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RESUME 
Les Norovirus (NoVs) sont la principale cause de gastro-entérite dans le monde. Les 

contaminations se produisent principalement de personne à personne ou par la consommation d'aliments 

contaminés comme les fruits, les légumes ou les crustacés. Dans ce dernier cas, l'huître est connue pour 

être un excellent vecteur, notamment en raison de sa consommation crue, de sa proximité avec les 

effluents humains, de sa capacité de filtration et de sa rétention spécifique des NoVs. En utilisant 

différentes lectines, anticorps et virus-like particles (VLPs), il a été démontré que la rétention spécifique 

des NoVs repose sur la présence d’une molécule similaire à l'antigène A (Ag A) chez l'huître.  

Afin de mettre en évidence la présence et la distribution d’antigènes de groupes sanguins 

tissulaires sur les glycoconjugués des espèces d'huîtres Crassostrea gigas et Ostrea edulis, nous avons 

établi les N- et O-glycomes du manteau, des branchies et du tissu digestif. Les N-glycannes ont été 

séquentiellement libérés par la Peptide:N-glycosidase F (PNGase F) et A. Après perméthylation, les 

analyses structurales par MALDI-QIT-TOF ont révélé la présence des Ags A et A Lewis b (ALeb) pour 

les deux espèces ainsi que des antigènes H et HLeb uniquement pour O. edulis. La deutéroperméthylation 

à la place de la perméthylation suivie d'analyses MALDI-MSn ont permis de montrer la présence de N-

glycannes naturellement méthylés comme cela a été démontré chez l’huître Crassostrea virginica. Pour 

identifier les monosaccharides porteurs de groupements méthyles et préciser leur position, les 

monosaccharides des N-glycannes ont été transformés en leur dérivé itol acétate et analysés par 

chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse EI-MS. Nous avons ainsi pu 

révéler la présence d’un groupement méthyle sur le carbone 3 des résidus de N-acétylgalactosamine des 

Ags A pour les deux espèces. Des résidus de fucose sont aussi apparus méthylés sur leur carbone 3 ou 

4 pour les huîtres C. gigas et O. edulis, respectivement. Ces résidus de méthyl-fucose ont été identifiés 

dans l’antigène Leb pour les deux espèces et dans l’Ag A uniquement pour O. edulis. 

Dans le but d’étendre ces analyses aux O-glycannes, un protocole de préparation des mucines a 

été mis en œuvre et les O-glycannes ont été libérés par β-élimination réductive, perméthylés ou 

perdeutérométhylés et analysés par spectrométrie de masse MSn. Nos résultats indiquent également la 
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présence d’Ags A mais également d’Ags H pour les deux espèces. La présence d’Ags Leb est également 

suspectée. De plus, la présence de groupements méthyles au sein des O-glycannes natifs a été mise en 

évidence. 

En parallèle, des expériences ELISA et de Far-Western Blotting (FarWB) utilisant des VLPs 

dérivées des NoVs GI.1 et GII.4 ont été réalisées pour déterminer la ou les macromolécules des deux 

espèces impliquées dans l'interaction hôte-virus. Les résultats ont démontré une reconnaissance 

différentielle des tissus d'huîtres par les deux génotypes. Les données préliminaires obtenues par 

FarWBs indiquent sans ambiguïté que les ligands du virus sont associés à des glycoprotéines de très 

haut poids moléculaire. L'élimination des N-glycannes par la PNGase F n'affecte pas la reconnaissance 

par les VLPs. L'ensemble de ces résultats suggère fortement que seuls les O-glycannes seraient 

impliqués dans la reconnaissance NoV-huître et pourraient appartenir à des glycoprotéines de type 

mucine. La présence de mucines chez les mollusques n’a pas encore été formellement démontrée. 

Mots clés : HBGA, Glycomique, Interaction hôte-pathogène, Norovirus, Huître.  
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ABSTRACT 
Noroviruses (NoVs) are the most common cause of gastroenteritis worldwide. Contamination 

occurs mainly from person to person or through the consumption of contaminated foods such as fruits, 

vegetables or shellfish. In the latter case, oysters are known to be excellent vectors, particularly due to 

their raw consumption, proximity to human sewage, filtration capacity and specific retention of NoVs. 

Using various lectins, antibodies and virus-like particles (VLPs), it has been demonstrated that specific 

retention of NoVs relies on the presence of an A-like antigen (A Ag) in oysters. 

To highlight the presence and distribution of Histo-blood group antigens on glycoconjugates 

from the oyster species Crassostrea gigas and Ostrea edulis, we established N- and O-glycomes from 

mantle, gills and digestive tissue. N-glycans were sequentially released by peptide:N-glycosidase F 

(PNGase F) and A. After permethylation, structural analyses by MALDI-QIT-TOF revealed the 

presence of A and A Lewis b (ALeb) Ags for both species, as well as H and HLeb Ags for O. edulis 

only. Deutero-permethylation instead of permethylation, followed by MALDI-MSn analyses revealed 

the presence of naturally methylated N-glycans, as demonstrated in the oyster Crassostrea virginica. To 

identify the monosaccharides carrying methyl groups and specify their position, the N-glycans 

monosaccharides were converted into their itol acetate derivative and analyzed by gas chromatography 

coupled with EI-MS mass spectrometry. This revealed the presence of a methyl group on carbon 3 of 

N-acetylgalactosamine residues in A Ags for both species. Fucose residues also appeared methylated on 

their carbon 3 or 4 for C. gigas and O. edulis oysters, respectively. These methyl-fucose residues were 

identified in Leb Ag for both species, and in A Ag only for O. edulis. To extend these analyses to 

O-glycans, a mucin preparation protocol was implemented and O-glycans were released by reductive 

β-elimination, permethylated or perdeuteromethylated and analysed by MSn mass spectrometry. Our 

results also indicate the presence of A Ags but also H Ags for both species. The presence of Leb Ags is 

also suspected. The presence of methyl groups within native O-glycans was also demonstrated. 

In parallel, ELISA and Far-Western Blotting (FarWB) experiments using VLPs derived from 

NoVs GI.1 and GII.4 were carried out to determine the macromolecule(s) of the two species involved 
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in the host-virus interaction. The results demonstrated differential recognition of oyster tissues by the 

two genotypes. Preliminary data obtained by FarWBs unambiguously indicate that the virus ligands are 

associated with very high molecular weight glycoproteins. Removal of N-glycans by PNGase F does 

not affect recognition by VLPs. Taken together, these results strongly suggest that only O-glycans are 

involved in NoV-oyster recognition and may belong to mucin-type glycoproteins. The presence of 

mucins in mollusks has not yet been formally demonstrated. 

Key words : HBGA, Glycomic, Host-pathogen interaction, Norovirus, Oyster.  
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 ABREVIATIONS

AA : acide aminé 
AAL : Aleuria aurantia, : Aleuria aurantia 
ACN : acétonitrile 
Ag  : antigène  
Asn  : asparagine  
ATCA : acide trichloroacétique 
ATFA : acide trifluoroacétique 
BSA : serum albumin bovine 
C : carbone 
CID : Collision Induced Dissociation 
CNX : calnexine 
Con A : Concanavaline A 
CoV : coronavirus 
CPG : Chromatographie en Phase Gazeuse 
CRT : calréticuline 
DHB : acide 2,5-dihydroxybenzoique 
dHex : déoxyhexose 
DMSO : diméthylsulfoxyde 
Dol-P  : dolichol phosphate  
DTT : dithiothréitol 
ECL : électrochimiluminescence 
EDEM : ERAD-enhancing-α-mannosidases 

degradation 
EI : source d’ionisation électronique 
EI-MS : Electron Impact-Mass Spectrometry 
ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay 
ERAD : Endoplasmic Reticulum Associated 

Degradation 
ESI : ElectroSpray Ionization 
ETD : Electron Transfer Dissociation 
Fuc  : fucose  
GAG : glycosaminoglycanne 
Gal  : galactose  
GalNAc  : N-acétylgalactosamine  
GBP : Glycan binding proteins 
GCNT  : 

β1-6 N-acétylglucosaminyltransférase  
GI : α-glucosidase I 
GII : α-glucosidase II 
Glc  : glucose  
GlcNAc  : N-acétylglucosamine  
GlcNAc-T  : N-acétylglucosaminyltransférase  
GP  : glycoprotéine  
GuCl : chlorure de guanidine 
HBGA  : antigène de groupes sanguins 

tissulaires  
HCD : cellule de collision à haute énergie 
Hex : hexose 
HexA : acide hexuronique 

HexNAc : N-Acetylhexosamine 
HPA : Helix pomatia 
HRP : HorseRadish Peroxydase 
HSV : virus de l’herpès 
IRM : Ion Routing Multipole 
Kdn  : acide 3-déoxy-D-glycéro-D-galacto-

non-2-ulosonique  
LacNAc  : N-acétyllactosamine  
LSEM : Laboratoire Santé Environnement et 

Microbiologie 
MALDI : Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization 
Man  : mannose  
MW : masse moléculaire 
nanoLC : chromatographie liquide nano haute 

performance 
Neu5Ac  : acide 5-N-acétylneuraminique  
Neu5Gc  : acide 5-N-glycolylneuraminique  
NoV : Norovirus 
ORF : Open Reading Frame 
OST  : oligosaccharyltransférase  
PAS : Acide Périodique Schiff 
PBS : Phosphate Buffered Saline Solution 
Pent : pentose 
PMAA : partially methylated alditol acetates 
PNGase : Peptide-N-glycosidase 
ppGalNAcT  : polypeptide 

GalNAc-transférase  
QIT : Quadrupole Ion Trap 
RdRp : RNA-dependent RNA polymerase 
RE  : réticulum endoplasmique  
RIPA : RadioImmunoPrecipitation Assay 
RPM : rotations par minute 
SDS : sodium dodecyl sulfate 
Ser  : sérine  
SNFG  : Symbol Nomenclature for Glycans  
SPE : solid phase extraction 
Tamb : température ambiante 
Thr  : thréonine  
TMB : tétraméthylbenzydine 
TOF : Time Of Flight 
UEA-I : Ulex europaeus I 
UGGT : UDP glucose:glycoprotein 

glucosyltransférase 
UV : ultraviolet 
VLP : Virus Like-Particle 
VPg : Viral Protein linked to Genome 
WB : western-blot 
Xyl  : xylose  
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 AVANT-PROPOS 
Les glucides font partie des quatre biomolécules essentielles pour la vie avec les protéines, les 

lipides et les acides nucléiques. Les unités de base, nommés les monosaccharides, oses ou encore les 

hydrates de carbone, s’associent entre elles pour former des oligosaccharides et polysaccharides. Portés 

par des protéines, ils définissent les glycoprotéines. Selon le mode de liaison entre l’oligosaccharide 

(que l’on nomme glycanne sous leur forme liée) et la protéine, on distingue essentiellement les N- et les 

O-glycannes. Leur biosynthèse a lieu dans le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi pour les 

N-glycannes et l’appareil de Golgi pour les O-glycannes. Elle fait intervenir une multitude d’enzymes, 

glycosidases et glycosyltransférases, pour aboutir à des structures très variées dépendantes de l’espèce. 

Cette variété de structures dont les différences reposent sur le type de monosaccharides, le type de liaison 

mais aussi au niveau de modifications supplémentaires associées à ces monosaccharides va définir des 

antigènes impliqués dans des interactions entre les cellules mais également avec les pathogènes. Pour 

ces dernières, les Norovirus sont bien connus pour reconnaitre les antigènes de groupes sanguins 

tissulaires (HBGAs) au niveau de la cellule hôte et sont impliqués dans de nombreuses épidémies de 

gastro-entérites qui causent jusqu’à 200 000 morts par an dans le monde (World Health Organization, 

2022). La transmission est féco-orale entre individus mais est également liée à la consommation 

d’aliments contaminés dont les huîtres sont de très bons vecteurs de contamination humaine. Bien que 

cette contamination puisse être expliquée par leur consommation crue, leur culture à proximité des 

effluents humains ainsi que leur mode d’alimentation par filtration, cela n’explique pas que l’on retrouve 

encore des particules virales chez les huîtres contaminées malgré plusieurs étapes d’épuration dans de 

l’eau propre avant leur commercialisation. Il est apparu qu’elles bioaccumulent spécifiquement les 

Norovirus et les retiennent sur plusieurs semaines mais ne développent aucune pathologie liée à cette 

contamination. L’explication avancée dans la littérature par des études de reconnaissance utilisant des 

anticorps et lectines comme sondes est que les Norovirus se fixent au niveau de motifs HBGAs, 

notamment les antigènes A et H. La caractérisation structurale fine de ces antigènes est une étape 

obligatoire pour déterminer précisément les ligands glycanniques des Norovirus chez l’huître et 

comprendre cette contamination difficilement évitable actuellement.  
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C’est dans le cadre de la tâche « Characterization and localization of virus binding sites in oyster 

tissues » de l’ANR GOyAVE (« Glycan and Oysters Attachment to enteric Viruses in the coastal 

Environment ») pilotée par la Dr Soizick Le Guyader (Ifremer, Nantes) (ANR AAPG2019) que l’étude 

de ces glycannes chez les huîtres Crassostrea gigas et Ostrea edulis a été planifiée pour être effectuée 

par notre laboratoire. Cette tâche a fait l’objet de mon principal objectif de thèse qui a concerné 

l’identification des antigènes glycanniques présents dans les branchies, manteau et tissus digestif des 

huîtres C. gigas et O. edulis dans le but d’expliquer les différences de reconnaissance entre les souches 

de Norovirus, les espèces et les tissus selon les ligands identifiés. Pour cela, nous avons cherché à établir 

précisément les N- et O-glycomes de ces tissus des deux espèces d’huître. En parallèle, pour aller au-

delà de cette caractérisation structurale, mon deuxième objectif a été d’identifier plus précisément les 

macromolécules impliquées dans les reconnaissances avec les Norovirus en essayant d’identifier une 

glycoprotéine et/ou un type de glycanne par l’utilisation de méthodes ELISA et Far-Western blot. 

Ainsi, ce manuscrit est composé d’une première partie intitulée « Introduction » qui se 

décompose en 3 chapitres qui visent à présenter l’état de l’art concernant : 

• La biosynthèse des N- et O-glycannes chez les mammifères et les invertébrés dans le 

but de mettre en lumière la grande variété de glycannes retrouvés en fonction des espèces et leur 

implication dans les interactions avec les virus.  

• Une présentation des Norovirus et de leurs spécificités de reconnaissance des HBGAs 

chez l’homme et l’huître.  

•  Les méthodes physico-chimiques employées durant ma thèse pour établir la structure 

des N- et O-glycannes. 

La deuxième partie du manuscrit intitulée « Résultats » présente les résultats obtenus durant mes 

travaux de thèse et est divisée en deux chapitres. Le premier concerne l’analyse structurale des N- et 

O-glycomes et qui a conduit à la publication « Species-Specific N-Glycomes and Methylation Patterns 

of Oysters Crassostrea gigas and Ostrea edulis and Their Possible Consequences for the Norovirus-

HBGA Interaction » parue cette année. Le deuxième chapitre concerne les études d’interaction que nous 
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avons effectuées sur les différents tissus d’huître à l’aide des virus-like particles de Norovirus dans le 

but d’identifier plus précisément les ligands impliqués dans la reconnaissance. 

Enfin, les parties « Discussion » et « Conclusion et perspectives » visent à mettre en perspective 

nos résultats avec les connaissances actuelles et établir des perspectives.  
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Chapitre 1 :  PROCESSUS DE GLYCOSYLATION 

I. Rappel sur la structure des monosaccharides et oligosaccharides 

A. Structure et représentation spatiale des monosaccharides 

Les monosaccharides sont des composés de formule brute Cn(H2O)n (avec n entre 3 et 9) d’où 

leur ancienne appellation d’hydrates de carbone. Ils sont caractérisés par la présence d’une fonction 

aldéhyde pour les aldoses ou cétone pour les cétoses parmi plusieurs fonctions alcool. Parmi eux, les 

monosaccharides à 5 carbones, appelés pentoses et à 6 carbones, appelés hexoses, sont quantitativement 

majoritaires. On les rencontre sous deux formes : linéaire et cyclisée. La première est représentée par la 

projection de Fischer (Figure 1A) avec la fonction aldéhyde sur le carbone 1 (C1) et la fonction cétone 

sur le C2 selon les règles de Fischer. De plus, l’hydroxyle de l’avant dernier carbone est représenté à 

droite pour la série D et à gauche pour la série L. Dans la nature, la majorité des monosaccharides sont 

de la série D avec comme exception courante le L-fucose (L-Fuc). En milieu aqueux, les 

monosaccharides forment un cycle à 5 ou 6 sommets que l’on nomme respectivement furanose (en 

référence à la structure du furane) et pyranose (en référence à la structure du pyrane) qui sont en équilibre 

avec la forme linéaire qui est très minoritaire (environ 1 %). Le groupement carbonyle s’hydrate pour 

former un acétal dans le cas d’un aldose ou un cétal dans le cas d’une cétose. Un hémiacétal est formé 

lors de la cyclisation via la réaction d’un hydroxyle alcoolique avec un hydroxyle acétalique du carbone 

1 ou cétalique du carbone 2. La formation de l’hémiacétal ou de l’hémicétal fait apparaître un carbone 

asymétrique supplémentaire qui conduira à 2 énantiomères appelés anomères et nommés α ou β. On le 

Figure 1 : Représentations de (A) Fischer et de (B) Haworth du glucose. 
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représente par la projection de Haworth (Figure 1B). Dans la série D, l’hydroxyle anomérique s’écrit en 

dessous du plan formé par les carbones 2, 3, 5 et l’oxygène du pont oxhydrique pour l’anomère α ou au-

dessus pour celui β.  

B. Monosaccharides naturels 

Dans la nature, neuf monosaccharides composent couramment les N- et O-glycannes des 

animaux que l’on classe en oses neutres, en osamines, en oses acides, désoxyose et acides sialiques 

(Figure 2).  

Pour les oses neutres qui répondent strictement à la formule brute Cn(H2O)n donnée en début de 

chapitre, il s’agit du glucose (Glc), du galactose (Gal), du mannose (Man) et du xylose (Xyl).  

Pour les osamines, le groupement hydroxyle du C2 est remplacé par un groupement amine. Ce 

groupement amine apparaît très souvent sous forme substituée par un groupement acétyle. Les 2 

osamines N-acétylées communément retrouvées sont la N-acétylglucosamine (GlcNAc) et la 

N-acétylgalactosamine (GalNAc).   

Pour les oses acides, on en distingue 3 types. Les acides uroniques pour lesquels la fonction 

alcool primaire est oxydée en groupement carboxylique, les acides oniques pour lesquels la fonction 

aldéhyde est oxydée en acide carboxylique et les acides ariques pour lesquels les fonctions alcool 

primaire et aldéhyde sont oxydées en groupement carboxylique. Parmi ces 3 types d’oses acides, on 

retrouve très souvent les acides uroniques avec l’acide glucuronique comme représentant majoritaire.  

Pour les désoxyoses, il s’agit d’oses pour lesquels un groupement hydroxyle est remplacé par 

un hydrogène. Pour les N- et O-glycannes, le représentant majeur est le L-Fuc (6-désoxy-L-Gal).  

Enfin, les acides sialiques qui constituent une vaste famille de monosaccharides à 9 carbones 

possèdent un groupement carboxylique en C1, une fonction cétone en C2, une fonction amine ou 

hydroxyle en C5 et des groupements hydroxyles sur les C4 et C6 à C9. Une cinquantaine d’acides 

sialiques ont été décrits selon la nature des groupements qui peuvent substituer les hydroxyles 

alcooliques ou sur la fonction amine du C5. L’acide 5-N-acétylneuraminique et l’acide 

5-N-glycolylneuraminique sont les 2 acides sialiques les plus fréquemment retrouvés.   
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Tout comme les acides aminés qui peuvent être modifiés par ajout de divers groupements 

(processus connu sous le nom de modification post-traductionnelle), d’autres groupements peuvent être 

ajoutés sur les monosaccharides par des enzymes comme des groupements sulfates et phosphates ou 

encore méthyles chez les invertébrés.  

 

La nomenclature « Symbol Nomenclature for Glycans » (SNFG) a été établie par Varki et al., 

(1999) pour simplifier et rendre homogène la représentation des monosaccharides et a été améliorée au 

fils des années (Tableau 1) (Neelamegham et al., 2019 ; Varki et al., 2015). 

Figure 2 : Monosaccharides communément retrouvés dans les N- et O-glycannes des vertébrés. Glc : 
D-Glucose ; GlcNAc : N-Acétyl-D-glucosamine ; Gal : D-Galactose ; GalNAc : 
N-acétyl-D-galactosamine ; Man : D-Mannose ; GlcA : Acide D-glucuronique ; Xyl : D-Xylose ; Fuc : 
L-Fucose ; NeuAc : Acide N-acétylneuraminique. 
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C. Oligosaccharides 

Les monosaccharides se lient entre eux par des liaisons glycosidiques pour former des 

oligosaccharides (de 2 à 20 unités) et des polysaccharides (> 20 unités). Cette liaison s’effectue entre 

l’hydroxyle hémiacétalique ou cétalique d’un monosaccharide et un hydroxyle alcoolique ou 

hémiacétalique ou hémicétalique d’un autre monosaccharide pour former un acétal. Une fois liée, 

l’anomérie α ou β de la liaison est fixée. Si l’on considère la série D ou L de 2 monosaccharides qui se 

lient, le cycle furane ou pyrane qu’ils adoptent, la position de liaison et l’anomérie α ou β de cette 

dernière, il est possible d’écrire 632 disaccharides différents. A l’inverse des acides nucléiques et des 

protéines qui sont des molécules linéaires, un même monosaccharide peut établir plusieurs liaisons 

osidiques et ainsi créer des ramifications contribuant à enrichir davantage la diversité structurale des 

chaînes oligosaccharidiques. Enfin, comme pour les acides nucléiques et les protéines, les 

oligosaccharides ont une polarité définie par une extrémité réductrice (hydroxyle anomérique libre) et 

une extrémité non réductrice. En plus de se lier entre eux, les monosaccharides et donc aussi les 

oligosaccharides, peuvent se lier à des biomolécules comme les lipides ou les protéines via leur 

Tableau 1 : Nomenclature pour les glycannes (Symbol Nomenclature for Glycans : SNFG). Issue de 
Neelamegham et al. (2019). 
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hydroxyle anomérique : ce processus est connu sous le nom de glycosylation. Sous sa forme liée, 

l’oligosaccharide est nommé glycanne et la molécule résultante est un glycoconjugué. La glycosylation 

constitue la modification co/post-traductionnelle des protéines la plus répandue : on estime que plus de 

50 % des protéines sont glycosylées et elle est générée sur des sites particuliers de la séquence protéique 

(Apweiler, 1999). Parmi les multiples types de glycosylations, les 2 plus communément répandus sont 

la N- et la O-glycosylation.  

II. N-glycosylation chez les mammifères 

A. Généralités 

La N-glycosylation est une modification co-traductionnelle des protéines caractérisée par la 

présence d’un glycanne sur un résidu d’asparagine (Asn) (Johansen et al., 1961 ; Marks et al., 1963 ; 

Marshall et Neuberger, 1964) inclus dans une séquence consensus Asn-X-Ser/Thr (Marshall, 1972) 

(avec X différent d’une Proline) nommée séquon. On distingue trois types de N-glycannes tous bâtis 

autour d’une structure pentasaccharidique commune composée de 2 résidus de GlcNAc et 3 résidus de 

Man, également appelée noyau. Pour le type oligomannosidique, le noyau est prolongé uniquement par 

des résidus de Man (Figure 3A). En revanche, le type complexe dispose du noyau substitué par des 

résidus de GlcNAc qui pourront initier des antennes et notamment des antennes 

N-acétyllactosaminiques (LacNAc) composées d’un résidu de Gal lié en β1-4 d’un résidu de GlcNAc 

(Figure 3B). Le dernier type de N-glycanne, appelé hybride, partage des caractéristiques des deux types 

précédents. En effet, pour ces glycannes le Man terminal du noyau lié en 1-3 contient un résidu de 

GlcNAc caractéristique des N-glycannes complexes tandis que le Man lié en 1-6 est substitué par des 

résidus de Man caractéristique du type oligomannosidique (Figure 3C).  

