commune a plusieurs groupes . Parmi les
determinants 1 etudies par Le Minor' , 6, celui qui apparait sur S. johannesburg 5.58
(groupe R portant le determinant antigenique 40) apres conversion par le phage
9 1(40) donne une reaction croisee particulierement faible avec le determinant 1 des
groupes A, B, D et E4 . Ainsi l'immunserum anti-S. typhimurium (1, 4, 5, 12) agglutine
au 1/3200 la suspension de S. paratyphi A (1, 2, 12), au 1/800 les suspensions de S.
senftenberg (1, 3, 19), mais seulement au 1/200 les suspensions de S. johannesburg
convertie (1, 40) .

Puisque le facteur I commun a S. senftenberg et S. typhimurium est deja limite
au dioside O-a-D-glucosyl-(1-*6)-D-galactose', it etait probable que celui present sur
S_ Johannesburg etait encore plus petit et que son etude permettrait de delimiter la
taille minimum d'un site antigenique avec lequel peuvent reagir les anticorps de lapin .
L'etude de ce dernier facteur 1(40) semblait donc particulierement interessante dans
le cadre de 1'immunochimie .

L'analyse chimique des polyosides portant les determinants antigeniques 0,
extraits de S.johannesburg 5.58 souche sauvage (R -) et de S.johannesburg 5.58 souche
convertie (R') a permis de proposer' les structures 1 et 2 pour R - et Rt, respective-
ment. On voit que les chalnes laterales de 2-acetamido-2-desoxy-D-galactose presentes
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sur le polyoside R - sont substituees en C-6 par un residu d'a-D-glucose dans le poly-
oside R } _ Ceci laissait deja prevoir que le facteur 1, present seulement sur R + , etait
limite daps ce groupe a la partie du dioside a-D-Glc-(1-*6)-D-Ga1NAc commun avec
le dioside a-D-Glc-(1--6)-D-Gal . Dans le present travail, nous avons donc tente de
localiser sur ces structures chimiques les specificites 1 et 40 determines par agglutina-
tion des batteries correspondantes .

PARTIE EXPERIMENTALE

Materiel*_ - L'obtention et la purification des polyosides R' et R - et des
divers oligosides utilises dans ce travail ont ete decrites 8 . L'oligoside de synthese 0-cc-
D-glucopyranosyl-(1->6)-D-galactose et le p-aminophenyl-2-acetamido-2-desoxy-fJ-D-
ucopyranoside nous ont ete aimablement fournis par le Pr . Sinay. Les autres poly-4-,l

	

avaient ete prepares anterieurement dans le service .
Les souches bacteriennes appartiennent au groupe serologique R du tableau de

Kauffmann-White r et nous ont ete fournies par le Service du Dr . Le Minor : S
g

johan-
nesburg souche sauvage 5 .58 portant le determinant antigenique 40 (SJ 40), S. johan-
nesburg souche 5.58 convertie par le phage cp 1(40) et portant les determinants anti-
geniques 1 et 40 (SJ 1,40) . La souche S. johannesburg 7.58 a fourni le phage de con-
version tp 1(40) ; cette souche porte les determinants antigeniques 1 et 40 .

Les immunserums de lapins et de chevaux ont Re' obtenus en injectant dans la
veine des animaux des suspensions bacteriennes de S. Johannesburg tuees au prealable
par un chauffage de 2 h a 1000. Les conditions d'injection (series d'injections toupees
par des periodes de 3 a 4 semaines de repos) ont ete decrites en detail 9 .

Techniques intmunochimiques . - La richesse de ces immunserums en anticorps
precipitants anti-O a ete evaluee en utilisant la technique de precipitation en milieu
liquide 10 . Les dosages des precipites specifiques ont ete effectues selon la methode de
Lowry" . La diffusion double en cuve en milieu gelifie a ete effectuee selon la methode
de Oudinl -2 .13

RESULTATS

Recherche des specificites antigeniques etablies par agglutination des Salmonella
sur les polyosides R - et R T . - La reaction croisee obtenue entre 1'immunserum de
lapin 603 (2 e 1 immunisation) anti-40 et le polyoside R' (Fig . 113) indique clairement
qu'il existe un determinant antigenique commun aux deux polyosides R - et R- et un
determinant antigenique 40 propre au polyoside R - . La reaction croisee correspond
a environ 75 % de la reaction homologue .