Figure 3 : Types de N-glycannes retrouvés chez les mammifères. (A) Type oligomannosidique, (B) type 
complexe et (C) type hybride. Les N-glycannes sont représentés selon la Symbol Nomenclature for 
Glycans (Neelamegham et al. 2019). 
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Quel que soit le type de N-glycanne, la biosynthèse débute dans le réticulum endoplasmique 

(RE) et se poursuit dans l’appareil de Golgi par l’action successive de glycosyltransférases utilisant des 

monosaccharides activés sous forme de nucléotide-sucres et par l’action de glycosidases (Kornfeld et 

Kornfeld, 1985). Si la synthèse du précurseur apparaît relativement conservée chez les animaux, les 

champignons et les plantes, la maturation golgienne est plus variable selon les espèces. Ce qui est décrit 

ci-dessous concerne le processus général de synthèse chez les mammifères. 

B. Biosynthèse des N-glycannes 

1. Phase réticulaire 

La N-glycosylation est obtenue par le transfert en bloc du tétradécasaccharide 

Glc3Man9GlcNAc2 porté par un précurseur sur le séquon d’une protéine. La synthèse de ce précurseur 

débute dans le RE, côté cytosolique, par l’ajout d’un GlcNAc-Phosphate sur le dolichol phosphate 

(Dol-P) pour former le GlcNAc-P-P-Dol (Schenk et al., 2001) (Figure 4). Ce dernier est 

séquentiellement étendu par un autre résidu de GlcNAc et 5 résidus de Man pour conduire au 

Man5GlcNAc2-P-P-Dol qui sera transloqué dans la lumière du RE par une flippase. L’ajout de 4 autres 

résidus de Man et de 3 résidus de Glc permet l’obtention du précurseur final : le 

Glc3Man9GlcNAc2-P-P-Dol. Les monosaccharides ajoutés le sont sous une forme activée à savoir 

l’UDP-GlcNAc, le GDP-Man et l’UDP-Glc. L’oligosaccharide nouvellement synthétisé est ensuite 

transféré en bloc du dolichol à la protéine en cours de synthèse par l’oligosaccharyltransférase (OST) 

(Burda et Aebi, 1999).  

Figure 4 : Synthèse du précurseur Dolichol-P-P-GlcNAc2Man9Glc3 des N-glycannes dans le réticulum 
endoplasmique. Au niveau de la face cytoplasmique de la membrane du réticulum endoplasmique, un 
GlcNAc-Phosphate est transféré sur le Dolichol-P (Dol-P). Après ajout d’autres monosaccharides (2-7), 
le Dol-P-P-GlcNAc devient le Dol-P-P-GlcNAc2Man5 puis est transloqué dans la lumière du RE par une 
flippase. La molécule est ensuite étendue par 4 résidus de Man (8-11) et 3 résidus de Glc (12-14). Le 
précurseur est transféré sur l’Asn d’un séquon Asn-X-Ser/Thr d’une protéine en cours de traduction par 
oligosaccharyltransférase (OST). Les oligosaccharides sont représentés selon la Symbol Nomenclature 
for Glycans (Neelamegham et al. 2019).  
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Puis, les α-glucosidases I et II (GI et GII nommées MOGS et GANAB) clivent séquentiellement 

les 2 résidus de Glc terminaux liés respectivement en α1-2 et α1-3 pour aboutir au N-glycanne 

Glc1Man9GlcNAc2. Le glycanne qui en résulte sera à la base d’un contrôle qualité exercé par la cellule 

pour s’assurer que seules les protéines correctement conformées accèdent à l’appareil de Golgi. Ce 

processus est connu sous le nom d’ERAD pour Endoplasmic Reticulum Associated Degradation (Figure 

5) (Bonifacino et Weissman, 1998 ; Lederkremer, 2009). La glycoprotéine (GP) est prise en charge par 

la calnexine (CNX) et/ou la calréticuline (CRT) qui sont 2 lectines résidentes du RE impliquées dans 

l’ERAD (Booth et Koch, 1989). Ces 2 lectines, une fois liée à une GP mal conformée, vont permettre le 

recrutement de la protéine chaperonne Erp 57 qui tentera de corriger la conformation défectueuse de la 

GP néosynthétisée (Suzuki et al., 2022). Cette dernière est ensuite libérée de ce complexe grâce à la GII 

qui élimine le dernier résidu de Glc lié en α1-3. Si la GP qui porte le glycanne Man9GlcNAc2 n’est 

toujours pas correctement repliée, elle est prise en charge par l’UDP-glucose:glycoprotein 

glucosyltransférase (UGGT) qui ajoutera un résidu de Glc sur le N-glycanne Man9GlcNAc. Cela 

permettra ainsi une nouvelle interaction de la GP néo-synthétisée avec la CNX et/ou la CRT. Ce cycle 

a lieu jusqu’au repliement correct de la GP. Néanmoins, après plusieurs tentatives infructueuses de 

remise en conformation de la GP, le N-glycanne des GPs mal conformées subira l’action de 

mannosidases du système EDEM (ERAD-enhancing-α-mannosidases degradation) qui élimine 1 ou 2 

résidus de Man et empêchera ainsi toute nouvelle action de l’UGGT. La GP mal conformée sera alors 

envoyée au protéasome qui se trouve dans le cytoplasme pour y être détruite. Quant aux GPs 

correctement conformées, elles subissent l’action de l’ER mannosidase I (MAN1B1) qui clive la liaison 

α1-2Man du bras central et sont ensuite envoyées dans l’appareil de Golgi (Moremen et al., 1994 ; 

Suzuki et al., 2022). La majorité des GPs qui aboutissent à l’appareil de Golgi arborent un N-glycanne 

Man8-9GlcNAc2. 
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Figure 5 : Contrôle qualité du repliement des glycoprotéines nouvellement synthétisées. (1) Les 
protéines en cours de synthèse sont N-glycosylées par l’oligosaccharyltransférase (OST) dans le 
réticulum endoplasmique en entrant par le translocon SEC61. (2) Après synthèse complète de la 
glycoprotéine, les α-glucosidases I et II (GI et GII) clivent les 2 résidus de Glc terminaux puis (3) les 
N-glycannes monoglucosylés sont reconnus par la Calnexine (CNX) et/ou la calréticuline (CRT) 
associés à ERp57. (4) La glycoprotéine (GP) est libérée du complexe par la GII en éliminant le dernier 
résidu de Glc et repris en charge par l’action de l’UDP-glucose:glycoprotein glucosyltransférase 
(UGGT) qui ajoutera, à nouveau, un résidu de Glc. Ce cycle a lieu jusqu’au repliement correct de la GP 
et sa libération par GII. (5) la GP est ensuite transportée vers l’appareil de Golgi. (6) Les GPs mal 
conformées sont prises en charge par des mannosidases de EDEM (ERAD-enhancing--mannosidases 
degradation), déglycosylés dans le cytoplasme puis envoyées au protéasome pour être dégradées. Les 
oligosaccharides sont représentés selon la Symbol Nomenclature for Glycans (Neelamegham et al. 
2019). Adaptée de Suzuki et al. (2022). 
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2. Phase Golgienne 

a. Cis-Golgi 

A leur arrivée dans le cis-Golgi, les N-glycannes des GPs subissent l’action totale ou partielle 

des α1-2 mannosidases IA, IB, et IC golgiennes (MAN1A1, MAN1A2, MAN1C1). Dans le 1er cas, on 

aboutit à des glycannes de type Man5GlcNAc2 branchés. Dans le 2nd cas (absence ou action partielle de 

ces enzymes), les N-glycannes seront de type Man6–9GlcNAc2 (Figure 6). Ces derniers constituent le type 

oligomannosidique à la fin du processus. A noter que certaines GPs correctement repliées arrivent dans 

le cis golgi en arborant des N-glycannes de type Glc1Man9GlcNAc2 empêchant l’action des 1-2 

mannosidases. Dans ce cas, il existe une enzyme, l’endo-α-mannosidase golgienne, qui clive la liaison 

α1-2 entre les 2 résidus de Man de l’oligosaccharide Glcα1-3Manα1-2Man pour conduire au 

Man8GlcNAc2 (Stanley, 2011 ; Stanley et al., 2022a). 

b. Médian-Golgi 

Les GPs progressent ensuite dans le médian-Golgi. Celles possédant un N-glycanne de type 

Man5GlcNAc2 pourront subir l’action de la N-acétylglucosaminyltransférase I (GlcNAc-TI ou MGAT1) 

qui permet d’ajouter un résidu de GlcNAc sur le C2 du Man lié en α1-3 sur le noyau et qui initie la 

synthèse de la première antenne (Stanley et al., 2022a). Puis, l’α-mannosidase II ou IIx (MAN2A1 ou 

MAN2A2) libère les 2 résidus de Man liés au Man lié en α1-6 du noyau pour obtenir la forme 

GlcNAcMan3GlcNAc2. Qu’il y ait action ou non de ces dernières, la GP arbore à ce stade un N-glycanne 

de type hybride avec une antenne qui pourra être allongée. Pour aboutir au précurseur du N-glycanne de 

type complexe, après l’action de la GlcNAc-TI et des mannosidases, la GlcNAc-TII (MGAT2) ajoute 

un résidu de GlcNAc sur le C2 du Man du noyau lié en α1-6 initiant ainsi la deuxième antenne. Sur le 

précurseur de type complexe (GlcNAc2-noyau), deux autres antennes peuvent être initiées grâce aux 

actions de la GlcNAc-TIV (MGAT4A, MGAT4B ou MGAT4C) qui ajoute un résidu de GlcNAc sur le 

C4 du Man α1-3 du noyau et de la GlcNAc-TV qui ajoute un résidu de GlcNAc le C6 du Man α1-6 du 

noyau. Le N-glycanne sera alors tri ou tetra-antenné (Stanley et al., 2022a). De plus, la GlcNAc-TIII 

peut ajouter un GlcNAc « intercalaire » sur le Man central du noyau. L’ensemble des GlcNAc-T utilise 
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comme substrat donneur l’UDP-GlcNAc (Schachter, 2000). Lors de l’initiation des antennes, un résidu 

de Fuc peut être ajouté par l’α1-6 fucosyltransférase (FUT8) en α1-6 de la GlcNAc réductrice à partir 

du GDP-Fuc (Figure 6 et Figure 7). L’enzyme nécessite généralement l’action préalable de la GlcNAc-

TI (Figure 7) (Stanley et al., 2022a).  

Figure 6 : Maturation golgienne des N-glycannes. La glycoprotéine correctement conformée va 
progresser ensuite dans l’appareil de Golgi. Dans le cis-Golgi, 3 résidus de Man sont libérés par les 
mannosidases MAN1A1, MAN1A2 et MAN1C1 pour obtenir le Man5GlcNAc2. Dans le médian-Golgi, 
la MGAT initie la première antenne des N-glycannes  complexes et hybrides. L’action de l’α-
mannosidase II permet l'action de MGAT2 qui initie la deuxième antenne. Ces antennes sont ensuite 
étendues par des résidus de Fuc, Gal, et Sia. D’autres antennes peuvent être générées. Les 
oligosaccharides sont représentés selon la Symbol Nomenclature for Glycans (Neelamegham et al. 
2019). Adaptée de Stanley et al. (2022). 
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c. Trans-Golgi et trans-Golgi Network 

 Dans la plupart des cas, les résidus de GlcNAc sont allongés par un résidu de Gal pour définir 

selon la liaison entre le Gal et le GlcNAc, des unités de type 1 (Gal1-3GlcNAc-) ou des unités de type 

2 (Gal1-4GlcNAc-) également nommées unités LacNAc. La première est catalysée par une 

β1-3 galactosyltransférase (B3GALT1, 2, 4, ou 5) tandis que la seconde l’est par une 

β1-4 galactosyltransférase (B4GALT1 à B4GALT6) en utilisant l’UDP-Gal. Sur une unité LacNAc, 

d’autres unités LacNAc pourront être ajoutées via une liaison β1-3 pour générer des chaînes 

polyLacNAc par l’action d’une β1-3GlcNAc-T (B3GNT2 à B3GNT8). Plus rarement, l’ajout d’un 

résidu de GalNAc au résidu de Gal conduit à une unité LacdiNAc GalNAcβ1-4GlcNAc (Figure 8) 

(Stanley et al., 2022b). 

Figure 7 : Initiation des antennes et substitution du noyau des N-glycannes de type complexe. L’action 
de MGAT1 sur les N-glycannes Man5GlcNAc2 aboutit aux N-glycannes de type hybride 
GlcNAcMan5GlcNAc2. Les N-glycannes de type complexe sont obtenus à partir du type hybride par 
l’action des α-mannosidases II, MAN2A1 ou MAN2A2, puis de MGAT2 pour obtenir les N-glycannes 
biantennés GlcNAc2Man3GlcNAc2. Les N-glycannes peuvent ensuite être substitués par un GlcNAc 
intercalaire par MAGT3, un Fuc par FUT8, ou d’autres GlcNAc par MGAT4A, MGAT4B, MGAT5 ou 
MGAT5B. MGAT6 est potentiellement présent chez les mammifères. Les oligosaccharides sont 
représentés selon la Symbol Nomenclature for Glycans (Neelamegham et al. 2019). Issue de Stanley et 
al. (2022). 

Figure 8 : Unités composant les antennes des N-glycannes. (A) Unité de type 1, (B) de type 2 et (C) 
LacdiNAc. (D) Les chaines polyLacNAc se composent d’unités LacNAc liées entre elles par une liaison 
β1-3. Les oligosaccharides sont représentés selon la Symbol Nomenclature for Glycans (Neelamegham 
et al. 2019). 
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Ces unités pourront servir de squelette pour l’ajout d’autres monosaccharides tels que des 

résidus de Fuc, de Gal, de GlcNAc ou encore d’acides sialiques qui constitue la glycosylation terminale 

(partie IV p43).  

III. O-glycosylation de type mucine chez les mammifères 

A. Généralités 

 La O-glycosylation est un processus post-traductionnel caractérisé par l’ajout d’un 

oligosaccharide sur un acide aminé hydroxylé, Ser ou Thr. A l’inverse des N-glycannes, aucune 

séquence peptidique consensus stricte de O-glycosylation n’a encore été décrite (Spiro, 2002). En 

fonction du monosaccharide du point d’attache et de l’acide aminé sur lequel s’attache les 

monosaccharides, on distingue plusieurs types de O-glycoprotéines dont le type mucine. Dans ce type, 

un résidu d’α-GalNAc constitue le point d’attache avec un résidu de Ser ou de Thr. Le résidu de GalNAc 

sera ensuite séquentiellement allongé (ou non) par d’autres monosaccharides. A ce jour, huit noyaux ont 

été décrits chez les mammifères dont 4 sont retrouvés majoritairement (Figure 9) (Brockhausen et al., 

2022).  

B. Biosynthèse des O-glycannes de type mucine 

En comparaison à la biosynthèse des N-glycannes, celle des O-glycannes de type mucine révèle 

3 différences majeures. La 1ère est qu’elle est exclusivement golgienne ce qui signifie, 2ème différence, 

qu’elle est post-traductionnelle. La 3ème différence réside dans l’absence d’un précurseur 

oligosaccharidique, type Dol-P-P-oligosaccharide. La biosynthèse des O-glycannes débute dans 

l’appareil de Golgi par l’ajout d’un résidu de GalNAc sur une Ser ou une Thr par une GalNAc-

transférase de la famille des polypeptide GalNAc-transférases (ppGalNAcTs) (Clausen et Bennett, 

1996 ; Hagen et al., 2001) dont 20 gènes ont été répertoriés chez l’Homme, la plupart codant une enzyme 

Figure 9 : Noyaux majoritaires des O-glycannes de type mucine retrouvés chez les mammifères. (A) 
noyau 1, (B) 2, (C) 3 et (D) 4. Les oligosaccharides sont représentés selon la Symbol Nomenclature for 
Glycans (Neelamegham et al. 2019). 
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active. Par ailleurs, les enzymes ppGalNAcT 1, 2 et 4 sont ubiquitaires tandis que l’expression des autres 

est tissu dépendante (Bennett et al., 2012). 

Le transfert du résidu de GalNAc s’effectue à partir de l’UDP-GalNAc sur le groupement 

hydroxyle de la Ser ou de la Thr. Si le résidu de GalNAc n’est pas étendu, il définit l’antigène Tn. En 

fonction des monosaccharides qui lui seront ajoutés, 8 noyaux différents seront définis. L’ajout d’un 

résidu de Gal grâce à l’enzyme C1GALT1 définit le noyau 1. Le noyau 2 s’obtient à partir du noyau 1 

par l’action de la β1-6 N-acétylglucosaminyltransférase 1, 2 ou 3 (GCNT1, GCNT3 et GCNT4) qui va 

transférer un résidu de GlcNAc sur le résidu de GalNAc via une liaison β1-6. Pour le noyau 3, le résidu 

de GalNAc du point d’attache sera substitué par un résidu de GlcNAc par la 

β1-3N-acétylglucosaminyltransférase 6 (B3GNT6). Tout comme le noyau 2, le noyau 4 est obtenu par 

l’ajout d’un résidu de GlcNAc sur la GalNAc du noyau 3 grâce à l’action de la GCNT3 (Brockhausen 

et al., 2022). 

De la même manière que les N-glycannes, les noyaux des O-glycannes vont être étendus par des 

unités de type 1, LacNAc et LacdiNAc comme décrit précédemment (partie II.B.2.c p41) sur lesquelles 

d’autres monosaccharides pourront être ajoutés (partie suivante).   

IV. Glycosylation terminale chez les mammifères 

La glycosylation terminale correspond à l’ajout de monosaccharides sur les unités de type 1, 

LacNAc et/ou LacdiNAc des N- et O-glycannes mais aussi sur leur noyau. Ce processus est 

particulièrement important car les motifs glycanniques résultants sont le siège d’importantes fonctions 

biologiques.  

A. Fucosylation et antigènes de groupes sanguins ABH et Lewis 

Comme nous l’avons mentionné précédemment, le Fuc peut être retrouvé sur le noyau des 

N-glycannes mais peut également l’être sur les antennes des N- et O-glycannes et conduire, dans ce 

dernier cas, à la formation d’antigènes (Ags).  

Chez l’homme, les Ags de groupes sanguins A, B et H qui ont été les plus documentés sont des 

épitopes glycanniques bâtis à partir de précurseurs disaccharidiques de type 1 et 2, pour les N- et 
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O-glycannes, et de type 3 (Galβ1-3GalNAcα1-R) exclusivement pour les O-glycannes puisque 

caractéristique du noyau 1 (Figure 10 p46). La synthèse commence par le transfert d’un résidu de Fuc 

en α1-2 sur un résidu de Gal par une α1-2 fucosyltransférase issue du locus FUT1 ou FUT2 (Kelly et 

al., 1995 ; Larsen et al., 1990). Le transfert s’effectue sur des unités de type 1 ou 2 des précurseurs 

érythrocytaires pour l’enzyme FUT1 ce qui va conduire à la formation d’Ags H sur les érythrocytes 

(Figure 10B) (Kyprianou et al., 1990 ; Sarnesto et al., 1990). En revanche, l’enzyme FUT2 est exprimée 

dans les cellules épithéliales et va agir sur les unités de type 1 ou 3 et ainsi générer des Ags H fixes à la 

surface des épithéliums (muqueuses gastro-intestinales, respiratoires et reproductives) et solubles dans 

des fluides tels que la salive et le lait maternel (Figure 10A) (Sarnesto et al., 1990). Les Ags A et B sont 

construits à partir de l’Ag H par les α1-3 N-acétylgalactosaminyltransférase (A3GALNT) et 

α1-3 galactosyltransférase (A3GALT1) du locus ABO qui vont générer respectivement les Ags A et B 

définissant les groupes sanguins A et B associés (Yamamoto et al., 1990). Chez les individus porteurs 

du groupe sanguin O, les glycosyltranférases A/B sont inactives et laissent donc les Ags H intacts. 

Lorsque l’individu synthétise à la fois les Ags A et B, il est de groupe sanguin AB.  

Les individus dont le gène FUT2 est inactif sont qualifiés de « non sécréteur » et ne disposent 

donc pas d’Ags A, B ou H au niveau des épithéliums et sous forme solubles. Ce phénotype concerne 

20 % des populations d’Europe, d’Amérique du Nord, d’Asie et certaines d’Afrique (Kindberg et al., 

2006 ; Watkins, 1980) et est plus rare dans les populations mésoaméricaines (5 %) (Bucardo et al., 

2009 ; Currier et al., 2015). Au contraire, l’inactivation de FUT1 est extrêmement rare et conduit au 

phénotype de Bombay qui se manifeste par l’absence de groupes sanguins sur les érythrocytes 

(Marionneau et al., 2001). 

Les Ags de groupe sanguin de Lewis concernent l’ajout de résidus α1-3/α1-4Fuc sur les unités 

de type 1 et 2 natives ou définissant un épitope de groupe sanguin A, B ou H (Figure 10). L’Ag a de 

Lewis (Lea) est généré par l’ajout d’un résidu de Fuc en α1-4 sur un résidu de GlcNAc d’une unité de 

type 1. L’association de l’Ag H à l’Ag Lea définit l’Ag Leb. De la même façon, on retrouvera des Ags A 

et ALeb et des Ags B et BLeb. L’ajout de ce Fuc sur le résidu de GlcNAc est catalysé par une 

α1-3/α1-4 fucosyltransférase du locus FUT3 exprimée dans les mêmes épithéliums que l’enzyme FUT2. 
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Les Ags Leb, ALeb et BLeb sont donc uniquement retrouvés chez les individus sécréteurs. Les individus 

non sécréteurs n’exprimeront que des Ags Lea avec l’unique action de FUT3. Il existe des individus 

Lewis-négatif dont le gène FUT3 est inactif. Cela concerne environ 6 à 10 % en Europe et peut atteindre 

20 à 33 % dans certains pays d’Afrique (Bucardo et al., 2009 ; Larsson et al., 2006 ; Nordgren et al., 

2013 ; Torrado et al., 1997). Les individus sécréteurs et Lewis négatif pourront uniquement exprimer 

des Ags ABH et des individus non sécréteur et Lewis négatif présenteront uniquement des antennes de 

type 1/3 sans résidu. Les Ags x et y de Lewis (Lex et Ley) qui sont bâtis sur les unités de type 2 sont les 

équivalents des Ags Lea et Leb bâtis sur le type 1 et 3. Du fait de l’engagement du C4 de la GlcNAc dans 

la liaison avec le Gal pour former l’unité LacNAc de type 2, le résidu de Fuc se lie sur le carbone 3 via 

une liaison en α1-3 de ce même résidu de GlcNAc. Cette réaction est catalysée par l’une des 

fucosyltransférases suivantes, FUT3, FUT4, FUT5, FUT6, FUT7 ou encore FUT9. De la même manière 

que l’on peut avoir des Ags ALeb ou B Leb, on peut retrouver des Ags ALey et BLey.  

On définit comme antigènes de groupes sanguins tissulaires (HBGAs), les antigènes ABH et 

Lewis obtenus par les loci FUT2 et FUT3 que l’on retrouve à la surface des cellules épithéliales et qui 

sont sécrétés sous forme libre ou complexés à des protéines ou lipides dans les fluides biologiques. 

Chez les animaux, l’étude des Ags de groupe sanguin a beaucoup concerné les singes et le porc 

dans un objectif de pouvoir effectuer des xénogreffes. Chez les singes de l’ancien monde comprenant 

les grands singes (chimpanzés, gorilles…), les Ags des deux systèmes sont présents (groupes sanguins 

et HBGAs) avec une faible occurrence de l’Ag H (Blancher et Socha, 1997 ; Oriol et al., 1999). De plus, 

l’Ag Lea a été observé dans la salive (Blancher et Socha, 1997). Pour les singes du nouveau monde 

(capucins, ouistiti...) et les autres mammifères y compris le porc on ne trouve pas les Ags ABH dans les 

compartiments vasculaires mais on les retrouve au niveau des épithéliums et des fluides avec 

principalement les Ags A et H (Oriol et al., 1993, 1994, 1999). 
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Figure 10 : Antigènes de groupes sanguins. (A) Les antigènes de groupes sanguins tissulaires (HBGAs) 
sont synthètisés à partir des unités de type 1 et 3. Le transfert d’un résidu de fucose (Fuc) en α1-2 du  
résidu de galactose (Gal) par l’enzyme FUT2 aboutit à l’antigène (Ag) H. L’ajout supplémentaire d’un 
résidu de N-acétylgalactosamine (GalNAc) ou Gal en α1-3 du Gal donne les Ags A et B. Les transferts 
sont catalysés par les enzymes A3GALNT et A3GALT1, respectivement. L’ajout d’un résidu de Fuc 
supplémentaire sur les Ags A, B et H en α1-4 du résidu de GalNAc ou N-acetylglucosamine (GlcNAc) 
des unités de type 1 et 3 vont définir les Ags Lewis b (Leb). L’ajout de ce Fuc sur les unités de type 1 et 
3 natives donnent l’Ag Lea. (B) Les Ags de groupes sanguins sont obtenus à partir de l’unité de type 2. 
Le transfert d’un résidu de Fuc en α1-2 du  résidu de galactose (Gal) par l’enzyme FUT1 aboutit à l’Ag 
H qui définit le groupe sanguin O. L’ajout supplémentaire d’un résidu de GalNAc ou Gal en α1-3 du 
Gal donne les Ags A et B définissant les groupes sanguins A et B. Les transferts sont catalysés par les 
mêmes enzymes que pour les HBGAs. L’ajout d’un résidu de Fuc supplémentaire sur les Ags A, B et H 
en α1-3 du résidu de GlcNAc de l’unité de type 2 vont définir les Ags Ley. L’ajout de ce Fuc sur l’unité 
de type 2 native donne l’Ag Lex. Les oligosaccharides sont représentés selon la Symbol Nomenclature 
for Glycans (Neelamegham et al. 2019). 
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B. Sialylation 

Les acides sialiques sont fréquemment retrouvés chez les animaux (Tiralongo et Martinez-

Duncker, 2013).  La fonction amine est couramment substituée par un groupement acétyle pour définir 

l’acide 5-N-acétylneuraminique (Neu5Ac) constituant le composé principal des acides sialiques. Juste 

derrière, on retrouve l’acide 5-N-glycolylneuraminique (Neu5Gc) et l’acide 3-déoxy-D-glycéro-D-

galacto-non-2-ulosonique (Kdn) qui diffèrent par leur substitution du C5. Le premier possède un 

groupement N-glycolyl sur la fonction amine du C5 tandis que le second possède un groupement 

hydroxyle à la place de cette fonction amine (Figure 11). La substitution des autres groupements 

hydroxyles va permettre de définir plus de 50 composés (Angata et Varki, 2002).  

Les acides sialiques sont liés en α2-3 ou α2-6 d’un résidu de Gal et en α2-6 d’un résidu de 

GalNAc des N- et O-glycannes. Lorsque 2 acides sialiques se lient ensemble, ils le font via une liaison 

α2-8 pour générer des queues polysialyles plus ou moins longues principalement retrouvées sur les 

N-glycannes.  

C. Sulfatation 

Les N- et O-glycannes de type mucine, à la manière des modifications post-traductionnelles des 

protéines, peuvent être modifiés par l’ajout de groupements sulfates. Chez les mammifères, ils sont 

retrouvés sur des résidus de Gal, GlcNAc, GalNAc et GlcA (Lei et al., 2010 ; Spiro et Bhoyroo, 1988) 

et notamment sur le résidu de Gal ou GlcNAc des Ags de Lex et Lea. Pour ces derniers, on retrouve les 

groupements sulfates sur le C3 ou 6 du résidu de Gal et sur le C6 du résidu de GlcNAc. 

Figure 11 : Représentation des acides 5-N-acétylneuraminique (Neu5Ac), 5-N-glycolylneuraminique 
(Neu5Gc) et 3-déoxy-D-glycéro-D-galacto-non-2-ulosonique (Kdn). 
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V. Particularités de la glycosylation chez les invertébrés 

A. N-glycosylation chez les invertébrés 

Chez les invertébrés, la phase réticulaire de la N-glycosylation semble partagée avec celle des 

mammifères. En revanche, la phase golgienne des invertébrés révèle des différences notables. On ne 

connait en effet qu’une faible proportion de l’équipement enzymatique des invertébrés avec des études 

concernant surtout Caenorhabditis elegans mais de nombreuses analyses structurales ont montré 

certaines caractéristiques absentes chez les mammifères. La partie suivante les décrit. 

1. Types de N-glycannes 

En plus des 3 types de N-glycannes (oligomannose, hybride et complexe) retrouvés chez les 

mammifères, deux autres types de N-glycannes ont été décrits chez les invertébrés : le type 

paucimannose et le type pseudohybride. Ces 2 types de N-glycannes s’expliquent par la présence d’une 

hexosaminidase dans l’appareil de Golgi qui permet l’élimination d’un résidu de GlcNAc en position 

terminale non réductrice. Le type paucimannose, très répandu chez les invertébrés, correspond à des 

N-glycannes de composition Man3-4GlcNAc2. Ces N-glycannes sont obtenus par l’action d’une 

hexosaminidase golgienne après l’initiation de la première antenne par la GlcNAc-T I et le clivage par 

la mannosidase II golgienne d’un ou deux Man de la branche α1-6 du noyau (Figure 12) (Altmann et 

al., 1995 ; Gutternigg et al., 2007b ; Léonard et al., 2006 ; Vitale et Chrispeels, 1984 ; Zhang et al., 

2003). L’action supplémentaire d’une α6-mannosidase qui enlève le Man α1-6 du noyau conduit à un 

noyau tronqué Man2GlcNAc2 (Cipollo et al., 2002 ; Eckmair et al., 2016 ; Natsuka et al., 2002 ; Wilson 

et Paschinger, 2016 ; Wuhrer et al., 2004 ; Yan et al., 2018). Lorsque l’action de l'’hexosaminidase a 

lieu après l’action de la GlcNAc-TII, on obtient une structure N-glycannique que l’on nomme 

« pseudohybride » et qui ne pourra disposer que d’une seule antenne LacNAc sur le Man α1-6 du noyau 

(Paschinger et Wilson, 2019). Ce type de N-glycanne a été identifié chez des insectes et des nématodes 

(Geisler et Jarvis, 2012 ; Gutternigg et al., 2007b). 
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2. Substitutions du noyau pentasaccharidique 

Alors que les N-glycannes de type mammifère ne peuvent arborer sur leur GlcNAc en position 

terminale réductrice qu’un seul Fuc lié en 1-6, la présence de Fuc en α1-6 mais aussi en α1-3 et même 

les 2 simultanément est très courante chez les invertébrés comme chez les nématodes C. elegans et 

Haemonchus contortus (Haslam et al., 1996). Cette substitution peut également être retrouvée sur le 2ème 

résidu de GlcNAc du noyau. Chez de nombreux invertébrés comme l’escargot de mer, le calmar, les 

planaires et les nématodes, le Fuc peut être galactosylé par une β4-galactosyltransférase et ainsi former 

le motif oligosaccharidique Galβ1-4Fuc également nommé « GalFuc » (Subramanian et al., 2018 ; 

Takahashi et al., 2003 ; Titz et al., 2009 ; Wuhrer et al., 2004). Ce motif peut lui-même être étendu par 

un résidu de Gal ou de Fuc supplémentaire (Wuhrer et al., 2004) voire même par de multiples résidus 

de Gal comme décrit pour le planaire Schmidtea mediterranea (Subramanian et al., 2018). Enfin, sur la 

GlcNAc de l’extrémité réductrice, la substitution par un Man a également été décrite chez l’escargot de 

mer Volvarina rubella (Eckmair et al., 2016).  

Figure 12 : Biosynthèse des N-glycannes pseudohybride, paucimannose et paucimannose tronqué. 
Après l’action de la GlcNAc-TII, le résidu de GlcNAc de la première antenne est clivé par une 
hexosaminidase aboutissant à un N-glycanne pseudohybride. Le N-glycanne paucimannose est obtenu 
par l’action successive de la Golgi mannosidase II et d’une hexosaminidase. L’action supplémentaire 
d’une mannosidase aboutit à un N-glycanne paucimannose tronqué. Les oligosaccharides sont 
représentés selon la Symbol Nomenclature for Glycans (Neelamegham et al. 2019). Inspirée de 
Paschinger et Wilson (2019).  
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 Trois α-fucosyltransférases (FUT1, FUT6 et FUT8) et une galactosyltransférase (GALT-1) 

permettant le transfert d’un Gal sur un Fuc lié en α1-6 d’une des GlcNAc ont été identifiées chez 

C. elegans (Paschinger et al., 2005 ; Titz et al., 2009 ; Yan et al., 2013). Les α1-3 fucosyltransférases 

ont aussi été identifiées chez Drosophila melanogaster, l’abeille Apis mellifera et le moustique 

Anopheles gambiae. Pour ce dernier, l’α1-6 fucosyltransférase a également été identifiée (Fabini et al., 

2001 ; Kurz et al., 2016 ; Rendić et al., 2007). 

Au niveau du résidu de Man central du noyau, la seule substitution connue chez les mammifères 

est celle par un résidu de GlcNAc nommé intercalaire. Chez les invertébrés, les N-glycannes peuvent 

arborer un résidu de Xyl lié au Man central par une liaison β1-2. D’abord caractérisée chez les plantes, 

cette substitution a ensuite été décrite chez des escargots (Helix pomatia, Lymnea stagnalis et 

Biomphalaria glabatra) et certains trématodes de type Schistosoma (Ishihara et al., 1979 ; Khoo et al., 

1997 ; Lehr et al., 2007 ; Van Kuik et al., 1985, 1986, 1987). L’action de la xylosyltransférase 

responsable du transfert du Xyl nécessite celle préalable de la MGAT1. A noter que le motif GalFuc 

décrit ci-dessus a également été observé sur le Man centrale du noyau chez C. elegans (Yan et al., 2015). 

3. Antennes 

D’une manière similaire aux mammifères, il est retrouvé chez les invertébrés des antennes de 

type 1, LacNAc et LacdiNAc. Chez ces derniers, des unités LacdiNAc prolongées ou non par un résidu 

de β1-3Gal ont été caractérisées. De même, des séquences  GlcNAcβ1-4GlcNAc ont été identifiées chez 

divers invertébrés (Paschinger et Wilson, 2019). Quelques enzymes impliquées dans la synthèse de ces 

motifs ont été identifiées comme des β1-4 N-acétylgalactosaminyltransférases de C. elegans et 

Trichoplusia ni, β1-3 galactosyltransférase de l'abeille et la α1-4 N-acétylgalactosaminyltransférase de 

la drosophile (Ichimiya et al., 2015 ; Kawar et al., 2002 ; Mucha et al., 2004). 

Comme décrit chez les mammifères, les antennes des invertébrés décrites ci-dessus peuvent être 

substituées par des résidus de Fuc qui définiront les mêmes Ags (Kubelka et al., 1993 ; Wilson et 

Paschinger, 2016 ; Wuhrer et al., 2006). Ainsi, chez le nématode Dictyocaulus viviparus, le trématode 

Schistosoma mansoni, et le moustique Anopheles gambiae, il a été détecté la présence de Lex. Chez ces 

2 derniers, les fucosyltransférases impliquées dans la synthèse de l’Ag Lex ont été identifiées. Chez 
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l’huître Crassostrea virginica, c’est la présence d’Ag  A qui a été révélée (Haslam et al., 2000 ; Kurz et 

al., 2013, 2016 ; Smit et al., 2015). Plus rarement, on a retrouvé des séquences Fucα1-2Fucα1-3 comme 

chez S. mansoni (Smit et al., 2015). A l’extrémité des antennes des N-glycannes, l’acide glucuronique 

a été retrouvé chez un certain nombre d’insectes ainsi que chez l’escargot Volvarina rubella (Aoki et 

Tiemeyer, 2010 ; Eckmair et al., 2016 ; Hykollari et al., 2018 ; Kurz et al., 2015). En revanche, à 

l’inverse des mammifères, la sialylation est peu retrouvée chez les invertébrés. 

4. Modification des N-glycannes 

Et pour complexifier davantage encore ces structures, certains monosaccharides seront le siège 

de modifications par des groupements zwitterioniques comme la phosphocholine, la 

phosphoéthanolamine, l'aminoéthylphosphonate et le méthylaminoéthylphosphonate mais également 

par des groupements sulfates, phosphates et/ou méthyles. 

a. Groupements zwitterioniques 

La phosphocholine a surtout été repérée chez des nématodes comme le parasite porcin 

Oesophagostomum dentatum ou encore H. contortus (Jiménez-Castells et al., 2017 ; Paschinger et 

Wilson, 2015). Les autres groupements zwitterioniques sont moins courants et ont été observés dans la 

gelée royale pour la phosphoéthanolamine, chez un criquet pour l’'aminoéthylphosphonate et chez 

l’escargot marin Volvarina rubella pour la méthylaminoéthylphosphonate (Figure 13) (Eckmair et al., 

2016 ; Hård et al., 1993 ; Hykollari et al., 2018). 

Figure 13 : Formules chimiques développées des groupements zwitterioniques phosphocholine, 
phosphoéthanolamine, aminoéthylphosphonate et méthylaminoéthylphosphonate.  
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b. Groupements sulfates et phosphates 

Les groupements sulfates sont très répandus chez les mollusques marins et les arthropodes et 

ont été localisés sur différents  résidus comme le Man, le Fuc et le Gal (Hykollari et al., 2018 ; Kurz et 

al., 2013, 2015, 2016 ; van Kuik et al., 1987). Concernant la phosphorylation, on ne l’a identifiée que 

sur le mannose de Fasciola hepatica (Ravidà et al., 2016). A noter que chez les mammifères, des résidus 

de phospho-Man sont également présents et constituent des séquences signal qui destinent au lysosome 

les GPs qui les portent (Reitman et al., 1981 ; Waheed et al., 1982). 

c. Groupements méthyles 

La méthylation est assez répandue chez les invertébrés. Elle a été détectée pour la première fois 

pour des GPs chez les gastéropodes Helix pomatia et Lymnea stagnalis. Ces groupements ont été 

positionnés sur le C3 à la fois sur des résidus de Gal pour les deux escargots et sur des résidus de Man 

pour la deuxième espèce (Hall et al., 1977 ; Van Kuik et al., 1986, 1987). D’autres gastéropodes ont 

ensuite montré la présence de ces modifications (Dolashka-Angelova et al., 2003 ; Gutternigg et al., 

2004, 2007a) ainsi que d’autres mollusques, un planaire et des nématodes libres ou parasitaires 

(Guérardel et al., 2001 ; Jiménez-Castells et al., 2017 ; Khoo et al., 1991 ; Kurz et al., 2013 ; Natsuka et 

al., 2011 ; Paschinger et al., 2011 ; Yan et al., 2018). Pour les N-glycannes, le plus souvent les 

groupements méthyles sont associés aux Man sur le noyau ou sur les structures oligomannosidiques. Ils 

ont aussi été observés sur des résidus de Fuc seul du noyau ou dans les séquences substituants la GlcNAc 

réductrice comme FucGalFuc et GalFuc (Jiménez-Castells et al., 2017 ; Paschinger et al., 2011 ; Yan et 

al., 2018). De manière plus intéressante pour nos travaux, ces substituants ont été observés sur le résidu 

de GalNAc de l’Ag A de l’huître C.virginica (Kurz et al., 2013).  

B. O-glycosylation de type mucine chez les invertébrés 

 Comme pour les N-glycannes des invertébrés, la biosynthèse des O-glycannes de type mucine 

est beaucoup moins documentée que chez les mammifères. Dans la plupart des cas, seules des structures 

ont été décrites sans que les enzymes impliquées dans leur biosynthèse ne l’aient forcément été. A cet 

égard, C. elegans apparaît comme le modèle le mieux caractérisé avec au moins 9 GalNAc-T identifiées 

(Hagen et Nehrke, 1998). 
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Chez les nématodes, arthropodes, plathelminthes et mollusques étudiés, la présence d’Ag Tn et 

des noyaux de type 1 et 2 ont été détectés. De plus, un noyau spécifique aux invertébrés 

Galβ1-6[Galβ1-3]GalNAc a pu être identifié chez des nématodes, schistosomes et mollusques (Figure 

14) (Staudacher, 2015).  

L’élongation de ces noyaux est assez variée et reprend un certain nombre des caractéristiques 

identifiées pour les N-glycannes avec néanmoins un taux de substitution par le Fuc, l’acide glucuronique 

et les groupements méthyles plus important (partie précédente). 

VI. Rôles biologiques des glycannes 

Les rôles biologiques joués par les glycannes sont très variés mais peuvent être classés en deux 

grandes catégories : ceux physico-chimiques et ceux impliqués dans des reconnaissances spécifiques 

dont quelques exemples seront cités ci-dessous (Varki, 2017). 

A. Rôles physico-chimiques 

Concernant les rôles physicochimiques, les glycannes sont présents majoritairement à la surface 

des cellules pour former le glycocalyx et constitue ainsi une barrière physique pour protéger la 

membrane cellulaire (Möckl, 2020). Ils sont également retrouvés dans la matrice extracellulaire sous la 

forme de protéoglycannes (kératanes sulfates, chondroïtines sulfates, héparanes sulfates et dermatanes 

sulfates) qui jouent des rôles mécaniques importants (étirement, compression, lubrification) et dans le 

même temps, crée un environnement hydrophile (Yanagishita, 1993).  

A la surface des épithéliums des voies aériennes et digestives, on retrouve des mucines qui sont 

des protéines fortement glycosylées. Elles sont liées à la membrane des cellules mais sont également 

Figure 14 : Noyaux des O-glycannes de type mucine retrouvés chez les invertébrés. (A) Antigène Tn, 
(B) noyau 1, (C) noyau 2 et (D) noyau des invertébrés. Les oligosaccharides sont représentés selon la 
Symbol Nomenclature for Glycans (Neelamegham et al. 2019). Inspirée de Staudacher (2015). 
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secrétées pour former le mucus. Il s’agit de molécules de très haut poids moléculaire qui se caractérisent 

par une grande viscosité. Les fonctions biologiques qu’elles jouent sont multiples et vont de la simple 

protection physique des épithéliums (barrière contre les bactéries, hydratation, lubrification) jusqu’à des 

fonctions de reconnaissance de molécules ou de cellules (Bansil et Turner, 2006).  

A la surface de certaines protéines, le caractère très hydrophile des glycannes contribue à leur 

solubilité. Dans d’autres cas, le volume spatial occupé par les chaines glycanniques permettra de 

protéger la protéine contre la protéolyse. A titre d’exemple, citons le contrôle du temps de demi-vie des 

GPs, notamment via l’acide sialique. En masquant les résidus de galactose terminaux, ils empêchent la 

reconnaissance de ces derniers par les récepteurs d’Ashwell-Morell au niveau hépatique qui se traduit 

par l’endocytose puis la destruction de la GP (Grewal, 2010 ; Morell et al., 1971). 

B. Reconnaissances spécifiques 

Pour les glycannes impliqués dans les reconnaissances spécifiques on retrouve des épitopes 

reconnus par des protéines de liaison aux glycannes (Glycan binding proteins GBP aussi appelées 

lectines). Ces GBPs sont soit intrinsèques et vont reconnaitre les glycannes du même organisme soit 

extrinsèques et reconnaitre les glycannes d'un autre organisme (Varki, 2017).  

La reconnaissance par les GBPs intrinsèques médie la clairance, le renouvellement et le trafic 

intracellulaire des GPs circulantes par la reconnaissance de certains glycannes terminaux ou 

subterminaux. On peut citer pour cela le rôle du Man-6-phosphate ajouté aux N-glycannes des enzymes 

lysosomales lors de leur synthèse et permettant leur adressage au lysosome (Coutinho et al., 2012). Ces 

GBPs intrinsèques permettent également la reconnaissance cellule-cellule. Par exemple, les sélectines 

qui sont des GPs membranaires retrouvées au niveau des plaquettes, cellules endothéliales et leucocytes 

médient l’adhésion des leucocytes et des plaquettes à la surface des tissus vasculaires et entraîne leur 

roulement dans les vaisseaux par la formation et dissociation rapide des interactions. Cette interaction 

est importante pour le recrutement des leucocytes vers les sites d’inflammation (McEver, 2002). Les 

GBPs intrinsèques sont aussi impliquées dans les interactions entre les cellules et la matrice 

extracellulaire. 
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La glycosylation peut également moduler les interactions protéine-protéine. La glycosylation 

peut moduler la fonction primaire d’une protéine plutôt que de l'activer ou de la désactiver. On peut 

prendre l’exemple d’anticorps identiques qui vont avoir des effets différents selon la structure précise 

du N-glycanne retrouvé sur le domaine Fc (Alter et al., 2018).  

Dans le cas des GBPs extrinsèques, les glycannes reconnus sont portés par un autre organisme 

et notamment des pathogènes comme les bactéries ou encore les virus. Ces pathogènes peuvent 

également être porteur de glycannes et ainsi pratiquer le "mimétisme moléculaire" (Varki, 2017). Dans 

ce cas, ils arrivent à échapper aux réactions immunitaires grâce aux glycannes typiques de l’hôte qui les 

décore. 

VII. Interactions hôte-virus médiées par les glycannes 

Parmi les glycannes qui ont un rôle dans la reconnaissance avec les pathogènes, on va retrouver 

ceux qui constituent des récepteurs ou des facteurs d’attachement chez la cellule hôte pour les virus 

(Ströh et Stehle, 2014). Ces récepteurs vont permettre l’adhésion du virus à certaines cellules cibles 

déterminant ainsi un tropisme d’hôte et de tissu. Cette interaction spécifique constitue la première étape 

du processus d'attachement du virus et son entrée dans la cellule hôte. Elle est souvent de faible affinité 

et peut être suivie d'une liaison avec un corécepteur qui fixera plus fortement le virus à la surface de la 

cellule hôte. Il est à noter que dans bons nombres de cas, les glycannes impliqués dans la reconnaissance 

spécifique avec une cellule hôte peuvent être retrouvés à la surface des virus. Néanmoins, nous ne 

parlerons que des reconnaissances impliquant les glycannes portés par l’hôte, puisqu’ils sont au cœur 

de cette étude. 

On peut scinder les reconnaissances glycannes-virus chez l’hôte en trois groupes, celles médiées 

par les acides sialiques, celles médiées par les glycosaminoglycannes (GAGs) et enfin, celles médiées 

par des glycannes non chargées comme ceux des HBGAs (Ströh et Stehle, 2014). 

A. Acides sialiques 

Les acides sialiques sont impliqués dans les interactions avec les virus puisqu’ils sont situés à 

l’extrémité terminale des glycannes, sont ubiquitaires des vertébrés supérieurs et sont retrouvés à la fois 
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sur les N-, O-glycannes ainsi que les glycolipides. En outre, les multiples modifications que peuvent 

subir les acides sialiques peuvent conduire à plus de 50 variantes dépendantes de l’espèce (Angata et 

Varki, 2002). 

La O-acétylation de l'acide sialique apparaît dans des tropismes d'hôte, d’organe et de cellule 

notamment dans la famille des Coronaviridae avec les torovirus et les bétacoronavirus. Ces virus 

possèdent des hémagglutinines estérases qui se lient au Neu5Ac porteur d’un groupement 9-O-acétyle 

(Neu5,9Ac2) ou 4-O-acétyle (Neu4,5Ac2) voire les deux (Neu4,5,9Ac3). La plupart des hémagglutinines 

estérases de coronavirus (CoV) se lient au Neu5,9Ac2 mais certains CoVs murins se lient au Neu4,5Ac2. 