La reaction croisee obtenue entre l'immunserum de lapin anti-1,40 et le poly-
oside R- correspond a environ 70 % de la reaction homologue (Fig . I A) . L'elimination

sAbreviations ; SJ 40 = Salmonella johannesburg 5.58 portant la specificite 40 ; SJ 1,40 = Salmonella
jo/rannesburg 5.58 convertie portant les specificites 1 et 40 ; IS = immunserum ; ISL ou ISc = immun-
serum de lapin ou de cheval ; IS' 603 = immunserum preleve sur le lapin 603 ; IS46O3 = immunserum
anti-SJ 40 preleve sur le lapin 603 ; FPS R- = polysaccharide extrait de SJ 40 ; FPS RT = poly-
saccharide extrait de SJ 1,40 ; immunserums anti-40 = anti-SJ 40, anti-1,40 = anti-SJ 1,40 .



ETUDES IMMUNOCMMIQUES

150

100

50

D.O. 550 mu

50 100 µ g

A D.O. 550 mV
100

50

BI

50 100 µg

131

Fig. 1 . Mise en evidence des facteurs propres a la souche sauvage et a la souche convertie sur les
polyosides R - et R+ : A. Immunserum de lapin anti-S. johannesburg 1,40 precipite par le polyoside
R+ (-®-Q-®-) et par le polyoside R - (-D-D-D-)- Immunserum de lapin anti-S. Johannesburg
1,40 epuise en anticorps 40 par le polyoside R - et precipite par Ic polyoside R { (-x-x_x ) .
B. Immunserun de lapin anti-S . johannesburg 40 precipite par le polyoside R - (-0-0-®--) et par le
polyoside R+

de ces anticorps (apres precipitation de l'immunserum par le polyoside R - ) laisse des
anticorps qui ne reagissent plus avec le polyoside R - , mais qui reagissent encore avec
le polyoside R + . Its sont done diriges contre les nouvelles structures propres au poly-
oside R{ . Ces anticorps seront appeles anticorps anti-1 40 et l'immunserum correspon-
dant IS'4Q . Un hydrolysat partiel du FPS R + inhibe a 93 % la reaction de precipitation
IS14 -FPS RT , alors que la meme quantite d'un hydrolysat partiel du - FPS R -
n'inhibe pas du tout cette reaction. Done 1'hydrolysat partiel du polyoside R -'
renferme les structures specifiques du determinant 1 40 qui sont absentes du polyoside
R- . L'immunserum de cheval anti-1 .40 donne egalement une reaction croisee tres
importante (- 83,3 % de la reaction homologue) (Fig . 2) . Les 17 % propres a la reac-
tion homologue correspondent done a l'intervention d'anticorps strictement adaptes
aux determinants antigeniques specifiques du polyoside R T . Cet immunserum de
cheval anti-1,40 donne une reaction croisee de precipitation avec des polyosides
extraits de Salmonella appartenant a d'autres groupes serologiques et portant la
specificite antigenique I (Fig . 2 et Tableau 1) . Quantitativement, ces reactions hetero-
logues representent environ 5 % de la reaction homologue. Done 12 % (17 moins 5)
des anticorps impliques dans la reaction homologue correspondent aux determinants
antigeniques 140 et 5 % a des determinants antigeniques que nous appellerons I It

(1 heterologue). L'immunserum de lapin anti-1,40 ne precipite pas avec ces divers
polyosides heterologues alors qu'il agglutine S. senftetrberg 1,3,19. Par contre, une
reaction de precipitation a ete obtenue avec le lipopolysaccharide de S. senftenberg
1,3,19. L'explication la plus simple de ces fairs est d'admettre que le nombre de deter-
minants IH sur le polyoside 1,3,19 est trop faible pour entrainer la formation d'un
reseau de precipitation, alors que sur le lipopolysaccharide (LPS) ce nombre est
suffisant. La valence de l'antigene (nombre de determinants antigeniques stir la mole-
cule d'antigene) joue un role important dans la formation du reseau de precipitation
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Fig. 2. Courbes de precipitation de i'immunserum de cheval anti-S . Johannesburg 1,40 avec differents
polyosides : Precipitation par Ie polyoside R+ (-S-®-®--), par le polyoside R - (40) (-0-0-0-),
par le polyoside S. senftenberg (1,3,19) (-x-x-x-) et par le polyoside Rt apres elimination des
anticorps anti-40 precipites par R -

TABLEAU I
REACTIONS CROISEES OBSERVEES AVEC LE SERUM DE CHEVAL ANTI-S . johannesburg (1,40) ET

DIVERS POLYOSIDES

°Precipites du serum ISi°oz (0,3 ml).

et dans la quantite d'anticorps precipites comme font montre Atsumi et a1. 14 avec
des antigenes artificiels.