Pour le CoV bovin BCoV et le murin MHV-S, des changements mineurs dans le site de liaison changent 

la spécificité de liaison entre ces deux acides sialiques (Kim, 2020).  

En plus des modifications, la liaison engagée peut influencer le tropisme d’hôte et tissulaire. Le 

virus de la grippe Influenza A est impacté par le type de liaison α2-3 et α2-6 du résidu de Neu5Ac sur 

celui de Gal retrouvé chez l’hôte qui est expliqué par la conformation spatiale différente qu’occupent 

chacun des ligands (Byrd-Leotis et al., 2017). Ainsi, les grippes aviaires sont causées par des souches 

virales qui reconnaissent majoritairement l’α2-3Neu5Ac alors que celles humaines reconnaissent 

majoritairement l’α2-6Neu5Ac. De plus, dans la plupart des contaminations, le virus est retrouvé 

spécifiquement dans un tissu du fait de la présence d’un de ces ligands (tractus respiratoire, intestin…). 

Cependant, cela est à nuancer puisque d’autres phénomènes encore mal compris sont à prendre en 

considération pour expliquer le tropisme d’hôte et d’espèces (valence de l’interaction, accessibilité des 

glycannes…) (Byrd-Leotis et al., 2017 ; Liu et al., 2023). 

B. Glycosaminoglycannes  

Les GAGs sont des protéoglycannes polyanioniques constitués de disaccharides liés en β1-4 

dont les charges sont portées par des groupements sulfates et des acides uroniques. On les retrouve au 

niveau de la matrice extracellulaire ainsi qu'à la surface des cellules de la plupart des tissus et organes 

eucaryotes. A côté des rôles physico-chimiques cités précédemment, les GAGs sont également le 

support d’une multitude de reconnaissance par les virus. A titre d’exemples, pour le virus de l’herpès 

(HSV), les chaînes d’héparane sulfate permettent l’attachement de HSV-1 à la surface cellulaire via les 
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GPs B et C du virion. Il y a ensuite une implication des chaînes d’héparane sulfate 3-O-sulfatées dans 

l’interaction avec la GP D pour faciliter l’entrée virale. Les héparanes sulfates jouent également un rôle 

important dans l’attachement et l’entrée du virus de l’hépatite C dans la cellule cible notamment grâce 

à la N- et la 6-O-sulfatation de certains de ses monosaccharides (Koganti et al., 2021). 

C. HBGAs 

Les Norovirus ont été largement étudiés pour leur reconnaissance des HBGAs qui est 

dépendante de la souche. On peut également citer les Rotavirus dont la plupart des souches reconnaissent 

les acides sialiques mais dont certaines chez l’Homme reconnaissent les HBGAs. Par exemple, la sous 

unité VP8∗ de la protéine de capside VP4 (impliquée dans l’interaction avec les glycannes) du rotavirus 

humain HAL1166 présente des modifications subtiles dans son site de liaison qui l'empêchent de se lier 

à l'acide sialique mais lui permettent d'engager des liaisons avec les HBGAs (Hu et al., 2012).  

La reconnaissance des HBGAs par les Norovirus a été le cœur du sujet durant ma thèse et sera 

largement détaillé dans le chapitre suivant. 
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Chapitre 2 : NOROVIRUS 

I. Présentation 

Les épidémies de gastroentérites aigues surviennent régulièrement dans le monde et peuvent 

s’avérer mortelles dans les pays en voie de développement. La maladie cause principalement des 

diarrhées et vomissements chez l’individu contaminé et entraîne une déshydratation importante chez les 

sujets jeunes et âgés pouvant conduire à la mort. Sa transmission est interhumaine ou causée par la 

consommation d’eau ou d’aliments contaminés. Alors que les sources causant ces épidémies dans les 

pays en voie de développement sont très variées (virus, bactéries, parasites), dans les pays développés, 

elles sont majoritairement virales et surviennent essentiellement l’hiver. Tout âge confondu, les 

Norovirus (NoVs) représentent la majorité de ces épidémies dans ces derniers (84 % recensés en France 

pour la saison hivernale 2021-2022 (Santé Publique France, 2023)) et sont responsables d’environ 

200 000 morts par an dans le monde (World Health Organization, 2022). 

II. Structure des Norovirus  

Les NoVs appartiennent à la famille des Caliciviridae. Ils sont constitués d’un simple brin 

d’ARN de 7,5-7,7 Kb renfermé dans une capside icosaédrique non enveloppée de 27 à 40 nm de 

diamètre. Cette capside est composée de deux protéines : la protéine VP1 qui est dimérique et majoritaire 

et la protéine VP2, minoritaire (Bányai et al., 2018).  

A. Génome 

Le génome des NoVs est composé d’une extrémité 5' liée de manière covalente à une protéine 

virale (VPg : Viral Protein linked to Genome) essentielle pour la réplication virale et d’une extrémité 3' 

polyadénylée (Robilotti et al., 2015). Entre celles-ci, 3 cadres de lecture ouverts (Open Reading Frame, 

ORF) ont été décrits hormis pour le NoV murin où un quatrième a été observé. L’ORF1, situé à 

proximité de l’extrémité 5’, code une polyprotéine qui après clivage par la protéase NS6 va générer six 

protéines non structurales (NS1/2 à NS7 incluant NS6). Parmi ces protéines, la NS7 correspond à la 

polymérase RdRp (RNA-dependent RNA polymerase). D’autre part, les ORF2 et 3 sont impliqués dans 
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la capside protéique et vont coder les protéines structurales VP1 et VP2 respectivement (Figure 15) 

(Robilotti et al., 2015). 

B. Capside virale protéique  

La capside des NoVs est majoritairement composée de la protéine VP1 assemblée en 90 dimères 

et conduisant à la formation d’une capside de symétrie icosaédrique (Robilotti et al., 2015). Cette 

protéine dispose d’une capacité d’autoassemblage qui a été exploitée pour la création de Virus Like-

Particles (VLPs) qui ressemblent au virion natif mais sans leur génome et donc dépourvu de toute 

infectiosité. Ainsi, ces VLPs constituent un outil précieux pour l’étude des NoVs dans des systèmes 

biologiques (Jiang et al., 1992). La protéine VP1 est composée de trois domaines : le domaine N à 

l'extrémité N-terminale et les domaines S (Shell) et P (Protruding) (Robilotti et al., 2015). Le domaine 

S est la région la plus conservée de la protéine VP1 qui est essentielle pour la formation de la capside et 

qui entoure l’ARN. En revanche, le domaine P est une région variable exposée à la surface de la capside 

et subdivisé en 2 sous-domaines nommés P1 et P2 (Figure 16). Le sous-domaine P2 constitue le site de 

liaison à la cellule hôte. Il présente une grande variabilité de séquence à l’origine de la diversité de 

fixation des NoVs aux HBGAs de la cellule hôte (Almand et al., 2017).    

La protéine de capside VP2 est retrouvée sur la face interne de la capside. Son rôle n’est pas 

encore clairement établi mais il est postulé qu’elle serait impliquée dans la stabilisation de la protéine 

VP1 et dans l’encapsidation du génome (Vongpunsawad et al., 2013).  

Figure 15: Organisation du génome des norovirus humains. Le génome des norovirus se compose de 3 
cadres de lecture ouverts (ORF). L’ORF 1 code pour une polyprotéine composée des protéines NS1 à 
NS7 qui seront libérées par la protéine NS6. Issue de Robilotti et al., 2015.  
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III. Classification des Norovirus 

A l’origine, la nomenclature des NoVs était basée sur la séquence en acides aminés (AA) de la 

protéine VP1. Les NoVs sont sujets à de nombreuses recombinaisons génétiques dont le point de 

recombinaison se situe le plus souvent au niveau de la jonction entre l’ORF1 et l’ORF2. Cela crée de 

nouveaux virus avec une polymérase et une capside qui n’était pas associées précédemment. Pour tenir 

compte de ce phénomène, un double typage a été mis en place à partir de la séquence en AA de la 

protéine VP1 et de la séquence en nucléotides de l’ORF1 qui code la polymérase RdRp (Chhabra et al., 

2019). Nous nous focaliserons uniquement sur le typage relatif à la protéine VP1 puisqu’elle est 

directement impliquée dans les reconnaissances des HBGAs par les NoVs. 

Le typage basé sur la structure primaire de la protéine VP1 conduit à 10 génogroupes (GI à X) 

qui sont eux-mêmes subdivisés en 27 génotypes (de 1 à 27) en fonction du taux d’homologie de séquence 

entre les souches (Parra, 2019). Les génogroupes GI, GII, GIV, GVIII et GIX sont impliqués dans des 

infections chez l’homme. Les génogroupes GI et GII sont les plus communs. En particulier les souches 

GII.4 qui sont fréquemment retrouvées dans les épidémies humaines (dans environ 50 % des cas) 

(Kendra et al., 2022). Ces souches évoluent rapidement conduisant à une grande variabilité de variants 

Figure 16 : Organisation de la protéine VP1 dans la capside protéique des norovirus. La protéine VP1 
est constituée des domaines Protruding (P), Shell (S) et N-terminal (N). Le domaine P se décompose en 
sous-domains P1 et P2. Pour la formation de la capside, la protéine VP1 s’organise en 90 dimères. Issue 
de Hutson et al. (2004). 
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qui sont nommés du nom de la ville où l’épidémie est apparue. Les autres génogroupes sont impliqués 

dans des infections qui touchent une multitude d’animaux (Figure 17) (Parra, 2019). 

IV. Reconnaissance des HBGAs par les Norovirus 

Les différents génogroupes et génotypes de NoVs humains présentent des reconnaissances 

spécifiques aux HBGAs. Ainsi, le statut sécréteur et la diversité des Ags vont contribuer à la 

susceptibilité ou à la résistance de certains individus vis-à-vis d’une infection par les NoVs.  

A. Influence du statut « sécréteur » 

C’est en 1977 qu’on a suspecté pour la première fois qu’un autre facteur que le développement 

d’anticorps anti-NoVs découlant d’une précédente infection était impliqué dans la résistance à 

l’infection par les NoVs. En effet, parmi des volontaires infectés par la souche Norwalk GI.1, seulement 

la moitié a développé les symptômes caractéristiques d’une infection à NoVs. Pour l’autre moitié, 

asymptomatique, aucune trace d’infection et notamment aucune augmentation du taux d’anticorps n’a 

été constatée. Les auteurs ont émis l’hypothèse de l’absence d’un récepteur spécifique chez les individus 

asymptomatiques en faisant un parallèle avec le paludisme dont on venait de découvrir que l’infection 

dépendait des Ags de groupe sanguin retrouvés à la surface des érythrocytes (Parrino et al., 1977). 

Figure 17 : Classification des norovirus basée sur la phylogénie de la protéine VP1 et leurs cibles 
animales. A noter que les génogroupes GI, GII, GIV, GVIII et GIX infectent l’homme. Issue de Parra 
(2019). 
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Plus tard, plusieurs études ont rapporté également une telle résistance à l’infection pour les 

souches GI.1 et GII.4 et il a été établi une corrélation entre le statut « secréteur » des individus infectés 

et leur sensibilité à ces virus (Huang et al., 2003 ; Hutson et al., 2005 ; Lindesmith et al., 2003 ; 

Marionneau et al., 2002). Cette observation a été étendue à d’autres souches de NoVs comme la souche 

GII.5 (MOH) ou encore GII.17 (Huang et al., 2003 ; Zhang et al., 2015). A l’inverse, le statut 

« secréteur » des individus ne semblait pas impliqué dans la sensibilité ou la résistance des individus 

vis-à-vis d’infection par certains NoVs tels que ceux des génotypes GII.2 SMV ou encore GII.9 VA207 

(Huang et al., 2003 ; Lindesmith et al., 2005). Pour les souches dont l’infection est indépendante du 

statut « sécréteur », il a été montré un tropisme d’hôte lié à la reconnaissance des motifs Lea mais aussi 

à d’autres récepteurs cellulaires (Almand et al., 2017 ; Tarris et al., 2022).  

La résistance ou non des individus selon le statut sécréteur n’est donc pas un facteur binaire. On 

peut retrouver des individus non sécréteurs infectés par une souche qui infecte habituellement des 

individus sécréteurs et inversement des individus sécréteurs non-infectés par cette même souche 

(Nordgren et Svensson, 2019). Cela peut être expliqué par des mutations au niveau du gène FUT2 qui 

induit une activité plus faible de la fucosyltransférase ou encore par des facteurs ayant un impact sur la 

glycosylation de l’épithélium intestinal. Une étude a montré que certains individus non sécréteurs du 

fait de l’inactivité de l’enzyme FUT2, présentaient néanmoins des motifs α1-2Fuc à la surface de leur 

muqueuse intestinale sur lesquels pouvaient se lier des NoVs GII.4. Ce phénomène a été corrélé à 

l’infection par une souche d’Helicobacter pylori exprimant la cytotoxine CagA qui est connue pour créer 

des dysfonctionnements cellulaires (Ruvoën-Clouet et al., 2014). Les auteurs suggèrent que la bactérie 

entraîne l’expression de l’enzyme FUT1, dans les cellules intestinales conduisant à l’apparitions de 

motifs α1-2fuc qui constituent des ligands pour les NoVs GII.4. Pour rappel, FUT1 est normalement 

exprimée par les érythrocytes. Un autre aspect qui pourrait expliquer que l’infection ne corrèle pas avec 

le statut « sécréteur » ou « non sécréteur » des individus est lié au microbiote intestinal (Miura et al., 

2013). Une étude a révélé la présence d’HBGAs à la surface de certaines bactéries du microbiote et leur 

capacité à interagir avec des NoVs. Cette interaction pourrait donc influencer l’infection des individus 
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soit en conduisant à une rétention des NoVs dans l’intestin en favorisant ainsi l’infection, soit en ayant 

un effet protecteur par l’inhibition des sites de liaisons des NoVs aux HBGAs (Miura et al., 2013).  

B. Reconnaissance d’antigènes spécifiques 

En plus de l’influence du statut sécréteur, la reconnaissance des souches de NoVs va être 

influencée par la diversité des HBGAs à la surface de la cellule hôte. Les modalités de liaisons des 

norovirus des génogroupes I et II aux HBGAs apparaissent différents. Tous deux possèdent 2 sites de 

fixation, un premier qui est conservé au sein de chaque génogroupe et un second plus variable (Shanker 

et al., 2017). Ces 2 sites ne sont ni localisés au même endroit dans le sous-domaine P2 de la protéine de 

capside VP1 ni structurellement identiques. Pour les NoVs du génogroupe GI, le site primaire 

correspond au résidu de Gal tandis que pour le génogroupe GII il s’agit du Fuc lié en α1-2 du Gal de 

l’HBGA. Ces préférences conduisent donc les souches GI à reconnaitre majoritairement des Ags H et/ou 

Lewis et pour les NoVs GII à reconnaitre des Ags ABH. Leur second site de liaison est plus variable et 

permet l’évolution de reconnaissance aux HBGAs des souches émergentes (Shanker et al., 2017).  

Dans le génogroupe I, la liaison des NoVs des génotypes GI.1, GI.2, GI.3, GI.5 et GI.7 se fait 

majoritairement sur l’Ag H. A noter que les génotypes GI.2 et GI.3 reconnaissant également fortement 

les Ags de Lewis tout comme les génotypes GI.4, GI.6, GI.8 et GI.9 (Kimura-Someya et al., 2022 ; 

Someya, 2022). Tous les NoVs GI, quel que soit le génotype considéré, se fixent à l’Ag Leb. Au 

contraire, ils ne se fixent jamais aux Ags B à l’exception du génotype GI.6 qui reconnait fortement 

l’Ag B de la même manière que l’Ag A (Someya, 2022). Parmi tous ces génotypes, la souche GI.1 

Norwalk qui a été le premier NoV identifié, est une des plus étudiées. Cette souche reconnait 

préférentiellement les Ags H et Leb et plus faiblement les Ags A et Ley (Huang et al., 2003, 2005 ; Hutson 

et al., 2003, 2005 ; Marionneau et al., 2002 ; Rockx et al., 2005 ; Someya, 2022 ; Tan et Jiang, 2005).  

Les NoVs du génogroupe II sont moins sélectifs dans la reconnaissance des Ags due à leur 

premier site de liaison au Fuc1-2 qui de fait sélectionne tous les Ags du statut sécréteur. Le deuxième 

site de liaison, plus variable que le premier, serait impliqué dans la reconnaissance des Ags Lea par 

certains génotypes ce qui expliquerait les infections de population d’individus non sécréteurs. Les NoVs 

GII.4, GII.9, GII.10, et GII.17 ont une affinité de liaison aux  HBGAs plus importante sur le premier 
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site alors que les NoVs GII.13 l’ont pour le second ce qui suggère une préférence des Ags des individus 

sécréteurs (Ags ABH et Leb) pour les premiers et non sécréteur (Ag Lea) pour GII.13 (Kocak, 2019). 

Autre exemple, les NoVs GII.17 reconnaissent les Ags sécréteur ABH/Leb (Zhang et al., 2015) alors que  

la souche GII.9 VA207 les Ags A et O mais aussi l’Ag Lea (Huang et al., 2003). Même si la 

reconnaissance est préférentielle sur le premier site de liaison, elle est quand même possible pour le 

deuxième ce qui élargit davantage le type d’Ags reconnus des génotypes II. Cependant, le génotype qui 

reconnait la plus grande diversité d’Ags est celui GII.4 qui est capable d’infecter tous les individus 

sécréteurs, peu importe leur phénotype ABH et Lewis. De plus, au fur et à mesure des mutations, il est 

capable de reconnaitre les Ags Lea (Huang et al., 2003, 2005 ; Jin et al., 2013 ; Larsson et al., 2006 ; 

Rockx et al., 2005 ; Tan et Jiang, 2005).   

C. Evolution des Norovirus  

1. Variants des norovirus GII.4 

Dans le monde, les NoVs GII.4 sont dominants et persistent chez l’homme mais évoluent 

continuellement. Entre 2002 et 2016, un nouveau variant GII.4 apparaît environ tous les 2-3 ans environ 

et remplace le précèdent en devenant à son tour le plus prédominant et causant une nouvelle pandémie 

dont la durée peut être variable. Pour illustrer cette évolution constante des NoVs, 6 variants du génotype 

GII.4 se sont succédés entre 1995 et 2012 (Figure 18). Les épidémies causées par les variants GII.4 

Grimsby avant 2002 et Sydney en 2012 ont duré plus longtemps avec une durée de plus de 10 ans pour 

ce dernier. Depuis 2012, le NoV GII.4_Sydney_2012 est le variant dominant. En 2015, il a subi un 

changement  polymérase, il est alors passé de Sydney 2012 [P31] à Sydney 2012 [P16] (Atmar et al., 

2018 ; Parra, 2019 ; Parra et al., 2023).  

Figure 18: Emergence des variants GII.4 de 1995 à 2017. Issu de Atmar et al. (2018). 
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Une des raisons qui explique la persistance des NoVs du génotype GII.4 réside dans la capacité 

des différents variants à reconnaître un large panel d’HBGAs et ainsi à infecter une grande proportion 

de la population (80-95%). Quant à l’émergence rapide de nouveaux variants, elle s’explique par le taux 

d’erreur plus important de la RNA polymérase des GII.4 par rapport aux souches de NoVs non-

pandémiques (5 à 36 fois plus en comparaison à des NoVs GII.3 et GII.7) et s’explique également par 

la pression immunitaire (Bull et al., 2010). L’apparition d’un nouveau variant s’accompagne souvent de 

changements pour la reconnaissance des motifs HBGAs comme l’illustre la Figure 19. On peut noter 

qu’au gré de l’apparition de nouveaux mutants, ces derniers reconnaissent davantage d’HBGAs avec 

des affinités variables mais qui tendent à être plus importantes avec les souches récentes (Sydney, 

GII.4[P16]) (Liang et al., 2021 ; Ruvoën-Clouet et al., 2013). On notera également la capacité des 

variants apparus en 2006 et en 2009 à infecter des individus Lewis-positif non sécréteur. 

En plus des variants pandémiques qui apparaissent au sein du génotype GII.4, on peut ajouter 

qu’occasionnellement, d’autres génotypes peuvent engendrer des épidémies dans certains pays comme 

le génotype GII.17 qui a frappé l’Asie entre 2014 et 2016 ou encore le génotype GII.2[P16] qui a sévi 

entre 2016 et 2017 dans de nombreux pays tels que la Chine, le Japon ou encore l’Allemagne (Atmar et 

al., 2018 ; de Graaf et al., 2015 ; Tohma et al., 2017).  

2. Reconnaissance fine des HBGAs 

La reconnaissance des HBGAs par les NoVs est tellement fine qu’elle dépend parfois du 

changement d’un seul AA. Ce phénomène peut être observable entre génotypes. C’est notamment le cas 

Figure 19: Evolution des reconnaissances des HBGAs par les variants GII.4 de 1987 à 2011. Issu de 
Ruvoën-Clouet et al. (2013). 



   

66 
 

du génotype GI.9 qui reconnait préférentiellement les Ags de Lewis (Kimura-Someya et al., 2022). Son 

mode de liaison implique le résidu de Gal (comme tous les GI) et une interaction avec un résidu α1-

3/4Fuc (Lewis). Son mode de liaison est similaire à celui de GI.8. Cependant, le génotype GI.8 ne 

reconnait pas l’Ag Lex. Cela s’explique par la présence d’un résidu d’arginine en position 403 pour GI.9 

impliquée dans la liaison à l’α1-3Fuc qui correspond à un résidu de thréonine en position 400 pour GI.8. 

Le résidu de thréonine ne permet pas cette liaison et donc ne permet pas la reconnaissance de l’Ag Lex 

(Kimura-Someya et al., 2022).  

Un phénomène similaire s’observe également entre certains variants de GII.4 et le génotype 

GII.13. Ces virus contiennent une boucle dont la séquence est Arg339-Ala-Asp-Gly342 pour les variants 

GII.4 et Val339-Ser-Glu-Gly342 pour GII.13 (Kocak, 2019). Le simple remplacement de l’Arg par la Val 

change la stabilité de cette boucle qui est flexible avec l’Arg et rigide avec la Val. Alors que la flexibilité 

de la boucle permet aux NoVs GII.4 de reconnaitre des HBGAs sur leur 2 sites de fixation, la rigidité 

de la boucle pour GII.13 se traduit par une fixation préférentielle des HBGAs dans le deuxième site de 

liaison due à l’encombrement stérique créé dans le premier site par la boucle (Kocak, 2019). 

Enfin, au sein même du génotype GII.4 qui, comme évoqué précédemment, évolue très 

rapidement, il a été observé de grands changements de reconnaissance à cause du changement d’un seul 

AA entre certains variants. Alors que les AA impliqués dans l’interaction avec les HBGAs sont 

conservés, d’autres AA proches du site d’interaction vont changer et ainsi moduler l’affinité (Liang et 

al., 2021). Ainsi, le variant GII.4 de 1997 reconnaissait les Ags A, B, H de type 3 et Ley alors que ce 

n’était pas le cas du variant précèdent GII.4 1987 qui reconnaissait uniquement les Ags H de type 3 et 

Ley. Ce changement de reconnaissance a été attribué au remplacement du résidu de glycine en position 

393 par un résidu d’acide aspartique (Lindesmith et al., 2008).  

V. Infections à Norovirus chez l’Homme  

A. Pathologie 

Les NoVs causent une gastro-entérite aigue dont les symptômes apparaissent après une période 

d’incubation de 24 à 72h et perdurent jusqu’à 5 jours (Bányai et al., 2018). Cette phase symptomatique 

est principalement caractérisée par des diarrhées et des vomissements qui peuvent s’accompagner de 
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nausées, de crampes abdominales ou encore de fièvre. La complication la plus sévère est la 

déshydratation qui peut aboutir à un choc hypovolémique, au coma et à la mort. La sévérité de la maladie 

est liée à la pathogénicité de la souche en question ainsi qu’à l’individu infecté (génétique, comorbidités 

et état immunitaire). Elle apparaît plus sévère chez les jeunes enfants (moins de 5 ans) et les personnes 

âgées (plus de 65 ans) (Bányai et al., 2018). 

B. Voies de transmission  

Les particules virales sont présentes dans les fèces des individus malades et sont transmises 

entre individus par voie féco-orale via les mains ou via l’ingestion d’aliments contaminés.  La nourriture 

se retrouve souillée après manipulation par un individu malade ou, pour les fruits et légumes, après 

lavage par de l’eau contaminée (Gao et al., 2016). Elle peut aussi être contaminée directement à la source 

: c’est le cas des fruits de mer. En effet, les NoVs peuvent être retrouvés dans les eaux traitées, les eaux 

côtières et les rivières environnantes lorsque le traitement des eaux usées n’est pas suffisamment 

efficace, lors de fortes précipitations qui entraînent le débordement des stations d’épuration ou encore à 

cause de fosses septiques défaillantes. Les fruits de mer cultivés à proximité des effluents humains 

peuvent alors être contaminés et en particulier les huîtres (Figure 20) (Maalouf et al., 2010a ; Yang et 

al., 2021). 

Il est difficile de limiter la transmission de la maladie à cause de sa haute contagiosité liée à 

plusieurs facteurs : (1) le faible niveau de particules nécessaire pour être infecté (18 à 1000 particules 

Figure 20 : Illustration des voies de transmission des Norovirus à l’homme. Crédits icones : Flaticon.com 
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virales) (Teunis et al., 2008), (2) la sécrétion des particules virales par certains individus avant et après 

l’apparition des symptômes, (3) la stabilité des NoVs dans l’environnement (inactivation après 15 min 

à 60°C) (Ettayebi et al. 2016, Desdouits et al. 2022) et (4) l’absence de protection immunologique face 

à la diversité et la constante évolution des souches de NoVs (Bányai et al., 2018).  

VI. Contamination des huîtres par les Norovirus 

A. Espèces d’huîtres en France 

Au 19e siècle, l'huître plate indigène d’Europe, Ostrea edulis, a presque été décimée à cause de 

sa surpêche et d’infections par des parasites comme Marteilia refringens et Bonamia ostrae. Pour 

relancer son ostréiculture, la France a importé d’autres espèces, en particulier l’huître portugaise 

Crassostrea angulata qui a à son tour été décimée dans les années 70. Pendant le déclin de cette dernière, 

l’huître creuse Crassostrea gigas avait été importée du Japon et du Canada afin d’augmenter la 

production d’huîtres en France. Cette espèce est aujourd’hui la plus consommée en France mais aussi 

dans le monde (Botta et al., 2020). La France continue de cultiver en parallèle l’huître O. edulis. Cette 

dernière, avec l’huître C. gigas, ont fait l’objet des travaux présentés dans cette thèse. L’huître C. gigas 

est l’huître la plus consommée dans le monde et est pour cela l’une des espèces les plus étudiées avec 

l’espèce Crassostrea virginica (cultivée sur la côte Est des Etats-Unis). 

B. Biologie de l’huître 

L’huître est un mollusque bivalve hermaphrodite qui devient successivement mâle et femelle 

tout au long de sa croissance. Sa coquille est constituée d’une valve gauche inférieure et d’une valve 

droite supérieure articulées au niveau d’une charnière constituée d’un ligament (Marteil, 1976). La 

première est généralement bombée alors que la seconde est plate. Contrairement à la charnière, le muscle 

adducteur permet le rapprochement des deux valves et ainsi la fermeture de la coquille. A l’intérieur, un 

tissu conjonctif appelé manteau compose la partie externe du corps mou et participe à la croissance et 

au développement de la coquille. Ses branchies en font un organisme filtrant qui lui permettent de 

respirer mais aussi de s’alimenter. L’eau traverse les branchies et l’oxygène est capté pour contribuer à 

la respiration.  Le phytoplancton qui est capté à cette occasion est redirigé vers la bouche après enrobage 

de mucus par l’action des cils à la surface de l’épithélium branchiale. Avant d’arriver à la bouche, les 
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palpes labiaux effectuent un premier tri des particules nutritives qui sont ensuite transmises au système 

digestif (Figure 21) (Marteil, 1976). Une partie des aliments ingérés est phagocytée par des hémocytes 

mobiles qui constituent le système immunitaire de l’huître tandis que l’autre est éliminée sous forme de 

fèces. Les virus présents dans l’environnement sont généralement adsorbés sur des particules leur 

permettant d’être suffisamment gros pour être filtrés par les huîtres. Les hémocytes vont les phagocyter 

dans leurs vacuoles acides avant de les transporter autour de l’intestin. Les NoVs, étant stables en milieu 

acide, arriveront donc sous forme intacts au niveau de ce tissu (Yang et al., 2021). 

C. Vecteur de Norovirus 

L’huître apparaît comme un excellent vecteur de contamination des hommes par les NoVs (Yu 

et al., 2015). Elle est cultivée dans les zones côtières à proximité des effluents et renferment parfois des 

polluants ainsi que des microbes pathogènes pour l’homme (Griffin et al., 2003). Pour sa respiration et 

son alimentation, l’huître filtre des volumes d’eau très importants (jusqu’à 5L/h) ce qui l’amène à 

concentrer ces agents toxiques. De surcroît, sa consommation crue par l’homme ne permet pas de 

détruire ces pathogènes. Au-delà de cette accumulation « mécanique », des études ont démontré une 

bioaccumulation des NoVs médiée par des interactions spécifiques conduisant à une rétention sur une 

longue période. L’huître n’est pas infectée par les NoVs qu’elle bioaccumule, ces virus ne s’y répliquent 

Figure 21: Anatomie et mécanisme de nutrition de l’huître.  Crédit : huîtresmarennesoleron.info  
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donc pas mais y sont stockés et peuvent y persister plusieurs semaines malgré une épuration dans de 

l’eau non contaminée ou un reparcage dans une nouvelle zone (Le Guyader et al., 2006, 2012).  

1. Bioaccumulation et rétention spécifique des Norovirus 

Des expériences de bioaccumulation artificielle ont été réalisées dans des bassins contenant des 

huîtres C. gigas immergées dans de l’eau de mer contaminée par une souche virale (Le Guyader et al., 

2006 ; Maalouf et al., 2011 ; Su et al., 2018). Après des temps de bioaccumulation variables, les huîtres 

ont été disséquées et les NoVs ont été quantifiés par RT-qPCR dans différents tissus (branchies, le tissu 

digestif et le manteau). Ces études ont montré que les NoVs GI.1 et GII.3 se concentrent majoritairement 

dans le tissu digestif. Toutefois, pour les NoVs GII.3, il a été montré qu’ils sont d’abord retrouvés dans 

le manteau et les branchies avant d’être observés uniquement dans le tissu digestif 24h plus tard. A 

l’inverse, les NoVs GII.4 sont plus faiblement bioaccumulés. Leur bioaccumulation est d’abord 

observée au niveau des branchies, avant d’être retrouvés dans les 2 autres tissus avec une préférence 

pour le tissu digestif après 24h de bioaccumulation (Figure 22) (Le Guyader et al., 2006 ; Maalouf et 

al., 2011 ; Su et al., 2018). Une autre étude de bioaccumulation dans le tissu digestif de l’huître C. gigas 

utilisant les NoVs GII.17 et GII.2 révèle uniquement la bioaccumulation des NoVs GII.17 (Ueki et al., 

2021).  

Les huîtres à l’origine d’une épidémie de gastro-entérite à l’hiver 2006 en France ont été 

analysées sur 4 semaines. Les résultats ont montré une involution du nombre d’huîtres contaminées par 

le génogroupe GI de 59 % à 41 % et par le génogroupe GII de 70 % à 17 %. Pourtant, ces huîtres avaient 

été préalablement épurées pendant 2 semaines (Le Guyader et al., 2008). Cette étude montre la 

Figure 22 : Bioaccumulation des norovirus GI.1, GII.3 et GII.4 dans différents tissus de l’huître 
Crassostrea gigas. La contamination par les NoVs (A) GI.1, (B) GII.3 et (C) GII.4 est mesurée dans les 
différents tissus après bioaccumulation. Les résultats sont exprimés en pourcentage après 1h (barres 
grises) et 24h (barres noires). Gills : branchies ; mant : manteau ; DT : tube digestif. Issues de Maalouf 
et al. (2011). 
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persistance des NoVs dans les tissus d’huître et est en accord avec les expériences de bioaccumulation 

qui montrent une contamination plus importante des huîtres par le génogroupe GI que celui GII. Les 

auteurs suggèrent que le génogroupe GII est moins stable dans l’environnement ce qui expliquerait qu’il 

s’élimine plus rapidement des tissus d’huître.  

Des tests ELISA réalisés sur des homogénats de tissus de C. gigas ont montré qu’il existe bien 

une reconnaissance spécifique par les NoVs et qu’elle diffère selon les génotypes. Ainsi, le génotype 

GI.1 a montré des reconnaissances pour le tissu digestif alors que le génotype GII.4 reconnait à la fois 

le tube digestif, le manteau et les branchies (Figure 23) (Maalouf et al., 2010b).  

L’ensemble de ces études indiquent que les huîtres exposeraient des ligands différents selon les 

tissus dont la reconnaissance dépend de la souche de NoVs et qui conduit à leur rétention. 

Figure 23 : Inhibition de liaison des VLPs de norovirus sur des extraits tissulaires de l’huître Crassostrea 
gigas. Liaison des VLPs (A et C) GI.1 et (B et D) GII.4 sur les tissus de Crassostrea gigas après un (A 
et B) prétraitement au périodate de sodium ou une (C et D) préincubation avec la lectine Helix pomatia. 
Les barres noires représentent les homogénats sans traitement et les barres blanches avec les traitements 
inhibiteurs. Digestive tissues : tube digestif ; gills : branchies ; mantle : manteau. Issue de Maalouf et al. 
(2010b). 
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2. Ligands des Norovirus chez l’huître 

Les NoVs étant connus pour reconnaître les HBGAs chez l’homme, ces épitopes ont été 

recherchés et mis en évidence chez l’huître essentiellement grâce à des expériences 

d’immunohistochimie et d’ELISA.  

Pour démontrer l’implication des glycannes dans la reconnaissance des NoVs chez l’huître 

C. gigas, Maalouf et al., (2010b) ont effectué un prétraitement des extraits du tube digestif, des branchies 

et du manteau avec du périodate de sodium connu pour altérer la structure des oligosaccharides. Les 

tissus traités ont ensuite été incubés avec des VLPs GI.1 et GII.4 et il a été observé une abolition des 

reconnaissances démontrant l’implication des glycannes (Figure 23). Cette observation a été confirmée 

par d’autres études semblables (Le Guyader et al., 2006 ; Tian et al., 2007).  

Pour aller plus loin dans la détermination des ligands glycanniques, des études utilisant 

différents anticorps dirigés contre les HBGAs ont démontré la présence majoritaire d’Ags A et à un 

moindre degré d’Ags H chez l’huître C. gigas (Le Guyader et al., 2006 ; Morozov et al., 2018 ; Su et al., 

2018 ; Tian et al., 2007). Les études ont essentiellement concerné le tissu digestif. Pour celles qui ont 

porté sur le manteau et les branchies, des résultats légèrement différents ont été obtenus. Ainsi, les 

travaux de Su et al. (2018) montrent la présence d’Ags A et H dans les 3 tissus et d’Ags Leb uniquement 

pour les branchies tandis que ceux de Morozov et al. (2018) montrent uniquement la présence d’Ag H 

pour les branchies et aucun Ag pour le manteau.  

Dans le but de vérifier l’implication de l’Ag A voire H dans le mécanisme de rétention des NoVs 

par les huîtres, des tests d’inhibition de reconnaissance ont été effectués. Ainsi, les travaux de Le 

Guyader et al. (2006) montrent qu’une préincubation d’extraits du tube digestif de C. gigas avec de la 

salive d’individus sécréteurs A ou d’individus secréteurs O entraîne une inhibition complète de la 

reconnaissance par les VLPs GI.1 pour la salive de sujet de groupe A secréteur et une diminution 

partielle pour la salive des individus de groupe O secréteurs. En revanche, aucun changement n’est 

observé en utilisant de la salive d’individus sécréteur B ou non sécréteur (Tableau 2). La pré-incubation 

des tissus d’huître avec la lectine Helix pomatia (HPA) qui est spécifique des résidus de GalNAc et par 

extension de l’Ag A, entraîne une inhibition totale de la reconnaissance par les VLP  GI.1 (Figure 23) 



   

73 
 

(Maalouf et al., 2010b). Enfin, les travaux de Tian et al. (2007), utilisant des anticorps anti-A sur le tissu 

digestif de C. gigas avant leur incubation avec un mélange de VLPs de différentes souches de NoVs 

diminue significativement la reconnaissance ce qui n’est pas le cas des anticorps anti-B ou anti-O. 

Ces différentes expériences d’inhibition suggèrent fortement une implication des Ags A dans la 

fixation spécifique des NoVs sur différents tissus d’huître (Le Guyader et al., 2006 ; Maalouf et al., 

2010b ; Tian et al., 2007). En revanche, d’autres Ags glycanniques pourraient être impliqués. Dans les 

travaux de Maalouf et al. (2010b), l’inhibition de reconnaissance de GII.4 par HPA n’atteint que 50 % 

pour le tissu digestif et n’est pas significative pour les autres tissus (Figure 23). Cette observation 

suggère donc la présence d’un ou plusieurs autre(s) ligand(s) glycannique(s) que l’Ag A pour cette 

souche. 

D’un point de vue structural, aucune étude à notre connaissance des glycomes, N- et O-, chez 

C. gigas n’a été réalisée. Les seuls travaux dans ce sens sont ceux de Kurz et al. en 2013 portant sur les 

N-glycannes de l’hémolymphe et du plasma de l’huître C. virginica  et qui ont confirmé la présence 

d’Ag A chez cette dernière.  De manière plus intéressante, cette étude a révélé la présence d’Ags A 

substitués par des groupements méthyles et sulfates. Si les modifications aglycones identifiées chez 

C. virginica sont également présentes chez C. gigas, elles pourraient expliquer les différences de 

reconnaissances tissulaires de manière qualitatives et quantitatives par les NoVs. 

3. Contrôle des parcs à huître 

La culture des coquillages, dont l’ostréiculture, est soumise à des normes européennes très 

strictes, notamment microbiologiques, qui consiste à suivre leur contamination par la bactérie 

Escherichia coli qui est un indicateur de contamination fécale (Le Guyader et al., 2019). Selon la quantité 

Tableau 2 : Inhibition de la liaison de VLPs GI.1 de Norwalk sur le tissu digestif par de la salive. Adapté 
de Le Guyader et al. (2006). 
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d’E. coli, les cultures sont classées en 3 catégories. Celles de la catégorie A sont directement 

commercialisables, celles de la catégorie B doivent être préalablement purifiées en eau non contaminée 

avant d’être commercialisées et celles de la catégorie C doivent être reparquées dans une zone de bonne 

qualité microbiologique ou doivent subir un traitement thermique (Le Guyader et al., 2019).  

Pour les huîtres, ces mesures permettent d’éliminer efficacement les bactéries mais ne sont pas 

suffisantes pour l’élimination des virus et particulièrement les NoVs. Une étude réalisée sur l’huître 

C. virginica a montré une élimination de 95 % de E. coli après 48h de dépuration mais seulement 7 % 

des NoVs au niveau génomique (Schwab et al., 1998). Néanmoins, cette étape peut être améliorée en 

changeant la température. Les travaux de Choi et Kingsley (2016) réalisés sur l’huître C. virginica 

artificiellement contaminée montrent que la dépuration réalisée à 25 °C au lieu de 7 et 15 °C réduit la 

persistance du NoV GI.1 de 6 à 4 semaines.  

Lorsque des gastroentérites associées à la consommation d’huîtres sont détectées, les zones de 

production peuvent faire l’objet de fermeture temporaire et les huîtres sont alors retirées de la vente.  

Des évènements climatiques particuliers ou des défauts de traitement des eaux usées etc… peuvent 

conduire aux mêmes mesures (Le Guyader et al., 2019).  

Pour des individus sécréteurs, qui constituent la majorité de la population française (80 %), la 

dose infectieuse médiane (ID50) est de 1,6 à 7,51 copies de génome de NoV par huître consommée 

(Thebault et al., 2013). Ces quantités sont très faibles et difficilement détectables. A l’heure actuelle, 

leur détection se fait par RT-qPCR mais cette méthode ne permet pas de différencier les NoVs infectieux 

des non-infectieux.  

Trouver le moyen de prévenir les épidémies causées par la contamination des huîtres par les 

NoVs est donc un enjeu de santé publique et économique important. Les moyens actuels ne permettent 

pas d’éviter les infections virales par des huîtres contaminés par les NoVs. Il est donc essentiel de 

comprendre comment les NoVs sont retenus dans les tissus d’huître en identifiant très précisément la 

structure moléculaire du ou des ligand(s) impliqué(s).   
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Chapitre 3 : ANALYSE DES GLYCANNES PAR 

SPECTROMETRIE DE MASSE 

I. Libération des glycannes 

Pour analyser les chaînes oligosaccharidiques associées à une protéine, il faut au préalable les 

libérer. Elles peuvent l’être de manière enzymatique ou chimique.  

Plusieurs enzymes sont utilisables pour la libération des N-glycannes : (1) la Peptide-N-

glycosidase A (PNGase A) qui hydrolyse la liaison entre l’Asn d’un séquon et la GlcNAc terminale de 

l’oligosaccharide, (2) la PNGase F qui a la même action mais ne peut pas agir sur un N-glycanne dont 

la GlcNAc du point d’attache est substituée par un résidu de Fuc sur l’hydroxyle de son C3 et (3) 

l’endoglycosidase H (Endo H) qui va hydrolyser la liaison osidique entre les 2 résidus de GlcNAc du 

chitobiose des N-glycannes de type hybride et oligomannose (Maley et al., 1989 ; Tretter et al., 1991). 

Pour la libération enzymatique des O-glycannes, il existe une Endo-α-N-acetylgalactosaminidase (O-

glycanase) mais son action est fortement dépendante de la structure du O-glycanne de type mucine et 

est donc très peu utilisée (Iwase et Hotta, 1993).  

La libération chimique quant à elle peut être réalisée par hydrazinolyse et va libérer les N- et O-

glycannes en fonction des conditions expérimentales. Les O-glycannes peuvent aussi être libérés en 

conditions basiques par β-élimination suivie d’une réduction au borohydrure et va aboutir à la formation 

d’alditols. Ces méthodes chimiques ne vont pas permettre de garder les protéines intactes et/ou résultent 

en l’obtention de glycannes modifiés au niveau du résidu de GlcNAc réducteur. 

Durant ma thèse, les N-glycannes ont été libérés par les PNGases F et A et les O-glycannes l’ont 

été par β-élimination en milieu basique (Figure 24). 

Il existe 2 grandes méthodes physico-chimiques pour déterminer la structure des 

oligosaccharides libérés qui sont la spectrométrie de masse et la RMN. Si la sensibilité de cette dernière 

s’est considérablement améliorée, elle reste néanmoins insuffisante dès lors qu’il s’agit de travailler sur 

de faibles quantités. La spectrométrie de masse, quoique beaucoup moins précise dans l’établissement 
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de la structure primaire des oligosaccharides que la RMN (nature des monosaccharides, de leur 

cyclisation, nature de leur liaison comprenant l’anomérie et la position) reste la méthode de choix pour 

établir un N- ou O-glycome. 

II. Composition d’un spectromètre de masse 

Un spectromètre de masse est un appareil qui permet de mesurer très précisément le rapport 

masse sur charge (noté m/z) d’un ion et donc de déterminer la masse moléculaire de la molécule qui lui 

a donné naissance. Appliqué à un mélange de molécules, il permet de les discriminer sur la base de leur 

rapport m/z. Un spectromètre de masse est toujours constitué de la même manière : une source 

d’ionisation capable de générer des ions, un analyseur qui va permettre la séparation des ions formés 

dans la source selon leur rapport m/z et un détecteur pour convertir les ions en signal électrique qui sera 

amplifié et digitalisé.  

Figure 24 : Libération des N- et O-glycannes. (A) Libération enzymatique des N-glycannes par les 
PNGase F et A. Le PNGase F agit sur une N-glycanne non substitué sur le carbone 3 du résidu de GlcNAc 
réducteur. (B) Libération chimique des O-glycannes par β-élimination en milieu basique (NaOH) suivi 
d’une réduction par le borohydrure de sodium (NaBH4). 
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De plus en plus de spectromètres de masse permettent d’obtenir, en plus du rapport m/z des 

ions, des informations structurales les concernant. Un ion parent de m/z donné est isolé et fragmenté 

puis les ions fils générés sont analysés par un autre analyseur ou le même. On parle alors de 

spectrométrie de masse en tandem MS/MS ou MS2. Si ce processus de fragmentation est répété n fois, 

on parle alors de spectrométrie de masse MSn. 

Un des objectifs de ma thèse était d’établir précisément les N- et O-glycomes de différents tissus 

des huîtres C. gigas et O. edulis. En outre, nous voulions déterminer les types de monosaccharides, leur 

enchaînement, leur liaison ainsi que leurs possibles modifications. Pour y parvenir, nous avons utilisé 

un spectromètre de masse MALDI-QIT-TOF, une chromatographie en phase gazeuse couplée à la 

spectrométrie de masse GC-EI-MS et un spectromètre de masse ESI-MS/MS couplé à un dispositif de 

séparation de type nanoLC : l’Orbitrap Fusion™ Tribrid™. Le fonctionnement de chacun des appareils 

sera décrit ci-dessous et sera accompagné du traitement subi par les échantillons ainsi que de la manière 

dont ont été interprétés les résultats obtenus. 

III. Analyse des N- et O-glycannes par MALDI-QIT-TOF 

A. Fonctionnement du MALDI-QIT-TOF 

1. Description 

Le spectromètre de masse MALDI-QIT-TOF se compose d’une source d’ionisation MALDI 

(Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization) et de 2 analyseurs : une trappe à ion QIT (Quadrupole 

Ion Trap) et un analyseur à temps de vol TOF (Time Of Flight). Pour cet appareil, c’est l’analyseur TOF 

qui permet de mesurer les différents m/z. L’association des deux analyseurs QIT et TOF permet : 

• d’augmenter la sensibilité due à l’accumulation d’ions formés dans le QIT pour ensuite 

séparer les ions dans l’analyseur TOF, 

•  de mesurer avec une meilleure résolution les m/z avec l’analyseur TOF plutôt que 

l’analyseur QIT, 

• permet d’effectuer des analyses MSn en utilisant l’analyseur QIT comme cellule de 

collision (appelée Collision Induced Dissociation (CID)). 
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2. Source d’ionisation MALDI 

La source d’ionisation MALDI fait partie des méthodes d’ionisation douce n’entrainant pas la 

destruction des molécules analysées. Elle consiste en la désorption, par un tir laser, de co-cristaux d’un 

mélange matrice/analytes permettant la formation d’analytes ionisés en phase gaz (Israr et al., 2020 ; 

Karas et Hillenkamp, 1988). L’échantillon d’intérêt est mélangé à une grande quantité de matrice puis 

un micro-dépôt est réalisé sur une cible métallique dont l’évaporation du solvant va permettre la 

cristallisation. La cible est ensuite introduite dans la source d’ionisation MALDI sous vide et le dépôt 

est irradié par un laser qui va causer la désorption des molécules d’analytes et de matrice (Figure 25). 

Lors de cette phase, les analytes seront ionisés puis envoyés à l’élément suivant de l’appareil. 