En conclusion, on retrouve bien sur les polyosides les sites antigeniques cor-
respondant aux specificites 1 et 40 attribuees aux batteries par les bacteriologistes .
Cette etude a permis en outre de subdiviser ces deux specificites : le polyoside R -
porte un determinant antigenique commun aux deux polyosides R + et R - que nous
appellerons 40b et it possede en outre un determinant antigenique 40a specinque
du polyoside R- . Le polyoside R + porte, outre le determinant 40b commun a R- et
a R+, deux determinants antigeniques 1 40 et iH propres a ce polyoside.

R. GIRARD, A.-M. STAUB

Groupe sdrologique Polyoside Azote (pg) dans les anticorps °

D1 S. typhi T2 (cp 27, P22) 1,27 3,0
A S. paratyphi A 1,2,12 4,3
B S. bredeney 1,4,12,27 6,0
E4 S. senftenberg 1,3,19 4,4
D 3 S. zuerich 1,9,12,(46),27 4,0
Gz S. durham 1,13,23,36,37 +
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Tentatives d'isolement des differents sites antigeniques sur des molecules distinctes.
- Les 4 specificites denombrees dans 1'etude precedente peuvent etre soit portees par
la me-me molecule, soit par des molecules distinctes . L'etude des reactions de precipita-
tion en milieu gelifie, par la technique de diffusion double en cuve a faces paralleles,
a montre que les polyosides R } et R - donnaient au moins deux lignes de precipitation
(cf. Fig. 3 pour R+) et possedaient done au moins deux especes moleculaires . Nean-
moins, puisqu'on retrouve ces deux lignes aussi bien aver les anticorps 40 qu'avec les
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Fig. 3 . Precipitation en cuve a faces paralleles de divers serums par le polyoside R+ (1,40) : ISi.a o
complet (serum de lapin anti-1,40), ISL. (serum de lapin anti-40) et IS14 . [serum IS1 '0 epuise par
R- (40)] .

anticorps 1 40 (propres au polyoside R e), it West pas possible de distinguer des mole-
cules porteuses ou non du facteur 14.0 . Pour mieux les analyser, nous avons tente de
separer ces differentes molecules par filtration sur Sephadex G200 et G100. Les poly-
osides R . et R- sont des melanges de molecules de poids differents pouvant etre
classees en 3 groupes principaux : Fractions 1 (p. mol . ^_- 10 5), 2 (p . mol. = 4- 10'),
3 (p. mol . - 3 . 10 3) pour le polyoside R' (Fig . 4) ; Fractions I (p . mol . - 10 5),
II (p. mol . 4-5 . 10 3), III (p . mol . --- 10 3) pour le polyoside R - (Fig. 5) .

La Fraction 1 du polyoside R+ precipite les serums anti-40, anti-1,40, anti-1 40
(anti-1,40 epuise en anticorps precipitants 40), et, contrairement au polyoside original,
elle precipite les serums de lapin anti-S . sejftenberg et anti-S. paratyphi A . La Frac-
tion 2 precipite les anticorps 40 et 1 40 mais ne precipite que tres faiblement, ou pas du
tout, les serums heterologues de lapin . Par contre, elle precipite les serums de cheval
heterologues. Quant a la Fraction 3, elle ne precipite aucun serum et n'inhibe que tres
peu la precipitation du serum anti-1,40 par la Fraction 1 (10 %) et 2 (30 %) . On peut
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Fig. 4. Fractionnement du polyoside R+ sur colonne (hauteur, 80,5 cm ; diametre, 2,5 cm) de
Sephadex G 200 (40-120 u), par elution avec de l'eau bidistillee renfermant de l'azide de sodium
0,02 % (p/v) ; volume des fractions recueillies : 2 ml ; debit de la colonne : 1 ml en 12,5 min. En
abscisses, resultats des dosages a 1'anthrone'-O des sucres presents dans les tubes .
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Fig. 5. Fractionnement du polyoside R - sur colonne (hauteur, 80,5 cm ; diametre, 2,5 cm) de
Sephadex G 100 (40-120,u) par elution avec de l'eau bidistillee renfermant de l'azide de sodium
0,02% (p/v) ; volume des fractions recueillies : 2 ml ; debit de la colonne : 1 ml en 12,5 min . En
abscisses, rdsultats des dosages a l'anthrone 2 O des sucres presents dans les tubes .

done conclure que les 3 sites 40b, 140 et 1 H sont presents sur les Fractions I et 2, bien
que les derniers ne se trouvent qu'en tres petit nombre sur la Fraction 2 .