Les processus d’ionisation engendrés par le MALDI sont complexes et encore assez mal 

compris mais les travaux réalisés jusqu’à présent suggèrent la coexistence de deux voies d’ionisation 

(Figure 25) (Hillenkamp et al., 2013 ; Jaskolla et Karas, 2011). Pour la première, les analytes sont 

neutres dans le co-cristal et vont obtenir leur charge lors de la désorption consécutive au laser. En outre, 

les photons émis par le laser vont exciter les molécules de matrice. Les échanges d’énergies qui vont 

avoir lieu au sein des molécules de matrice vont aboutir à la création de molécules de matrices donneur 

[M + H]+ et accepteur de proton [M + H]-  (ou donneur de cation) et leurs interactions avec les analytes 

vont engendrer des analytes ionisés. Pour la seconde voie d’ionisation, les analytes sont déjà chargés au 

sein du co-cristal mais neutralisés par des contre-ions. Lors de l’irradiation, les ions sont simplement 

désorbés (Hillenkamp et al., 2013 ; Jaskolla et Karas, 2011). 

Figure 25 : Fonctionnement de la source d’ionisation MALDI. Les analytes cocristallisés avec des 
molécules d’une matrice sont désorbés par un laser qui va permettre l’ionisation dans analytes avant leur 
envoie à l’analyseur. 
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La matrice va avoir un rôle d’intermédiaire entre l’énergie primaire très élevée du laser et la 

molécule d’intérêt. On la choisit en fonction du type de molécule à analyser mais elle doit remplir 

certaines conditions décrites ci-dessous (Fuchs et Schiller, 2009) : 

(1)  Les molécules de matrice doivent absorber à la longueur d’onde d’émission du laser qui 

émet dans l’infrarouge (IR) ou dans l’ultraviolet (UV). L’émission UV est la plus utilisée 

pour les biomolécules avec l’utilisation d’un laser à azote (337nm) ou Nd:YAG 

(neodymium-doped yttrium aluminum garnet, 355nm). Les matrices possèdent donc 

souvent un cycle aromatique permettant la délocalisation d’électrons. 

(2) La matrice doit être donneur ou accepteur de proton pour générer des analytes ionisés. Des 

molécules disposant d’une fonction carboxylique sont beaucoup utilisées ce qui contribue 

aussi à la solubilité de la matrice dans des solvants polaires. 

(3) La matrice doit être sublimable. 

(4) La matrice doit être stable sous vide poussé et donc jusqu’à sa désorption par le laser. 

(5) La matrice doit permettre l’isolement des ions générés les uns des autres pour éviter la 

formation de clusters d’analytes ce qui explique l’importance d’utiliser la matrice en excès 

(rapport matrice/analyte compris entre 5 000 et 10 000). 

(6) Enfin, la matrice doit permettre la formation de cristaux homogènes avec les analytes. 

La molécule de matrice la plus utilisée pour l’analyse des 

glycannes est l’acide 2,5-dihydroxybenzoïque (DHB) qui remplit tous ces 

critères et qui est celle qui a été utilisée lors de ma thèse (Figure 26). 

3. Analyseur Quadrupole Ion Trap 

L’analyseur QIT est un dispositif qui permet, dans un premier temps, d’emprisonner les ions 

contenus dans une certaine gamme de masse m/z en provenance d’une source d’ions et, dans un second 

temps, de les expulser un par un en fonction de leur m/z. Comme nous le verrons plus loin, il permet 

également de sélectionner un ion de m/z donné (dit ion parent) afin de le fragmenter.  

Figure 26 : Acide 
2,5-dihydroxybenzoïque 
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Le QIT se compose de deux électrodes hyperboliques l’une à l’entrée et l’autre à la sortie de la 

cage appelées électrodes chapeaux (ou parfois calottes) ainsi qu’une électrode circulaire ou annulaire 

située entre les deux (March, 2009) (Figure 27).  

L’arrêt momentané du potentiel électrique de l’électrode chapeau d’entrée permet l’entrée des 

ions dans la cage tandis que celle de sortie dispose d’un potentiel de charge contraire aux ions. Pour 

limiter la répulsion entre les différents ions trappés qui ont la même charge, de l’hélium à la pression de 

10-3 Torr est injecté dans la cage ce qui va permettre de les confiner dans un petit espace au centre de la 

trappe. Un courant continu U de même signe que celui des ions que l’on souhaite analyser est appliqué 

sur les électrodes chapeaux de sorte à maintenir ces ions dans la cage par le jeu de la répulsion entre 

particules de même signe tandis qu’une radiofréquence V = V0cost dont V0 est l’amplitude,  la 

fréquence et t le temps est appliquée sur l’électrode circulaire. Il résulte de ces différents courants, la 

création d’un champ électrique  ( = U + V0cost) hyperbolique à l’intérieur de la cage qui va imprimer 

aux ions un mouvement en forme de 8 tri-dimensionnel selon les axes r (rayon à l’intérieur de la cage) 

et z (de l’entrée à la sortie) et qui définit leur zone de stabilité (Figure 28) (Hoffmann et Stroobant, 

2007b). Cela explique la raison pour laquelle seuls les ions compris dans une gamme de masse m/z 

peuvent être analysés simultanément. Ce fait va limiter la zone de m/z que l’on peut analyser, des ions 

de m/z très éloignés ne seront pas stables ensemble. Pour analyser l’ensemble des ions formés à partir 

Figure 27 : Fonctionnement d'une trappe à ions (QIT). Les ions en provenance de la source entrent dans 
la trappe par une électrode chapeau d’entrée puis sont emprisonnés dans la cage grâce au champ 
électrique créé par les électrodes chapeaux et circulaires. Les ions sont éjectés par l’électrode chapeau 
de sortie grâce à l’application d’une radiofréquence sur les électrodes chapeaux. U : le courant continu ; 
V0 : amplitude de la radiofréquence ;  : la fréquence ; t : le temps. 
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d’un échantillon complexe et dont les rapports m/z peuvent s’étaler de 300 à plusieurs milliers, il est 

nécessaire de pratiquer plusieurs analyses à différents potentiels (Hoffmann et Stroobant, 2007b).  

A ce stade, les différents ions oscillent dans leur zone de stabilité avec une fréquence qui leur 

est propre. Lorsque l’on veut éjecter les ions, une radiofréquence V est appliquée sur les 2 électrodes 

chapeaux dont la fréquence est égale à la fréquence d’oscillation selon l’axe z d’un ion de masse m/z. 

Ainsi, cet ion va absorber l’énergie correspondante ce qui va conduire à une augmentation de son 

oscillation sur l’axe z qui aura pour effet de l’expulser. Ce mode d’éjection est nommée éjection par 

résonnance. 

Le QIT peut également servir de CID pour fragmenter un ion de m/z donné. Cette fragmentation 

est réalisée en injectant un gaz comme l’Argon dans la cage à ions de sorte à provoquer des collisions 

entre ces molécules de gaz et les ions. Consécutivement à une collision, les ions vont voir leur énergie 

interne augmenter jusqu’au point ou ces ions vont se fragmenter. En pratique, dans un mélange d’ions 

de différents m/z, un ion m/z donné sera retenu dans la cage en appliquant aux autres ions la 

radiofréquence permettant leur éjection. L’ion sélectionné, qu’on appellera « ion parent », va être 

fragmenté pour conduire à des « ions fils » qui seront ensuite éjectés un par un de la cage pour mesurer 

leur m/z. Ce mode d’analyse correspond à la MS/MS ou encore MS². L’intérêt de la cage à ion est que 

l’on va pouvoir répéter cette opération en sélectionnant un « ion fils » de m/z donné, le fragmenter à 

nouveau pour conduire à des ions « petits fils », puis « petits-petits fils ». Ce processus peut être répété 

Figure 28 : Zones de stabilité selon les courants U et V dans le Quadrupole Ion Trap (QIT). A U=0, 
l’augmentation de V déstabilise les ions dans un ordre suivant leur masse croissante. 
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jusqu’à 5 fois, la limite de sensibilité en signant souvent la fin. Les « n » répétitions constituent la 

spectrométrie de masse MSn. 

4. Analyseur à temps de vol TOF 

Les ions formés sont accélérés par un champ électrique qui va leur conférer une énergie 

cinétique Ec (Ec = 1/2 × m × v² avec m, la masse de l’ion et v sa vitesse) avant leur entrée dans le tube 

de vol. L’analyseur TOF va mesurer le temps que vont mettre ces ions pour parcourir une distance 

donnée dans ce tube (comprise en général entre 1 à 2 m) (Hoffmann et Stroobant, 2007b). Ce temps de 

parcours est proportionnel à leur rapport m/z, selon la formule : 𝑡 = √
𝑚

𝑧
 

𝐿

√2𝑒𝑉
 qui dépend de la distance 

parcourue par les ions (L), du potentiel électrique appliqué (V), de la charge de l’électron (e), de la 

masse moléculaire de l’ion (m) et de son nombre de charge (z). Autrement dit, deux ions de même 

rapport m/z vont atteindre le détecteur en même temps tandis qu’un ion de rapport m/z plus important 

qu’un autre aura un temps de parcours plus important pour atteindre le détecteur. Utilisé seul, ce mode 

de détection dit linéaire souffre d’un manque de résolution du fait que deux ions ayant le même rapport 

m/z mais placés à des endroits différents dans l’épaisseur de la matrice ne vont pas arriver exactement 

en même temps au détecteur du fait d’énergies cinétiques différentes. Pour corriger cette dispersion dans 

l’espace, on associe au TOF un réflectron qui est un miroir électrostatique constitué de nombreuses 

plaques portées à des potentiels croissants depuis l’entrée jusqu’à son extrémité et de même signe que 

les ions à analyser. Ainsi, les ions pénétreront plus ou moins profondément dans le réflectron avant 

d’être repoussés en direction opposée. Ainsi, pour deux ions de même rapport m/z mais d’énergie 

cinétique différente, celui qui aura l’énergie cinétique la plus élevée pénétrera plus profondément dans 

le réflectron avant d’être repoussé en direction du détecteur. La différence de distance à parcourir entre 

deux ions de même m/z permet de les « réaligner » et de les faire arriver quasiment en même temps au 

détecteur. Le réflectron permet donc une augmentation significative de la résolution. Cette détection est 

appelée détection en mode réflectron (Figure 29) (Hoffmann et Stroobant, 2007b).  
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B. Dérivation des glycannes : perméthylation 

Dans le domaine des oligosaccharides, les analyses par spectrométrie de masse MALDI-MS 

sont rarement réalisées sur les molécules natives. En effet, le caractère très hydrophile de ces 

macromolécules et de fait, la présence d’autres molécules hydrophiles comme les ions, ne favorise pas 

le processus d’ionisation/désorption qui a lieu avec la matrice. Pour pallier cet inconvénient, il est 

souvent nécessaire de les dériver. Il existe 2 grandes stratégies pour cela, soit greffer un composé 

hydrophobe à l’extrémité N-terminale des N-glycannes (impossible pour les O-glycannes libérés par 

β-élimination réductive) qui pourra s’ioniser facilement et ainsi améliorer le processus de désorption, 

soit remplacer les protons mobiles des groupements hydroxyles, amines et acides par des chaines alkyls 

afin de diminuer l’hydrophilie. Pour ce dernier point, nous avons mis en œuvre durant ma thèse une des 

dérivations les plus couramment utilisées qui est la perméthylation. Cette réaction s’effectue en général 

dans le dimétylsulfoxide (DMSO) en présence d’hydroxyde de sodium (NaOH) et d’iodure de méthyle 

(ICH3) (Yu et al., 2006). 

Cette dérivation a 3 avantages majeurs : 

• L’augmentation de la désorption des molécules rendues hydrophobes ce qui se traduit par une 

augmentation du rapport signal sur bruit (S/N, Signal/Noise en anglais) et donc de la sensibilité 

du MALDI-MS. A noter qu’après la perméthylation, les oligosaccharides perméthylés 

deviennent solubles dans les solvants organiques comme chloroforme ce qui permet de fait 

Figure 29 : Fonctionnement d'un analyseur TOF en mode réflectron. Après une zone d’accélération, les 
ions parcourent la zone de vol pour être envoyé au détecteur via le réflectron qui permettra de réaligner 
des ions de même m/z mais d’énergies cinétiques différentes. 
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d’éliminer les sels présents dans l’échantillon initial, contribuant ainsi à faciliter davantage 

encore la désorption. 

• La stabilisation de la liaison sialyle en transformant le groupement carboxylique COOH des 

acides sialiques en ester méthylique COO-CH3. 

• Une plus grande rapidité dans l’interprétation des spectres de fragmentation MSn car les voies 

de fragmentation sont très largement documentées.   

Ce qui a été décrit ci-dessus reste valable pour une alkylation utilisant de l’iodure de 

deutéroméhyle qui renferme des groupements méthyles deutérés (CD3). Dans ce cas on parle de 

perdeutérométhylation. Cette dérivation a également été utilisé durant ma thèse. Les raisons de son 

utilisation seront expliquées ultérieurement dans la partie Résultats. 

C. Interprétation des spectres de masse  

1. Spectres de masse MS 

Pour déterminer si un pic de masse m /z correspond à une structure glycannique ou non sur un 

spectre de masse MS, on doit au préalable considérer les points suivants :  

• L’état des oligosaccharides analysés (natif, réduit, perméthylé, perdeutérométhylé). 

• La source d’ionisation MALDI crée très majoritairement des ions monochargés dont les 

signaux observés m/z sont proches de la masse m en Da. 

• La nature des ions formés ([M+H]+, [M+Na]+, …) pour le calcul de la masse moléculaire m 

exacte de l’oligosaccharide. Il n’est pas rare qu’un même oligosaccharide soit détecté sous ses 

formes [M+H]+ et [M+Na]+, même si cette dernière apparaît très majoritaire en MALDI-MS en 

présence de DHB comme matrice. Ce phénomène conduit à diminuer la sensibilité du 

spectromètre de masse. Pour pallier cette perte de sensibilité, on utilise une matrice (ex : DHB) 

dopée en sodium de sorte à induire exclusivement la formation d’ions adduits sodium [M + 

Na]+. 

• Les voies de biosynthèse des N- et O-glycannes. Ainsi, pour les N-glycannes on part de la 

masse du noyau pentasaccharidique commun à tous les N-glycannes et pour les O-glycannes, 

des différents noyaux recensés à ce jour.  
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On considérera qu’un signal m/z peut correspondre à un oligosaccharide dès lors qu’on arrive à 

établir une composition en monosaccharides qui rend compte à l’unité près de la valeur de ce m/z. Pour 

cela, on somme la masse moléculaire des différents monosaccharides, natifs ou perméthylés, présentée 

dans le Tableau 3. Il est à noter que ces masses moléculaires correspondent aux monosaccharides 

lorsqu’ils sont liés (qu’on appellera unités monosaccharidiques UMs) c’est-à-dire ayant perdu, pour l’un 

des 2 monosaccharides impliqués dans la liaison, son OH anomérique (-17 Da) et pour le 

monosaccharide auquel il est lié, le proton (-1 Da) d’un de ses OH alcooliques. Le calcul ne s’arrête pas 

à la simple somme de la masse moléculaire des UMs qui compose un oligosaccharide (Figure 30). En 

effet, il faut ajouter la masse des groupements présents aux extrémités réductrice et non réductrice de 

l’oligosaccharide. Pour la masse du groupement de l’extrémité réductrice, il faudra ajouter +17 ou +31 

ou encore +34 selon qu’il s’agira respectivement d’un groupement hydroxyle -OH (forme native), d’un 

groupement méthoxy -O-CH3 (forme méthylée) ou encore d’un groupement méthoxydeutéré -O-CD3 

(forme deutérométhylée). Pour l’extrémité non réductrice, il faudra ajouter +1 ou +15 ou +18 selon qu’il 

s’agira respectivement d’un hydrogène, d’un groupement méthyle ou d’un groupement deutérométhyle, 

comme ci-dessus. Enfin, comme les oligosaccharides se cationisent très facilement sous forme d’un 

adduit [M+Na]+, il faudra ajouter 23 Da qui est la masse atomique du sodium. Pour les O-glycannes 

libérés par β-élimination réductrice, il faudra prendre en compte la réduction de l’extrémité réductrice 

qui a pour conséquence de linéariser le monosaccharide qui occupe cette position et donc de faire 

apparaître un hydroxyle supplémentaire du fait de l’ouverture du cycle pyranique, sans oublier l’ajout 

d’un hydrogène sur le carbone anomérique. Cet hydroxyle sera méthylé comme tous les autres soit un 

supplément de 15 Da (groupement méthyle) et de 1 Da pour l’hydrogène ajouté, soit +16 Da. 



   

86 
 

 
 
Tableau 3 : Masse en Dalton des monosaccharides et des extrémités réductrice et non réductrice des 
oligosaccharides pour le calcul de la masse moléculaire (MW) des oligosaccharides natifs, perméthylés 
et perdeutérométhylés. 

 

 

 

 

 

  Natifs Perméthylés Perdeutérométhylés 

Monosaccharides 

Pentose (Pent) 132 160 166 

Deoxyhexose (dHex) 146 174 180 

Hexose (Hex) 162 204 213 

Acide hexuronique (HexA) 176 218 227 

N-Acetylhexosamine 
(HexNAc) 

203 245 254 

Acide 
5-N-acetylneuraminique 

291 361 376 

     

Extrémités 

Non réductrice 1 15 18 

Réductrice libre 17 31 34 

Réductrice réduite 19 47 53 

     

Figure 30: Schéma explicatif du calcul des masses moléculaires des (A) N-glycannes non réduits et (B) 
O-glycannes réduits perméthylés observés sur un spectre de masse. 



   

87 
 

La formule ci-dessous résume la méthode de calcul énoncée précédemment. Pour un N-glycanne 

libéré par la PNGase F ou A et perméthylé, on pose :  

(1)[𝑀 + 𝑁𝑎]+ =  15 + [(𝑎 × 160) +  (𝑏 × 174) +  (𝑐 × 204) +  (𝑑 × 218) +  (𝑒 × 245)

+ (𝑓 × 361)] +  31 +  23 

= ∑ 𝑀𝑊𝑈𝑀 + 69 

Avec a, b, c, d, e et f le nombre de résidus de Pent, dHex, Hex, HexA, HexNAc et Neu5Ac 

respectivement, les plus retrouvés dans les glycannes.  

Pour un O-glycanne libéré par β-élimination réductrice et perméthylé, on obtient : 

(2)[𝑀 + 𝑁𝑎]+ =  15 + [(𝑎 × 160) +  (𝑏 × 174) +  (𝑐 × 204) +  (𝑑 × 218) +  (𝑒 × 245)

+ (𝑓 × 361)] + 16 +  31 +  23 

= ∑ 𝑀𝑊𝑈𝑀  + 85 

Avec a, b, c, d, e et f le nombre de résidus de Pent, dHex, Hex, HexA, HexNAc et Neu5Ac 

respectivement. 

Lorsqu’on a affecté à un signal m/z une structure oligosaccharide potentielle, il est plus facile 

de repérer les autres signaux m/z pouvant correspondre à des oligosaccharides. En effet, les écarts entre 

2 signaux m/z proches correspondent le plus souvent à des UMs. Par exemple, deux signaux espacés 

d’un écart de 204 Da signifient que l’ion le plus lourd possède un résidu d’Hex de plus par rapport au 

plus léger. 

Ce travail d’interprétation d’un spectre de masse est un travail long et fastidieux car il n’est pas 

rare de retrouver sur un même spectre une cinquantaine d’oligosaccharides différents, voire plus. Le 

principal défaut de cette méthode est l’obtention de structures hypothétiques qu’il convient de valider 

ou non par des expériences de spectrométrie de masse MS², voire MSn. Enfin, lorsqu’une structure brute 

en monosaccharides a été établie, il n’y a pas d’information sur la nature de chacun des monosaccharides 

(par exemple la nature de l’Hex : Gal, Glc, Man…).  
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2. Spectres de masse MSn 

Lors d’analyse MSn des oligosaccharides, les clivages ont lieu au niveau des liaisons 

glycosidiques et/ou à l’intérieur des cycles pyranniques (Figure 31). Ces clivages conduisent à 6 types 

de fragments dont les désignations B/Y, C/Z et A/X reposent sur la nomenclature de Domon et Costello 

(1988). 

Pour les fragments observés entre les monosaccharides de la chaîne, ils interviennent : 

• soit en amont de l’oxygène pour former 2 types d’ions complémentaires, les ions B pour lesquels 

la charge est retenue sur le fragment correspondant à l’extrémité non réductrice et les ions Y 

pour lesquels la charge positive est retenue sur le fragment correspondant à l’extrémité 

réductrice,  

• soit en aval de l’oxygène de la liaison osidique pour former à nouveau 2 ions complémentaires 

nommés C et Z, les ions C pour lesquels la charge est conservée sur le fragment correspondant 

à l’extrémité non réductrice et les ions Z pour lesquels la charge est conservée sur le fragment 

correspondant à l’extrémité réductrice. 

Lorsque la fragmentation intervient à l’intérieur d’un cycle, les ions formés sont nommés A et 

X.  

La formation de ces fragments dépend de la nature des oligosaccharides (natifs ou dérivés) et 

du mode de fragmentation choisi pour fragmenter les oligosaccharides. Dans le cas de l’utilisation du 

MALDI-QIT-TOF que nous avons utilisé tout au long de ma thèse, il s’agit d’un mécanisme de 

Figure 31 : Nomenclature des différents fragments générés par MS/MS selon Domon et Costello (1988). 
Les fragments résultants de clivage au niveau des liaisons glycosidiques sont nommés Y/B et Z/C selon 
qu’ils sont créés avant ou après l’oxygène de la liaison glycosidique. Les fragments au sein des cycles 
sont nommés A et X. 
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fragmentation CID basse énergie qui conduit très majoritairement à des ruptures localisées au niveau 

des liaisons osidiques pour générer des ions B, Y, C et Z et très rarement à des fragments intra-cycles A 

et X pour des glycannes per(deutéro)méthylés. Les mécanismes de fragmentation qui conduisent à ces 

différents ions sont ceux décrits par A. Dell (1987) à propos de la spectrométrie de masse FAB-MS 

(Figure 32).  

Figure 32 : Mécanismes de fragmentation des oligosaccharides perméthylés conduisant aux fragments 
(A) B et Y, (B) C et Z et (C) A et X par spectrométrie de masse MSn. (D) Numérotation des liaisons 
d’un cycle pyrannique pour caractériser les fragments A et X. Selon la nomenclature de Domon et 
Costello (1985). 
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Les formules permettant de calculer la masse moléculaire de ces ions fragments issus de 

glycannes perméthylés sont présentées ci-dessous : 

• Pour un ion B : [𝑀 +  𝑁𝑎]+ =  ∑ 𝑀𝑊𝑈𝑀 + 15 − 1 + 23 = ∑ 𝑀𝑊𝑈𝑀 + 37 

Avec +15 pour le groupement méthyle (CH3) qui coiffe le monosaccharide de l’extrémité non réductrice 

du fragment, -1 correspondant à la perte de l’hydrogène du C2 et +23 pour la masse de l’ion sodium 

Na+. 

• Pour un ion Y : [𝑀 +  𝑁𝑎]+ =  ∑ 𝑀𝑊𝑈𝑀 + 31 + 1 + 23 = ∑ 𝑀𝑊𝑈𝑀 + 55 

Avec +31 pour la masse du groupement méthoxy (OCH3) qui coiffe le monosaccharide de l’extrémité 

réductrice du fragment, +1 correspondant à l’hydrogène qui se fixe sur l’oxygène de la liaison 

glycosidique rompue et +23 pour la masse de l’ion sodium Na+.  

• Pour un ion C : [𝑀 +  𝑁𝑎]+ =  ∑ 𝑀𝑊𝑈𝑀 + 15 + 17 + 23 = ∑ 𝑀𝑊𝑈𝑀 + 55 

Avec +15 pour le groupement méthyle (CH3) qui coiffe le monosaccharide de l’extrémité non réductrice 

du fragment, +17 correspondant à la masse de la fonction hydroxyle (OH) récupérée sur le C1 du 

monosaccharide en position terminale réductrice post-clivage et +23 pour la masse de l’ion sodium Na+. 

• Pour un ion Z : [𝑀 +  𝑁𝑎]+ =  ∑ 𝑀𝑊𝑈𝑀 + 31 − 16 − 1 + 23 = ∑ 𝑀𝑊𝑈𝑀 + 37 

Avec +31 pour la masse du groupement méthoxy (OCH3) qui coiffe le monosaccharide de l’extrémité 

réductrice du fragment, -16 pour la perte de l’oxygène du monosaccharide en position terminale non 

réductrice post-clivage, -1 pour la perte de l’hydrogène du C2 et +23 pour la masse de l’ion sodium Na+. 

Il conviendra d’ajouter +16 Da pour les ions Y et Z issus de O-glycannes réduits (comme vu 

précédemment). On peut noter que les formules des ions Y et C ainsi que des ions B et Z sont les mêmes 

ce qui pourrait conduire à des ambiguïtés quant à la nature des ions formés. Dans ce cas, des analyses 

MS3 supplémentaires permettront de les lever.  

Les analyses MS² réalisées sur le MALDI-QIT-TOF avec des oligosaccharides perméthylés 

conduisent à 3 clivages préférentiels qui ont lieu : 

• du côté réducteur des résidus d’HexNAc selon une fragmentation B/Y,  
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• au niveau de la liaison sialyle qui est une liaison fragile ce qui conduit à la libération des acides 

sialiques,  

• au niveau de la liaison entre un monosaccharide et le C3 d’un HexNAc selon un clivage C/Z  

(Yu et al., 2006). 

Pour les N-glycannes perméthylés, cela se traduit par un clivage entre les deux résidus de 

GlcNAc du noyau (B/Y) ce qui permettra d’identifier la nature des substituants que peut porter le résidu 

de GlcNAc en position terminale réductrice comme par exemple un ou 2 résidu(s) de Fuc (Figure 33A). 

Dans le cas de l’utilisation du MALDI-QIT-TOF qui ne détecte que les ions dont le rapport m/z est 

compris dans la gamme de masse sélectionnée, cet ion Y généré n'est pas toujours observé sur le spectre 

du fait d’un rapport m/z trop faible. Dans ce cas, la différence de masse entre l’ion parent et l’ion B 

complémentaire permet de l’identifier. Toutefois, cet ion B est souvent peu abondant car il est le siège 

d’autres clivages.  

Un autre clivage important est celui qui a lieu entre les 2 résidus de Man du noyau et les antennes 

(Figure 33B). D’une part, il va permettre d’identifier le nombre d’antennes que porte le N-glycanne 

grâce au nombre de groupements hydroxyles présents sur le noyau. D’autre part, les fragments 

correspondants aux antennes permettent de repérer et identifier les épitopes glycanniques lorsqu’ils sont 

présents. Cependant, il n’est pas possible de connaître sur quel résidu de Man est portée une antenne 

particulière. Enfin, il est possible de faire la distinction entre une unité de type 1 (Galβ1-3GlcNAc) et 

de type 2 (Galβ1-4GlcNAc). En effet, le clivage de la liaison osidique entre le Gal et le GlcNAc d’une 

unité de type 1 conduit majoritairement à des ions C/Z alors que celui entre le résidu de Gal et de GlcNAc 

d’une unité de type 2 conduit à des ions B/Y  (Terada et al., 2005 ; Yu et al., 2006).  

Pour les O-glycannes, le processus d’élimination des substituants sur le carbone 3 des résidus 

d’HexNAc permet d’identifier le noyau ainsi que la nature des unités de type 1 et 2 (Figure 33C) 

(Guérardel et al., 2006). 

La fragmentation d’oligosaccharides perméthylés par CID basse énergie qui aboutit 

essentiellement à des ions B/Y ne permet pas toujours l’identification précise des épitopes portés par les 
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antennes. Néanmoins, ce problème peut être corrigé en effectuant des analyses de fragmentation 

additionnelles de type MSn (comme le permet le MALDI-QIT-TOF utilisé durent ces travaux) à partir 

d’ions fragments et ainsi obtenir des informations supplémentaires. Par exemple, pour un ion B 

FucGalGlcNAc identifié par une analyse MS² correspondant à une antenne substituée par une résidu de 

Fuc, on ne connait pas la position du Fuc. Il peut être situé sur le résidu de Gal et définir un Ag H ou 

être situé sur le résidu de GlcNAc et définir un Ag Lea/x. Une analyse par MALDI-MS3 permettra de 

cliver la liaison entre les résidus de Gal et GlcNAc et selon les ions formés, de déterminer la localisation 

du résidu de Fuc. 

IV. Analyse des N- et O-glycannes par GC-EI-MS 

A. Fonctionnement du GC-EI-MS 

1. Présentation 

L’appareil GC-EI-MS se compose d’une chromatographie en phase gaz, d’une source 

d’ionisation électronique (EI) et d’un analyseur quadrupôle. Les analytes de l’échantillons sont séparés 

par chromatographie avant d’être ionisés et fragmentés par la source EI. Les ions obtenus sont ensuite 

séparés par le quadrupôle avant d’arriver au détecteur. 

2. Chromatographie en phase gaz 

La chromatographie en phase gazeuse (CPG ou GC en anglais) permet la séparation de 

molécules gazeuses en fonction de leur température de volatilisation et leur polarité qui leur permettra 

Figure 33 : Localisation des fragmentations majoritaires observées pour les (A-B) N- et (C) O-glycannes 
perméthylés pour des analyses MS² par MALDI-QIT-TOF. Les doubles flèches noires indiquent des 
clivages B/Y et celles rouges des clivages C/Z. (B) Lorsqu’un substituant (e.g. une antenne LacNAc) 
est éliminé au niveau d’un des 2 Man du noyau, il apparaît un -OH sur le Man. Ainsi, le nombre de OH 
sur le fragment indique le nombre de substituants (e.g. antennes) sur le noyau qu’il faudra prendre en 
compte pour le calcul de sa masse. Les oligosaccharides sont représentés selon la Symbol Nomenclature 
for Glycans (Neelamegham et al. 2019).  
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d’interagir plus ou moins fortement avec la phase stationnaire de la colonne. Cette dernière est placée 

dans un four dans lequel règne une température qu’il sera possible de faire varier très rapidement afin 

d’optimiser la séparation des molécules. L’échantillon, sous forme liquide, est introduit dans la colonne 

sous très haute température afin d’assurer sa volatilité immédiate. L’échantillon sous forme vapeur est 

ensuite entrainé grâce à un gaz vecteur (hélium ou azote) dans la colonne où les molécules subiront une 

rétention plus ou moins importante avec la phase stationnaire et qu’il sera possible de moduler en 

augmentant la température. A la sortie de la colonne, les molécules éluées sont détectées, le plus 

couramment, grâce à un détecteur à ionisation de flamme. Le principe de ce dernier repose sur la 

pyrolyse des molécules gazeuses dans une flamme à hydrogène qui a pour effet de produire des ions et 

électrons qui produiront un courant électrique qui sera amplifié, digitalisé et enregistré en vue de 

retraitements ultérieurs. Ce détecteur, très sensible, ne donne comme seule information que le temps de 

rétention des molécules qui peut permettre leur identification par rapport à des témoins. Son principal 

défaut est qu’il ne donne aucune information structurale à l’inverse d’une détection par un spectromètre 

de masse de type EI-MS. Dans le cadre de nos travaux, l’EI-MS a été utilisé comme détecteur dans le 

but d’obtenir des caractéristiques structurales des monosaccharides présents dans nos échantillons. 

3. Source d’ionisation électronique EI 

La source EI est constituée d’une enceinte dans laquelle règne une température élevée et qui est 

traversée par un faisceau d’électrons produit par un filament de Tungstène ou de Rhénium (cathode) 

parcouru par un courant électrique (Figure 34) (Hoffmann et Stroobant, 2007a). Après leur émission, 

les électrons sont accélérés grâce à une anode placée à l’opposé du filament de tungstène et portée à un 

potentiel de +70 eV. Les analytes sous forme vapeur qui sortent de la colonne de CPG et arrivent dans 

cette enceinte seront percutés par ces électrons. Sous ce potentiel élevé, ils seront non seulement ionisés 

mais également fragmentés. Cette fragmentation est telle qu’elle ne permet que très rarement d’observer 

l’ion moléculaire. En mode positif, les cations radicalaires créés sont envoyés vers l’analyseur grâce à 

une électrode de répulsion portée à un potentiel positif et placée à l’opposé de l’entrée de l’analyseur 

d’ions du spectromètre de masse. Pour augmenter le rendement d’ionisation, le trajet des électrons va 
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être augmenté par des aimants à l’extérieur de la source en leur induisant une trajectoire hélicoïdale 

(Hoffmann et Stroobant, 2007a). 

4. Analyseur quadrupôle 

La source EI-MS que nous avons utilisée durant ma thèse était couplée à un quadrupôle. Ce 

dernier est composé de 4 barres métalliques cylindriques parallèles d’une vingtaine de cm, opposée 2 à 

2 perpendiculairement (Figure 35). Ces 4 barres sont parcourues par 2 courants électriques, l’un continu 

(U) et l’autre alternatif (V), et dont le rapport U/V reste constant tout au long de l’analyse. Deux barres, 

diamétralement opposées sont parcourues par un champ électrique positif et les 2 autres, par un champ 

électrique négatif. 

Figure 34 : Schéma d’une source d’ionisation électronique. Une cathode constituée d’un filament 
produit des électrons qui vont rencontrer les analytes de l’échantillon. Les analytes reçoivent une 
quantité d’énergie qui conduit à la perte d’électrons et à leur fragmentation. Les cations créés sont 
ensuite envoyés à l’analyseur grâce à une électrode de répulsion positive. 

Figure 35 : Schéma d’un quadrupôle. Le quadrupôle se composent de 4 électrodes cylindriques 
traversées 2 à 2 par un potentiel de charge opposée. 
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Ces 4 barres définissent un cercle de rayon r. A l’entrée du quadrupôle, les ions qui se propagent 

selon une trajectoire z, vont subir un mouvement d’oscillation dans les axes x et y du fait de l’application 

sur les barres d’un courant continu et alternatif (radiofréquence) (Hoffmann et Stroobant, 2007b). Dans 

le cas où l’amplitude de l’oscillation adoptée en x et y ne dépasse pas le rayon r du cercle défini par les 

4 barres, l’ion parcourra toute la longueur des 4 barres sans les heurter et en sortira pour aller percuter 

le détecteur. Cette oscillation stable dépend de la tension du courant continu et de la radiofréquence 

appliquée à l’instant t et surtout du rapport m/z de l’ion considéré. A cette valeur de champ électrique, 

les autres ions qui ne disposent pas du bon rapport m/z verront l’amplitude de leurs oscillations en x et 

y dépasser le rayon r et percuteront l’une des 4 barres du quadrupôle. Opérant un balayage continu du 

champ électrique avec un rapport U/V constant, chaque ion adoptera à un moment t en fonction de son 

rapport m/z un mouvement oscillant stable lui permettant d’être détecté (Hoffmann et Stroobant, 2007b).  

Les zones de stabilité et d’instabilité d’un ion sont définies par les équations de Mathieu et sont 

représentées dans la Figure 36. Un ion sera successivement attiré puis repoussé par chaque paire 

d’électrodes tout en se déplacant selon l’axe z. Un ion arrive au détecteur seulement s’il reste stable 

(l’amplitude de son oscillation) selon x et y. Les potentiels varient et augmentent au cours du temps en 

conservant un rapport U/V constant ce qui permet la stabilité d’un ion à la fois et ainsi la détection 

successive des différentes masses comme le montre les zones de stabilité des différentes masses selon 

U et V en Figure 36. Plus la pente est élevée, plus la résolution sera élevée mais moins la sensibilité sera 

grande. En générale, la pente employée est celle nécessaire pour obtenir une résolution unitaire qui 

permet la séparation de deux pics à une unité de masse d'écart. 

Figure 36 : Zones de stabilité selon les courants U et V dans le quadrupôle. Pour un rapport U/V constant 
dont les valeurs de U et V augmentent, un ion à la fois est stable dans l’analyseur.  



   

96 
 

B. Dérivation des monosaccharides 

Dans le cadre d’une étude structurale précise des oligosaccharides, la CPG est utilisée pour 

séparer, identifier et quantifier les monosaccharides qui les composent. En effet, tandis que l’analyse de 

standards permet d’identifier les monosaccharides présents par la comparaison des temps de rétention, 

l’utilisation d’un standard interne dont la quantité ajoutée est connue (comme le mésoinositiol) permet 

de les quantifier. En sortie de colonne, le couplage de la CPG avec un spectromètre de masse EI-MS 

permet de confirmer l’identification des monosaccharides mais surtout d’obtenir des informations 

structurales supplémentaires grâce aux fragments générés. En effet, les fragments de monosaccharides 

sur les spectres MS peuvent permettre d’identifier la structure d’un monosaccharide inconnu et selon 

les traitements chimiques employés permettre de déterminer les liaisons qui liaient les monosaccharides.  

La CPG nécessite que les composés à analyser soient volatils ce qui n’est pas le cas 

intrinsèquement des monosaccharides qui devront être dérivés chimiquement pour le devenir. Différents 

traitements peuvent être utilisés et sont choisis en fonction des informations que l’on souhaite obtenir. 

Dans un souci de concision, nous ne détaillerons que les traitements relatifs à nos travaux. 

Le 1er traitement que nous avons exécuté a consisté à transformer les monosaccharides 

constitutifs des N-glycannes en itols peracétylés dans le but de les identifier et les quantifier. Pour ce 

faire, après leur libération par hydrolyse acide (acide trifluoroacétique 4M à 100°C pendant 4h), ces 

derniers sont réduits par le borohydrure de sodium ou borodeutérure de sodium suivi d’une 

peracétylation qui conduit à la formation d’« alditols peracétylés » directement analysables par CPG 

(Figure 37A1). L’utilisation des dérivés alditols acétates présente plusieurs avantages. Cette dérivation 

produit des dérivés très stables et permet la séparation de monosaccharides dans un mélange complexe. 

De plus, le traitement réducteur permet d’éliminer la possibilité d’une cyclisation en pyranne ou furanne 

des monosaccharides avec pour chacune d’elles une anomérie α ou β qui entraîne une démultiplication 

du nombre de pics lors des analyses CPG. Ainsi sous la forme alditol, chaque monosaccharide apparaît 

sous la forme d’un pic unique. En pratique, le borohydrure de sodium est souvent remplacé par du 

borodeutérure de sodium afin de distinguer le C1 du C6 des dérivés. De plus amples informations sur 

ce traitement seront donnés dans la partie suivante (Haslam et al., 2022 ; Ruiz-Matute et al., 2011).  
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Un autre traitement, quoique beaucoup moins courant, consiste à réaliser une perméthylation 

des alditols à la place de l’acétylation. Cela permet l’obtention d’alditols perméthylés (Figure 37A2) 

(Black et al., 2019 ; Walker et al., 1962).   

Un autre traitement très souvent utilisé en chimie des glucides consiste à transformer les 

monosaccharides d’un oligosaccharide en itols acétates partiellement méthylés. Ce traitement permet de 

déterminer le ou les carbone(s) d’un monosaccharide engagé(s) dans une liaison glycosidique (Figure 

37B). Brièvement, après perméthylation d’un oligosaccharide, les monosaccharides méthylés sont 

libérés comme précédemment. Les monosaccharides partiellement méthylés sont ensuite réduits pour 

former les itols correspondants. Enfin, les hydroxyles libres issus de la rupture des liaisons glycosidiques 

dans lesquelles ils étaient engagés sont acétylés pour générer des « alditols acétates partiellement 

méthylés » (PMAA, partially methylated alditol acetates). L’analyse de ces dérivés par CPG couplée à 

la spectrométrie de masse EI-MS permet de localiser très précisément le ou les groupement(s) méthoxy 

au sein de chacun des dérivés générés et ainsi de connaitre les points de branchement des 

Figure 37 : Traitement chimique des oligosaccharides pour l’obtention (A) (1) d’alditols peracétylés, 
(2) d’alditols perméthylés et (B) d’alditols acétates partiellement méthylé.  



   

98 
 

monosaccharides au sein de l’oligosaccharide (Fournet et al., 1981 ; Haslam et al., 2022). Cette dernière 

dérivation n’a pas été utilisée dans les travaux qui seront présentés. Néanmoins, la compréhension des 

mécanismes de fragmentation des dérivés PMAAs en EI-MS est nécessaire pour comprendre comment 

la structure des monosaccharides porteur d’un groupement méthyle chez l’huître ont été établies. 

C. Interprétation des résultats 

L’identification d’un monosaccharide en GC-EI-MS est basée sur son temps de rétention en 

CPG ainsi que sur son spectre de fragmentation EI-MS. Au-delà de l’identification des 

monosaccharides, la spectrométrie de masse EI-MS des dérivés PMAAs est une méthode extrêmement 

puissante pour déterminer les points de liaison entre les monosaccharides d’un oligosaccharide en 

déterminant la position du/des groupement(s) méthyle(s) au sein des monosaccharides. Les mécanismes 

de fragmentation des différents dérivés ont beaucoup été étudiés ce qui facilite l’interprétation des 

spectres EI-MS (Lönngren et Svensson, 1974). 

Un alditol issu de la réduction d’un monosaccharide neutre possède à ses 2 extrémités une 

fonction alcool primaire (CH2OH), l’une correspondant à la réduction de la fonction aldéhyde du carbone 

1 et l’autre à la fonction alcool primaire présente sur le carbone 6. Ainsi, il est impossible de distinguer 

les carbones 1 et 6 et donc les carbones 2 et 5, et 3 et 4 du fait de la symétrie de la molécule. Pour pallier 

cet inconvénient, l’utilisation du borodeutérure de sodium (ou de potassium) comme agent réducteur à 

la place du borohydrure de sodium (ou de potassium) permet de générer un alcool primaire deutéré 

(CD2OH) au niveau du C1 en introduisant 2 atomes de deutérium, l’un sur le carbone du carbonyle et 

l’autre sur l’oxygène du carbonyle. Le deutérium de ce dernier est éliminé lors de la réaction 

d’estérification ou encore de perméthylation. A l’arrivée il ne reste que le deutérium du C1 ce qui a pour 

effet de l’alourdir d’1 Da par rapport au C6. Il devient dès lors possible de numéroter chacun des 

carbones de la molécule à partir des ions fragments (Figure 38). 

Lorsqu’un itol peracétylé, perméthylé ou PMAA rencontre des électons avec une énergie 

cinétique de 70 eV, un électron périphérique d’un oxygène ou d’un azote va être arraché pour conduire 

à un cation. La stabilisation de ce cation s’effectue en récupérant un électron d’une liaison et conduit 
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ainsi à 2 fragments dont l’un portera une charge positive et l’autre sera radicalaire. Si le potentiel 

appliqué au répulseur d’ion de la source est positif, seuls les ions positifs seront envoyés vers l’analyseur.  

Dans le cas de l’analyse par EI-MS des dérivés alditols peracétylés, l’ion majeur détecté 

correspond à l’élimination du groupement acétyle m/z 43 selon le mécanisme présenté en Figure 39A1. 

Au-delà de cette réaction de stabilisation, une autre voie conduit à la rupture de la liaison C-C de la 

chaîne glucidique à proximité de l’oxonium formé (Figure 39A1). Ainsi, sur un hexose ou une 

hexosamine peracétylé, l’arrachement d’un électron peut avoir lieu entre n’importe quel groupement 

acétyle de la molécule ce qui signifie que différents fragments peuvent être générés comme présenté 

dans la Figure 39A2. A noter que le clivage survient plus abondamment en faveur de la formation d’ions 

iminiums que d’ions oxoniums car la charge est davantage stabilisée sur une fonction iminium.  

Dans le cas de l’analyse par EI-MS des dérivés alditols perméthylés, les clivages au sein de la 

chaîne glucidique auront lieu entre les groupements méthoxy pour conduire à la formation d’ions 

oxoniums (et iminiums pour un HexNAc) (Figure 39B). 

Dans le cas de l’analyse par EI-MS des dérivés PMAAs, le clivage se fait entre une fonction 

acétyle et méthoxy et le cation formé se stabilisera uniquement sur le groupe méthoxy (Figure 39C1). 

Ainsi, lorsqu’un seul groupement méthyle est présent dans un dérivé PMAA (Hexose ou hexosamine), 

2 fragments majeurs avec l’ion oxonium du méthoxy sont observés selon la liaison rompue, au-dessus 

ou en-dessous de l’oxonium méthylique (Figure 39A2). Pour ces dérivés, on observe également la 

Figure 38 : Réduction des monosaccharides en leur alditol correspondant par (A) le borodeutérure de 
sodium (NaBD4) ou (B) le borohydrure de sodium (NaBH4). La présence d’un atome de deutérium sur 
le carbone 1 d’un monosaccharide permet de le distinguer du carbone n (issu de la formule brute 
Cn(H2O)n).  
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formation des ions iminiums issus des HexNAc. En conclusion, grâce à l’EI-MS, il est possible de 

connaître quel carbone d’un PMAA est porteur d’un groupement méthyle.  

V. Analyse des N-glycannes par nanoLC-ESI-MS/MS 

Certains résultats présentés dans cette thèse ont été obtenus en utilisant un spectromètre de 

masse ESI-MS/MS couplé à un dispositif de séparation de type nanoLC : l’Orbitrap Fusion™ Tribrid™ 

développé par la société Thermo Fischer Scientific. Nous ne disposons pas au laboratoire de ce dispositif 

et avons établi une collaboration avec l’équipe du Pr. Kay-Hooi Khoo de l’Institute of Biochemical 

Sciences à l’université nationale de Taiwan.  

Figure 39 : Mécanismes de fragmentation des (A) itols acétates, (B) itols perméthylés et (C) itols 
acétates partiellement méthylés en EI-MS. (A)(1) Mécanismes conduisant à la formation de l’ion 
m/z 43, et des ions oxonium et iminium et (2) fragmentations primaires des itols acétates. (B) 
Mécanismes conduisant à la formation de l’ion oxonium des itols perméthylés. (C)(1) Mécanismes 
conduisant à la formation de l’ion oxonium et (2) fragmentations primaires des itols acétates 
partiellement méthylés. 
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A. Présentation du spectromètre de masse nanoLC Orbitrap Fusion™ 
Tribrid™  

1. Description 

Le spectromètre de masse Thermo Orbitrap Fusion de chez Thermo ScientificTM (Figure 40) 

comprend : 

• Une source ESI  (ElectroSpray Ionization) couplée à une chromatographie liquide nano 

haute performance (nanoLC), 

• un quadrupôle qui permet la sélection des ions précurseurs et permet aux 2 analyseurs 

de masse (la trappe à ions et l’orbitrap) de fonctionner en parallèle, 

• un orbitrap qui est un analyseur de masse très haute résolution (supérieure à 450 000) 

qui permet l’analyse d’ions isobares, 

• une trappe à ion linéaire comprenant 2 étages de pression différentes. Le 1er étage, haute 

pression, permet d’effectuer des fragmentations CID et ETD (Electron Transfer 

Dissociation). Le second étage, basse pression, permet de mesurer le rapport m/z des 

ions fragments. 

Le dispositif Ion Routine Multiple (IRM)  placé entre l’orbitrap et la trappe à ions, facilite les 

analyses parallèles grâce à une accumulation des ions et leur routage vers l’un des 2 analyseurs de masse, 

l’orbitrap et la trappe à ion linéaire double étage. Il permet également de réaliser des fragmentations 

HCD (High Energy Collision Dissociation) à n’importe quelle étape de fragmentation (MS2, MS3, MSn). 