Seule la Fraction I (p. mol. ~-- 10 5) du polyoside R - precipite un immunserum
de lapin anti-40, ainsi d'ailleurs que les serums anti-1,40 ; elle ne precipite evidemment
pas les serums heterologues anti-1 . La Fraction II ne precipite que le serum de cheval,
elle inhibe a 100% la reaction de precipitation de 1'immunserum de lapin anti-40
avec la Fraction I, alors que la Fraction III, n'inhibe qu'a' 30 % cette meme reaction .
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TABLEAU II
PRECIPITATION DES DIVERS SERUMS PAR LES FRACTIONS OBTENUES APRES CHROAfATOGRAPHIE DE
R- ET R+ SUR COLONNES DE SEPHADEX

'Serum anti-1,40 epuise en anticorps precipitants anti-40 .
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Fig. 6. Mise en evidence de la specificite 40a (propre a R - ) dans la Fraction I de R - par double
diffusion en cuve de Oudin . Concentration des fractions : I (R-) 50 pg/ml ; I (R+) 100 pg/ml ;
2 (R+) 107 ug/ml.

Serums

	

Polyoside
R+ original

Fractions du
polyoside R+

Polyoside
R- original

Fractions dit
polyoside R-

1 2 3 1

	

II HI

Lapin anti-40

	

+ + + -

	

+ +
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+ + + -
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+ + + -
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(1,3,19)

	

- + - -

	

- -
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S. paratyphi A
(1,2,12)

	

- + f -

Cheval anti-1,40
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Cheval anti-
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L'analyse des reactions de precipitation en milieu gelifie (Fig. 6) de l'immunserum
de lapin 603 anti-40 aver la Fraction I de R - et les Fractions I et 2 de R { indique
1'existence du determinant antigenique 40b commun sur ces 3 fractions et du deter-
minant antigenique 40a propre a R- sur la Fraction I. Celui-ci est revele par la pre-
sence de 1'eperon a concavite tournee vers le compartiment contenant l'antigene .

En conclusion, ii n'est pas plus possible de separer les sites antigeniques 40a et
40b sur R- que les determinants 1 40 , 1n et 40b sur R' .

Localisation des determinants antigeniques sur le polyoside R - . - L'etude de
l'inhibition des reactions de precipitation des 7 immunserums de lapin anti-40 par le
polyoside R - au moyen des oses constitutifs du polyoside R - a permis de montrer
que, dans la plupart des cas (5 immunserums sur 7), le sucre immunodominant est le
2-acetamido-2-desoxy-n-galactose . Dans un cas, le 2-acetamido-2-desoxy-D-glucose
est le sucre immunodominant (cas de l'ISfg 06) et, dans un dernier cas, les deux
N-acetylosamines sont immunodominantes et inhibent de facon semblable (environ
50%) la reaction de precipitation (Fig . 7) .

100

50

0
CO

LC

Fig. 7. Determination du sucre immunodominant du polyoside R - au moyen de divers serums de
lapin anti-40. Inhibition de la precipitation par le polyoside R - au moyen de 2-acetamido-2-desoxy-
D-galactose et de 2-acetamido-2-desoxy-n-glucose : serum 603, GaINAc

	

GlcNAc
serum 616, GaINAc (-O-O-y ), GIcNAc

	

serum 606, Ga1NAc
GIcNAc (-0-0-0-). I/Ab, ug d'inhibiteur par ug d'anticorps.

Dans l'etude des sites 40a, les anticorps de l'immunserum de lapin 603 (anti-40)
non precipites par la Fraction 1 de R { et reagissant avec la Fraction I de R- soot
inhibes par le 2-acetamido-2-desoxy-D-galactose . La tres forte inhibition obtenue avec
l'oligoside$ (AXU)2 (3) (0,3 pmole entrain environ 80% d'inhibition) (Tableau 111)
peut faire admettre que ce determinant 40a est constitue par la totalite on par une
fraction de cet oligoside . En comparant avec l'inhibition de 17 % donnee par l'oligo-
side AEI (4) (Tableau III), it semblerait que l'apport de deux molecules de N-acetyl-
osamine (ou d'une seule) joue un role preponderant dans la constitution meme du
determinant antigenique 40a . Au tours de l'immunisation prolongee du lapin 603,
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D-Glc-(1-->4)-D-GaINAc-(1-->-3)-D-Man-(1->4)-D-Glc-(1-a4)-D-Ga1NAc
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D-GaINAc

	

D-GaINAc

3

D-GIc-(1-->4)-D-Ga1NAc-(1--*3)-D-Man-(1->4)-D-Glc-(1-)4)-D-GalNAc

4

TABLEAU III
INHIBITION DE LA PRECIPITATION DES ANTICORPS ANTI-40 DE LAPIN PAR LES OLIGOSIDES
EXTRAITS DU POLYOSIDE R-

°Le poids moleculaire du polyoside a ete fixe arbitrairement a 4 . 104.

100

Fig. 8 . Inhibition de la reaction de precipitation par le polyoside du serum de lapin 603 anti-40, au
moyen de 2-acetamido-2-desoxy-D-galactose en fonction du temps d'immunisation : saignees
pratiquees chez le lapin le 20.3.1970 (-~--S- -) et le 15.9.1969 I/Ab, pg d'inhibiteur
par pg d'anticorps .

Oligoside Structure Inhibiteur/polyoside°
(molelmole)

Inhibition
(%)

(AXII)2 (3) D-GIc-(1-->4)-[D-GaINAc-(1--a6)]-D-Ga1NAc-(1->-3)-

544 74
D-Man-(1->4)-D-GIc-(1->4)-[D-GaINAc-(1-->6)]-
D-Ga1NAc

AX11 (4) D-Glc-(1-*4)-D-Ga1NAc-(1-*3)-D-Man-
(1->4)-n-Glc-(1->4)-D-GaINAc 305 16,7

AzII (5) D-GalNAc-(I-~3)-D-Man-(1->4)-D-Glc-
(1-*4)-D-GaINAc 750 15,6

AEI (6) 1020 10D-Man-(I~4)-D-GIc-(1->4)-D-Ga1NAc

A1511 (7) D-G1c-(1-->4)-[D-GIcNAc-(1--->-3)]-D-GaINAc 1960 3,6

6

	

6
T

	

T
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le 2-acetamido-2-desoxy-D-galactose reste le sucre immunodominant du site propre
au polyoside R - et I'on observe une augmentation de la pente des courbes d'inhibition
par cet ose (Fig. 8), ce qui peut traduire une augmentation de I'affinite du site anti-
corps pour ce sucre.

Dans 1'etude des sites 40b, l'inhibition de la precipitation du serum IS . ... par
la Fraction 1 de R{ montre que le 2-acetamido-2-desoxy-D-galactose est encore le
sucre immunodominant. La Fraction III de R - inhibe a 100% cette reaction hete-
rologue alors qu'elle n'inhibe qu'a 30% la reaction homologue . Cette Fraction III
de R- possede donc les determinants antigeniques correspondant aux sites 40b
specifiques de la population d'anticorps anti-40 capables de reagir avec la Fraction 1
de R{ . Le trioside Av1 (6) inhibe a 49-50 % cette reaction heterologue, alors que ce
meme trioside n'inhibe qu'a 10 % la reaction homologue (Tableau III) . On peut done
penser que les anticorps anti-40b croisant avee la Fraction 1 de R+ reagissent au
niveau d'une structure osidique appartenant a 1'axe polyosidique. Les determinants

n-Ga1NAc-(1---~-3)-n-Man-(1->4)-n-Glc-(1->4)-n-Ga1NAc

5

n-Man-(1--->-4)-n-Glc-(I--34)-n-GaINAc

6

antigeniques 40b communs aux deux polyosides R T et R - seraient constitues d'une
partie de cet axe comprenant au moins le trioside D-Man-(1--+4)-D-GIc-(1-->4)-D-
GaINAc dont le 2-acetamido-2-desoxy-D-galactose joue le role de sucre immunodo-
minant, puisque ce sucre inhibe moins bien que le trioside mais mieux que les deux
autres sucres .

Le determinant antigenique ayant le 2-acetamido-2-desoxy-D-glucose comme
sucre immunodominant sera appele 40c . La meilleure inhibition obtenue avec le
p-aminophenyl-2-acetamido-2-desoxy-fl-D-glucopyranoside est en faveur de la forme
anomerique /3 de ce sucre immunodominant sur le polyoside R - . 11 aurait ete
interessant de connaitre le pouvoir inhibiteur de I'oligoside A', (7) vis-a-vis de

n-G1c-(1-?4)-[n-GIcNAc-(1 3)1-n-Ga1NAc

7

l'immunserum de lapin ayant repondu preferentiellement au 2-acetamido-2-desoxy-
o-glucose. Ayant a notre disposition une quantite trop faible de cet oligoside pour
effectuer cette etude, pour le moment notre connaissance du site 40c se resume a la
nature de son ose immunodominant .

Localisation des determinants antigeniques sur le polyoside R' . - Dans 1'etude
du site 1 40i les inhibitions par les oses constitutifs du polyoside R { des systemes preci-
pitants ISi4Opolyoside R { et ISC1 ?polyoside R' montrent que le 2-acetamido-2-140
desoxy-D-glucose sous la forme anomerique 1 est le meilleur inhibiteur, donc le sucre
immunodominant. Dans le cas de l'immunserum de cheval. le D-glucose et le 2-ace-
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tamido-2-desoxy-D-glucose inhibent a peu pres egalement (40 et 50%), et la courbe

d'inhibition obtenue avec un melange de ces deux oses dans les propositions molaires

1 :1 (^-, 90 % d'inhibition) laisse penser que ces deux ores appartiennent a deux sites

antigeniques distincts . Les essais d'inhibition a 1'aide d'oligosides extraits du polyoside

R' sont rapportes dans le Tableau IV . L'oligoside (a5)2 (8) (p. mol. 1316) inhibe a

100% la precipitation des anticorps de lapin anti-R+ . On peut done penser que cet

oligoside entre, dans sa totalite ou en partie, dans la constitution du determinant 14.-

TABLEAU I V

INHIBITION DE LA PRECIPITATION DES ANTICORPS ANTI-140 DE LAPIN PAR DES OLIGOSIDES
EXTRAITS DU POLYOSIDE R+

Oligoside

(a5)-

	

(8)

Hydrolysat
partiel de
FPS R+

Hydrolysat
partiel de
FPS R-

'Le poids moldculaire du polyoside a 6t8 fixe arbitrairement a 4 .10'. bQuantite utilisee : = 11,0 mg.

Dans 1'etude du site 1H, 1'inhibition, par les oses constitutifs du polysaccharide

R+, des systemes precipitants heterologues ISi4O2 polyoside 1,3,19, IS1,4ti lipo-

polysaccharide 1,3,19 et IS1 2,1i Fraction 1 de R' montre que le sucre immuno-
dominant dans les trois cas est 1'a-D-glucose . Les immunserums de cheval et de lapin

renferment donc une tres petite population d'anticorps (= 5 % de la population

totale) capables de reagir avec des extremites de chains laterales a-D-GIc-(1 -+ qui

sont aussi presentes sur le polyoside S. senftenberg 1,3,19 et le polyoside S . paratyphi

A 1,2,12. Le dioside a2 (12) inhibe a 70-80% cette reaction heterologue alors que la

meme quantite de methyl-a-D-glucopyranoside donne 12 a 13 % d'inhibition . .On peut

donc penser que ces anticorps sont adaptes a une fraction du dioside 12 . La region

du substituant N-acetyle au niveau de C-2 ne doit certainement pas intervenir, car,

d'une part, le .polyoside S. senftenberg ne possede pas de 2-acetamido-2-desoxy-D-

galactose dans ses chains 0-specifiques, et d'autre part l'inhibition obtenue avec le
dioside a-D-Glc-(1->6)-D-Gal est semblable a oelle obtenue avec le dioside .12.

Structure Inhibiteur/polyoside°

(mole/mole)

Inhibition

(%)

D-Glc-(1-->6)-D-GaINAc-(1->6)-[D-G1cNAc- 800 78

(1-)..3)]-D-Ga1NAc-(1- >3)-D-Man-(1->4)-
1600 100D-Glc-(1->4)-D-GaINAc

D-Glc-(1-->.4)-D-Ga1NAc-(1->-3)-D-Man-
750 16-17(1-*4)-D-GIc

D-Man-(1->4)-D-GIc-(1->4)-D-Ga1NAc 1000 5-6

1200 0
a-D-G1c-(1--6)-D-Ga1NAc 1000

11000

0
0

b 93

b <5
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D-G1c-(I-->6)-D-GalNAc-(1-->6)-D-Ga1NAc-(1->3)-D-Man-(1-*4)-D-G1c-(1->4)-D-Ga1NAc
3
t
1

n-G1cNAc
S

D-GIc-(1-*4)-n-GaINAc-(1-->3)-D-Man-(i-*4)-n-Glc

9

n-Man-(1-*4)-n-Glc-(1-*4)-D-Ga1NAc

10

D-GIc-*D-Ga1NAc

	

a-n-G1c-(1-*6)-D-Ga1NAc

11

	

12

DISCUSSION

Les etudes immunochimiques effectuees sur les deux polyosides extraits de
S. Johannesburg sauvage (R -) et de S. Johannesburg convertie (R + ) ont conduit a
identifier les determinants antigeniques suivants : 40a, 40b et 40c sur R - ; 1 40 , 40b
et 1H sur R+ . L'ose immunodominant est le residu lateral de 2-acetamido-2-desoxy-
D-galactose pour 40a, le residu de 2-acetamido-2-desoxy-D-galactose de l'axe osidique
pour 40b, le residu de 2-acetamido-2-desoxy-D-glucose pour 40c et 1 40 et le residu
lateral d'a-D-glucose pour 1 H (Fig. 9). Dans le cas des sites antigeniques propres au
polyoside R - (49a, 40c), les deux osamines, 2-acetamido-2-desoxy-D-galactose et
2-acetamido-2-desoxy-D-glucose peuvent jouer, plus ou moins fortement, suivant
l'individu, le role de sucre immunodominant dans les systemes precipitants homo-
logues. L'emplacement de ces deux N-acetylosamines a l'extremite de deux chaines
laterales sur le polyoside R - (Fig. 9) est en parfait accord avec ces faits immunolo-
giques. Il semble donc que les individus ne reconnaissent pas tous, et de la memo facon,
a la surface d'une macromolecule antigenique tous les determinants antigeniques
constituant le motif antigenique. Cette situation rappelle les experiences de Sela et
collaborateurs 15 faites avec des souris immunisees et des polypeptides de synthese, oil
ils montrent l'existence de souches repondeuses a tel determinant polypeptidique et
d'autres souches repondeuses a d'autres determinants portes par la meme molecule .
Seules des experiences de croisement entre lapins repondeues a la galactosamine et
lapins repondeurs a la glucosamine pourraient permettre de conclure a 1'existence
d'un controle genetique sur la reconnaissance de ces deux determinants antigeniques
portes par le meme oligoside. L' augmentation au cours du temps d'immunisation du
pouvoir inhibiteur du 2-acetamido-2-desoxy-D-galactose vis-a-vis des anticorps anti-
40a peut correspondre a une biosynthese d'anticorps anti-40a dont le site est dirige
contre une region de plus en plus restreinte du determinant 40a. Benjamini et a1. 16,17

travaillant avec une protein capsidale du virus de la mosaique du tabac ont trouve
que tous les lapins immunises par cette proteine (TMVP) ont repondu contre un deter-

R. GIRARD, A.-M. STAUB
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minant antigenique de cette molecule correspondant a 1'eicosapeptide 93-112 . Its ont
montre que les anticorps synthetises par un lapin au cours de l'immunisation s'adap-
taient a des regions de plus en plus restreintes de cet eicosapeptide. Dans 1'etude du
systeme anti-S. Johannesburg, it est curieux de constater que la majorite (70 a 80 %)
des anticorps presents dans les serums de lapin et de cheval que noun avons etudies
correspondent au motif 40b, commun aux polyosides R - et R', port' par la chaline
principale et non aux motifs portes par les chains laterales des deux polyosides .

Dans le cas des determinants antigeniques propres au polyoside R + , le deter-
minant antigenique 1H apparaissant ici apres conversion de S. Johannesburg et detecte
par des reactions heterologues correspond a une partie du dioside a-D-Glc-(1-'6)-D-
GaINAc (12) qui apparait sur le polyoside R- apres lysogenisation par le phage
pp-1(40). Cette situation rappelle celle trouvee dans d'autres systemes avec d'autres
phages convertisseurs qui font apparaitre une chaine laterale de glucose nouvelle,
greffee sur le polyoside de la souche sauvage 3 . Toutefois, dans ce cas, la reaction hete-
rologue, decouverte par agglutination des bacteries, ne peut titre mise en evidence par
precipitation qu'au moyen de grosses molecules (Fraction 1 du polyoside R'', lipo-
polyoside S. senftenberg). Ceci laisse supposer que bien que tous les residus lateraux
de 2-acetamido-2-desoxy-D-galactose de R { soient substitues par un residu de D-
glucose terminal (comme l'indique l'analyse chimique 8), une toute petite fraction
seulement des chaines laterales a-D-Glc-(l-). 6)-D-Ga1NAc sont accessibles aux anti-
corps anti-1 H. On peut done penser que seuls interviennent les motifs presents aux
extremites nonreductrices des chaines O-specifiques, les autres residus d'a-D-glucose
n'etant pas o disponibles » pour cette reaction du fait de leur emplacement interne
sur les chaines . Le fait que le determinant antigenique 1 H ne correspond qu'a la partie
du dioside a-D-Glc-(l-*6)-D-GaINAc (12) qui est semblable au dioside a-D-Glc-
(1--+6)-D-Gal montre qu'il existe chez le lapin des anticorps dont le site specifique est
adapte a un site antigenique plus petit qu'un dioside . Ceci confirme les resultats
obtenus avec un sucre acetyle lie a une proteine : contrairement a 1'antigene prepare
aver le sucre non acetyle, cet antigene provoque chez le lapin la production d'anti-
corps capables de reagir aver un polysaccharide portant ce sucre acetyle sur une chaine
laterale 18 .

Le fait que le 2-acetamido-2-deoxy-D-glucose soit l'ose immunodominant du
facteur 1 40 , apparaissant apres la conversion phagique, est en faveur d' une position
spatiale de cette N-acetyl-osamine sur le polyoside R 4 . differente de celle qu'elle
occupait sur le polyoside R- . En effet, dans les deux polyosides, cette osamine possede
une configuration anomerique fi et est liee a . C-3 du 2-acetamido-2-desoxy-D-galactose
de l'axe polyosidique . Si done l'environnement spatial du 2-acetamido-2-desoxy-D-
glucose etait le meme dans les deux polyosides, 1'epuisement de I'immunserum de
lapin anti-1,40 par le polyoside R - devrait enlever tous les anticorps dont le -site
specifique est dirige contre cette osamine . Or, apres epuisement, on retrouve dans
I'IS.. 40 une population d'anticorps dont le site specifique est dirige contre le 2-ace-
tamido-2-desoxy-D-glucose. Cette nouvelle position du 2-acetamido-2-desoxy-D-
glucose dans l'espace avait deja ete envisagee 8 a Tissue de l'analyse chimique des
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polyosides R' et R - pour expliquer ]a difficulte a oxyder les residus de 2-acetamido-2-
desoxy-/3-D-glucopyranosyles de R + contrairement a ceux de R - . 11 se pourrait que
les deux oses, a-D-glucose et 2-acetamido-2-desoxy-(3-D-glucose, appartenant a des
chaines laterales, interviennent dans la constitution du site 1 40 (cf. schema de la Fig . 9) .
Ceci rappellerait la specificite Le' des groupes sanguins qui est rapportee a la vicinite
de deux chaines laterales de L-fucose 19 . Mais on peut egalement penser que le gref
fage d'un residu d'a-D-glucose sur la chaine laterale de 2-acetamido-2-desoxy-D-
galactose entraine seulement un deplacement spatial du 2-acetamido-2-desoxy-D-
glucose qui devient, soul, l'ose immunodominant du determinant 1 40 . Aucun autre
changement (type de liaison, position anornerique des sucres) n'a pu en effet etre
detecte jusqu'a present entre R- et R+ qui pourrait expliquer un changement dans la
position spatiale de cc residu de 2-acetamido-2-desoxy-/3-D-glucopyranosyle$' 9. Dans
ce systeme, la specificite 1 40 apparue apres lysogenisation par le phage tp 1(40) ne se
rattache a aucun des types de modification survenant lors des phenomenes de conver-
sion analyses jusqu'a present 3 . Cette specificite 1 40 semble resulter d'un changement
de la conformation sterique d'un site antigenique (ici 40c) a la suite d'une modification
chimique survenant au niveau d'un autre site antigenique (ici 40a) . Cc type de deter-
minant antigenique rattache a une structure spatiale, peu frequent chez les polyosides,
rappelle les determinants « conformationnels » rencontres tres souvent chez les pro-
teines et quelques gros polypeptides, que Sela et collaborateurs 21 opposent aux
determinants « sequentiels o dont la specificite depend uniquement de la structure
primaire de la molecule (polyoside ou polypeptide) . L'apparition du nouveau site 1 40
rappellerait donc cc que Faust et Tengerdy 22 ont observe avec l'ovotransferrine sur
laquelle la liaison avec le fer fait apparaltre de nouveaux determinants antigeniques
par suite d'un changement de conformation de la proteine, qui devient plus compacte,
bien que sa structure primaire soit la me- me que celle de la proteine depourvue de fer .
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