Figure 40 : Composition d’un spectromètre de masse Orbitrap Fusion Tribrid  
(https://www.thermofisher.com). 
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2. Source d’ionisation ESI 

Cette source est équipée d’un capillaire placé dans une enceinte où règne une température élevée 

(environ 250 °C) et dans lequel se trouve l’échantillon. A l’extrémité de ce capillaire est appliqué un 

courant électrique élevé de quelques milliers de volts, soit positif, soit négatif selon que l’on souhaite 

analyser les molécules en mode positif ou négatif. Lorsque l’échantillon arrive à l’extrémité du 

capillaire, il y a création d’un spray (d’où le nom de cette source) composé de fines gouttelettes dans 

lesquelles se trouvent les analytes chargés. Sous l’effet conjugué d’un courant de séchage par un gaz 

inerte et de la température élevée, le solvant s’évapore totalement et les molécules chargées vont se 

retrouver à l’état gazeux. C’est sous cette forme qu’elles quittent la source pour entrer dans l’analyseur 

(Hoffmann et Stroobant, 2007a). La source ESI du spectromètre de masse peut être couplée à une chaîne 

de chromatographie en phase liquide à haute performance (HPLC) équipée d’une colonne nanobore qui 

permet de séparer les molécules d’un mélange complexe avant leur introduction dans la source du 

spectromètre de masse. 

Pour une analyse en mode MS où le but est de mesurer le rapport m/z des ions moléculaires, le 

quadrupôle, placé immédiatement en sortie de source, est utilisé comme un guide pour acheminer les 

ions dans une C-trappe qui va permettre de concentrer les ions, les ralentir et les envoyer dans l’orbitrap 

avec une dispersion minimale.  

3. Analyseur orbitrap 

L’orbitrap est composé d'une électrode centrale en forme de fuseau placée dans 2 demi-

électrodes creuses externes (Figure 41). 

Après injection des ions dans l’orbitrap en quelques 50 sec, un potentiel négatif est appliqué 

sur l’électrode centrale dans le cas d’une analyse en mode positif. A leur arrivée dans l’orbitrap, les ions 

vont adopter 2 types d’oscillation, l’une dite radiale autour du fuseau central et l’autre axiale selon l’axe 

z. Le passage successif des ions d’une demi-électrode à l’autre selon l’axe axial va créer un courant 

induit qui sera capté, amplifié et enregistré. La fréquence du courant induit généré par un ion est 

directement corrélé à son rapport m/z. Dans le cas où de multiples ions différents sont analysés en même 

temps, un traitement du signal global par transformée de Fourier permet d’obtenir le spectre de fréquence 
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de chacun des ions et ainsi leur rapport m/z. Cet analyseur brille par sa très grande résolution (env. 

500 000) (Hoffmann et Stroobant, 2007b).  

Concernant le principe de fonctionnement du quadrupôle et de la trappe à ion qui équipent 

l’Orbitrap Fusion™ Tribrid™, ils ont été vus dans les parties précédentes (III.A.3 p79 et IV.A.4 p94). 

4. Fonctionnement général du spectromètre de masse nanoLC Orbitrap Fusion™ Tribrid™ 

l’Orbitrap Fusion™ Tribrid™ permet d’effectuer des analyses MS, MS2 et MS3 sur échantillon 

entier avec la particularité de pouvoir déclencher automatiquement une analyse MS3 à partir d’ions 

fragments issus de la MS2 préalablement sélectionnés. Pour ce faire, une analyse MS permet de 

déterminer le rapport m/z de toutes les molécules présentes dans l’échantillon grâce à l’orbitrap. Dans 

ce cas, le quadrupôle qui est en amont de l’orbitrap (Figure 40) est utilisé comme guide d’ions. Pour les 

analyses MS2, le quadrupôle va permettre de sélectionner la molécule que l’on souhaite fragmenter. 

Cette dernière arrive au niveau du dispositif IRM pour y subir une fragmentation à haute énergie HCD. 

Les ions fils sont ensuite transmis à l’orbitrap où ils sont analysés pour, in fine, établir le spectre de 

masse MS2 correspondant. Les ions fils présentant un intérêt particulier déclencheront une analyse MS3 

dès lors qu’ils seront détectés en MS2. A cette fin, après fragmentation dans l’IRM, ces ions sont transmis 

à la trappe à ions linéaire au niveau de l’étage haute pression où ils subiront un nouveau processus de 

fragmentation, soit par CID ou par ETD. Les ions petits-fils générés seront ensuite analysés dans l’étage 

basse pression de la trappe à ions linéaire pour déterminer leur rapport m/z. Cette méthode d’analyse est 

nommée nanoLC-HCD-MS2-pd-CID-MS3 (Hsiao et al., 2017).  

Figure 41 : Composition d’un orbitrap. Cet analyseur se compose d’une électrode en forme de fuseau 
placée dans une électrode creuse. Les ions vont osciller autour d’électrode en fuseau selon les axes r et 
z. Issue de Hecht et al. (2019). 
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B. Interprétation des résultats 

Appliquée à l’analyse des glycannes, la nanoLC-HCD-MS2-pd-CID-MS3 permet de quantifier 

avec une grande fiabilité les épitopes glycanniques encore nommés glycotopes. En effet, comme je l’ai 

rappelé au début de ma thèse, le nombre d’oligosaccharides pouvant être formé à partir de 2 

monosaccharides est de 632 et de quelques 1012 à partir de seulement 6 monosaccharides différents 

(Morelle et al., 2004). Ainsi, la quantification qui s’effectue sur la base de la masse moléculaire d’un 

glycanne peut conduire à une sur-évaluation de la quantité du glycotope visé. Néanmoins, la structure 

des ions fils obtenus lors d’une analyse MS2 d’un ion parent dépend largement de la structure de ce 

dernier. Ainsi, en ciblant un ion-fils particulier, on restreint le nombre de structures pouvant le générer 

rendant ainsi plus précise la quantification. Cette dernière sera encore plus précise si elle est basée, non 

pas sur l’intensité du signal de l’ion fils mais sur l’intensité du signal d’un ion petits-fils provenant de 

cet ion fils lors d’une analyse MS3. Cela restreint encore davantage le nombre d’ions parents pouvant le 

générer. A la fin de l’analyse, les données m/z acquises lors des analyses MSn sont compilées dans le 

logiciel Glypick qui effectue une quantification des glycotopes à partir de la somme des intensités de 

l’ion cible détecté et ce, pour l’intégralité des scans réalisés durant l’analyse LC d’un mélange complexe 

de glycannes. 
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 RESULTATS
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Chapitre 1 : ANALYSE STRUCTURALE DES N- ET O-
GLYCANNES OBTENUS A PARTIR DE TISSUS DES 

ESPECES D’HUITRE C. gigas ET O. edulis  

I. Méthodologie employée pour la préparation des échantillons 

La méthodologie complète employée pour la préparation des N- et O-glycannes en vue de leurs 

analyses structurales est présentée à la Figure 42. 

A. Libération et purification des N- et O-glycannes 

Les branchies, manteaux et tube digestif des huîtres C. gigas et O. edulis ont été disséqués par 

nos collaborateurs du Laboratoire Ifremer « Santé Environnement et Microbiologie » (LSEM) à Nantes 

puis broyés et lyophilisés après réception. Le protocole d’extraction des protéines et GPs a été réalisé 

en soumettant les tissus à un traitement au Triton X100, un détergent neutre, couplé à un traitement 

mécanique aux ultrasons. (Delannoy et al., 2020). Après extraction des protéines et GPs, les ponts 

disulfures ont été réduits et alkylés et les protéines digérées par la trypsine. Ces traitements ont pour but 

de faciliter l’action ultérieure des PNGases qui montrent une piètre activité sur des GPs natives. Pour 

éliminer un polymère supposé être du glycogène du fait de sa quantité très élevée chez l’huître, nous 

avons ensuite réalisé une extraction en phase solide (SPE pour Solid Phase Extraction) sur une cartouche 

contenant de la silice greffée avec des chaînons C18. Les peptides et glycopeptides ainsi débarrassés de 

ce polymère ont été soumis à l’action de la PNGase F et les N-glycannes libérés ont été séparés des 

peptides et glycopeptides résistants à la PNGase F grâce à une étape de SPE sur une cartouche C18. Pour 

rappel, le clivage de la PNGase F est restreint aux N-glycannes ne possédant pas de substituants sur le 

C3 du résidu de GlcNAc en position réductrice. Afin de libérer la totalité des N-glycannes, nous avons 

ensuite utilisé la PNGase A sur les glycopeptides restants. Nous aurions pu utiliser directement la 

PNGase A qui ne présente aucune restriction de clivage de la liaison glycanne-peptide. Néanmoins, nous 

avons choisi de l’utiliser après la PNGase F afin de générer deux pools distincts de N-glycannes, 

nommés respectivement N-glycannes F et N-glycannes A rendant ainsi plus facile et plus complet leur 
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analyse par spectrométrie de masse MALDI-QIT-TOF. Après action de la PNGase A, les N-glycannes 

A ont été séparés des peptides et O-glycopeptides potentiels par SPE sur cartouche C18. En effet, dans le 

cas de la présence de O-glycosylprotéines dans les tissus testés, nous devions obtenir à l’issue de la SPE 

Figure 42 : Méthodologie employée pour les analyses structurales des N- et O-glycannes obtenus à partir 
des branchies, tubes digestif et manteaux des huîtres C. gigas et O. edulis. Crédits icones : Flaticon.com 
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une fraction composée de peptides et O-glycopeptides. Dans le but d’étudier les O-glycannes contenus 

dans cette fraction, nous l’avons soumise à une β-élimination en milieu réducteur. Après purification et 

perméthylation, les O-glycannes perméthylés ont été analysés par MALDI-MS. Malheureusement, 

aucun signal m/z présents sur les spectres de masse n’a pu être corrélé à une structure O-glycannique. 

L’explication que nous en avons donnée est que la succession des étapes SPE sur cartouche C18 

appauvrissait grandement les échantillons en O-glycopeptides rendant les O-glycannes indétectables en 

spectrométrie de masse. Pour pallier ce problème, nous avons décidé d’effectuer directement une 

β-élimination en milieu réducteur sur l’échantillon avant même la libération préalable des N-glycannes. 

Si cet essai n’a pas été concluant à cause de la très grande hétérogénéité des échantillons du fait de la 

présence de N-glycannes sous leurs formes réduites et non réduites, il nous a été possible d’identifier 

des O-glycannes de type mucine. Forts de ce résultat, nous avons décidé de mettre en œuvre un protocole 

adapté à la préparation des mucines par ultracentrifugation afin d’enrichir la population O-glycannique. 

Ce protocole sera détaillé dans la partie III p147. 

B. Traitements chimiques effectués sur les N- et O-glycannes  

La stratégie employée pour l’établissement des structures glycanniques a été déployée sur 12 

échantillons pour les N-glycannes (2 espèces d’huître, 3 tissus (manteau, branchie et tube digestif) et 2 

PNGases) et 6 pour les O-glycannes (2 espèces et 3 tissus). Plusieurs traitements chimiques ont été 

réalisées en vue de les analyser par MALDI-MS, MALDI-MSn, nanoLC-MS/MS et GC-EI-MS.  

1. Analyse par MALDI-MS pour l’établissement des N- et O-glycomes des tissus des huîtres 
C. gigas et O. edulis 

Les travaux de Kurz et al. (2013) sur les N-glycannes dérivés à la 2-aminopyridine des 

hémocytes et du plasma de l’huître C. virginica ont révélé la présence de groupements méthyles (-CH3) 

sur certains monosaccharides. Dans le but de vérifier que de tels groupements étaient également présents 

dans les N-glycannes des 2 huîtres étudiées, nous avons décidé d’effectuer deux dérivations distinctes 

des glycannes avant leur analyse par MALDI-QIT-TOF (MS et MSn) : la perméthylation (CH3) et la 

perdeutérométhylation (CD3).  
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La perméthylation nous a permis d’établir les différents N- et O-glycomes, c’est-à-dire 

l’ensemble des N- et O-glycannes présents au sein d’un tissu ou d’une espèce. A partir des masses 

moléculaires déduites des rapports m/z des adduits sodium [M+Na]+ de chacun des glycannes, nous 

avons pu établir une composition brute en monosaccharides de ces glycannes en combinant la masse 

moléculaire des différents monosaccharides. Quant à la structure proposée pour chacun des 

N-glycannes, elle repose sur cette composition brute, l’analyse des fragments en MALDI-MSn, les 

analyses GC-MS (expliquées ultérieurement) ainsi que la connaissance que nous avons des voies de 

biosynthèse des N-glycannes qui apparaît particulièrement bien conservée dans le règne animal et des 

O-glycannes.  

Le second traitement nous a permis de mettre en évidence les groupements méthyles 

naturellement présents au sein des N- et O-glycannes. En effet, lors de la deutérométhylation, l’ajout 

d’un groupement CD3 se traduit par une augmentation de masse de 18 Da contre 15 Da dans le cas d’un 

groupement méthyle. Ainsi, toute diminution de 3 Da par rapport à la masse attendue indique la présence 

naturelle d’un groupement CH3 (+15 Da) au sein du glycanne qui a empêché la fixation d’un groupement 

CD3 (+18 Da).  

2. Analyse par nanoLC-MS/MS des N-glycannes perméthylés des tissus des huîtres C. gigas 
et O. edulis 

La quantification de chaines oligosaccharidiques perméthylées ou de motifs oligosaccharides 

provenant d’un processus de fragmentation par un spectromètre de masse MALDI-QIT-TOF reste 

relativement imprécise. Il y a plusieurs raisons à cela. Tout d’abord, l’utilisation d’une cage à ions ne 

permet pas d’avoir un spectre global de l’ensemble des chaînes oligosaccharidiques présentes dans un 

échantillon dès lors que leur rapport m/z s’étale de 900 à 5 000 Da. Cela tient au fait que le piégeage des 

ions ne peut se faire que sur une gamme restreinte de m/z. Ainsi, on a coutume de sous fractionner les 

N-glycomes en 3 sous-N-glycomes, un pour les signaux m/z compris entre 350 et 1 600 Da, un pour les 

signaux m/z compris entre 800 et 3 000 Da et le dernier pour les signaux m/z compris entre 1 700 et 

4 500 Da. De fait, la comparaison d’une intensité de signal dans une zone avec celle d’un signal acquis 

dans une autre zone conduit à des distorsions parfois très importantes. Une autre cause de distorsion est 

liée à la co-cristallisation matrice-échantillon qui ne conduit pas à une distribution uniforme des analytes 
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dans le cristal final. D’autres contraintes que celles précédemment citées existent. Pour pallier ces 

inconvénients, les N-glycannes perdeutérométhylés porteurs de motifs antigéniques ont été analysés par 

nanoLC-MS3 qui permet de fractionner les chaines oligosaccharidiques en amont de la source du 

spectromètre de masse (réduction de l’hétérogénéité du glycome) et effectue leur quantification via leurs 

ions petits-fils issus d’analyses MS3. Ces analyses ont été réalisées par l’équipe du Dr. Kay-Hooi Khoo 

de l’Institute of Biochemical Sciences à l’université nationale de Taiwan. Elles nous ont permis de 

quantifier les profils de méthylation des différents Ags identifiés par la quantification d’ions 

caractéristiques propres à ces Ags. 

3. Analyses par GC-EI-MS des différents dérivés monosaccharidiques issus des N-glycannes 
des tissus des huîtres C. gigas et O. edulis 

L’identification des différents monosaccharides entrant dans la composition des N-glycannes a 

été faite en libérant les monosaccharides grâce à un traitement à l’acide trifluoroacétique (ATFA) (4h à 

80 °C) suivie de leur réduction par le borodeutérure ou borohydrure de sodium qui vise à les transformer 

en leur itol correspondant. Deux traitements chimiques ont été effectués sur les itols générés, d’une part, 

une perméthylation pour identifier les monosaccharides présents dans les N-glycannes, et d’autre part, 

une peracétylation pour identifier les monosaccharides renfermant des groupements méthyles et les 

localiser précisément au sein de ces monosaccharides.  

La perméthylation a été réalisée du fait de l’existence de groupements méthyles au sein de 

certains N-glycannes apparus lors des analyses MALDI-MS des N-glycannes deutérométhylés 

(partiellement méthylés et deutérométhylés de ce fait). Or, il n’existe pas de standards de 

monosaccharides commerciaux monométhylés sur d’autres carbones que le carbone 1. La 

perméthylation sur les dérivés itols a pour effet négatif de masquer les groupements méthyles 

naturellement présents sur certains monosaccharides mais comme effet bénéfique de pouvoir identifier 

ces monosaccharides en comparant leurs comportement chromatographique et spectre de fragmentation 

EI-MS à ceux dérivés itols perméthylés générés à partir de monosaccharides standards. 

Quant à la peracétylation des dérivés itols suivie de leur analyse par GC-EI-MS, elle a eu pour 

but, d’une part, d’identifier les monosaccharides porteurs d’un groupement méthyle à l’état natif, et 
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d’autre part, de préciser le numéro du carbone porteur de ce groupement. En effet, la peracétylation a 

conduit à des dérivés semblables à ceux obtenus lors de l’analyse de liaisons grâce aux dérivés PMAAs, 

hormis pour les résidus d’HexNAc. En effet, dans le cas de notre traitement, le groupement amide n’est 

pas sous la forme NCH3Ac comme pour les PMAAs mais sous la forme NHAc. Néanmoins, les mêmes 

règles de fragmentation que celles explicitées dans l’introduction (IV.C p98) pour les PMAAs 

s’appliquent à nos dérivés. 

II. Analyse des N-glycannes 

A. Publication 

L’ensemble des résultats obtenus pour l’analyse des N-glycannes issus du manteau, des 

branchies, et du tube digestif des huîtres C. gigas et O. edulis selon les approches expérimentales 

décrites dans les pages précédentes ont fait l’objet de la rédaction d’une publication intitulée « Species-

Specific N-Glycomes and Methylation Patterns of Oysters Crassostrea gigas and Ostrea edulis and Their 

Possible Consequences for the Norovirus–HBGA Interaction » et publiée dans Marine drugs (Mar. 

Drugs 2023, 21(6), 342; https://doi.org/10.3390/md21060342) que vous trouverez dans les pages 

suivantes. Vous trouverez également les données supplémentaires associées à la publication en Annexe 

(p209). 
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Species-specific N-glycomes and methylation patterns 

of oysters Crassostea gigas and Ostrea edulis and their 

possible consequences for norovirus-HBGA 
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Abstract: Noroviruses, the major cause of acute viral gastroenteritis, are known to 

bind to Histo-Blood Group Antigens (HBGA), including ABH groups and Lewis-

type epitopes, which decorate the surface of erythrocytes and epithelial cells of 

their host tissues. The biosynthesis of these antigens is controlled by several 

glycosyltransferases, the distribution and expression of which varies between 

tissues and individuals. The use of HBGAs as ligands by viruses is not limited to 

humans, as many animal species, including oysters, which synthesize similar 

glycan epitopes that act as a gateways for viruses, become vectors for viral 

infection of humans. Here we show that different oyster species synthesize a wide 

range of N-glycans that share histo-blood A-antigens but differ in the expression 

of other terminal antigens and in their modification by O-methyl groups. In 

particular, we have shown that the N-glycans isolated from Crassostrea gigas and 

Ostrea edulis exhibit exquisite methylation patterns of their terminal N-

acetylgalactosamine and fucose residues in terms of position and number, adding 

another layer of complexity to the post-translational glycosylation modifications 

of glycoproteins. Furthermore, modelling of the interactions between norovirus 

capsid proteins and carbohydrate ligands strongly suggests that methylation has 

the potential to fine-tune the recognition events of oysters by virus particles. 
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1. Introduction 

Acute gastroenteritis is the second leading cause of morbidity and 

mortality in infants and young children worldwide [1]. These infections 

are very short (about 2 days) and cause diarrhea, vomiting and fever that 

lead to significant dehydration in young and elderly subjects and may 

lead to death with more that 500,000 victims per year. In addition to its 

high social cost, infectious gastroenteritis has a very high economic cost 

due to care and lost work days. Among the many causative agents, viruses 

are responsible for nearly three out of four infections during seasonal 

gastroenteritis episodes, particularly noroviruses (NoV). [1–4]. NoVs are 

non-enveloped,  single-stranded RNA viruses belonging to the 

Caliciviridae family [5]. Among the ten described genogroups, which can 

be broken down into numerous genotypes, only five have been described 

to be involved in human pathologies (GI, GII, GIV, GVIII and GIX) with a 

high prevalence (80 to 90% of cases) for the GII strain [6]. NoV genotypes 

responsible of Human infections are known to recognize Histo-Blood 

Group Antigen (HBGA) glycan motifs including ABH and Lewis (Le) 

antigens decorating the surface glycans of human erythrocytes and 

epithelial cells of different tissues [7]. They are also present in body fluids 

(serum, saliva, milk,…) either associated to proteins or as free 

oligosaccharides [8]. The biosynthesis of these antigens is under the 

control of several glycosyltransferases which are differentially distributed 

and expressed in different tissues and individuals [9] and which act on 

multiple carbohydrate substrates [10]. For glycoproteins, the synthesis is 

initiated by the addition of a 1-2Fuc residue on the Gal residue of type-1 

or type-2 LacNAc motif to yield H antigen. This step is catalyzed by a 1,2 

fucosyltransferase encoded by the genes FUT1 in erythrocytes and FUT2 

in epithelial cells. About 20% of European individuals, described as non-

secretor, present an inactive FUT2 gene and therefore cannot synthesize 

ABH antigen in epithelia. As a result, they carry only Lea and Lex antigens 

on the surface of their epithelial cells. Three other glycosyltransferases, 

namely the 1,3/4 fucosyltransferase encoded by the FUT3 gene, the 1-3 

galactosyltransferase B-enzyme and/or the 1-3 N-

acetylgalactosyltransferase A-enzyme can sequentially or differentially 

act to generate multiple HBGA including, A-type 1/2, B-type 1/2, ALeb/y or 

BLeb/y Ag [10]. Of particular importance, these so-called Histo-blood 

group antigens are also shared with many other animal species, including 

dogs, pigs and cattle and therefore could contribute to cross-species 

transmission and zoonotic emergence of NoV [11–13]. Importantly, 

recognition of HBGA motifs by enteric viruses is strain-specific, leading 

to differential susceptibility according to the expression of individual 

HBGAs [14].  

Among the multiple routes of contamination of human, food, and in 

particular oysters, are a common vector, due to multiple factors that can 

be summarized as follows [15]. First, oyster production sites, located in 

coastal waters potentially close to contaminated effluents, are particularly 

exposed to circular contamination by humans and livestock sewage 

[6,16,17]. They are also often consumed raw, so unlike most other 

potentially contaminated seafood, they do not undergo any possible heat 

inactivation. Then, the oyster's feeding method of filtering large volumes 

of water allows it to concentrate and accumulate viruses and other 

pathogens from the environment, even in seawater. [18,19]. Finally, 

oysters are capable to retain viruses over a very long period time, up to 4 
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weeks, despite depuration procedure before consumption [20–23], which 

strongly suggests the occurrence of a specific and high affinity retention 

mechanism. Importantly, oyster tissues, including the mantle, digestive 

tract and gills, were shown to express HBGA-like motifs that may be 

similar to some of those present in human tissues to which viruses could 

attach. This would provide a strong rationale for the specific and high 

affinity binding of norovirus to oyster tissues. [24–26]. Consistent with 

this hypothesis, it was observed that the recognition of these motifs by 

different virus strains was tissue dependent. [27,28]. Thus, GI strains bind 

more strongly to oyster digestive tissues via HBGA-like structures than 

GII strains, which also bind to the gills and mantle. While these glycans 

are recognized by HBGA-specific lectins or anti-HBGA [24,26], their exact 

structure remains unknown, hampering our understanding of the 

possible selection operated by oysters among the very diverse strains of 

noroviruses. 

Invertebrate N-glycans significantly differ from canonical N-glycans 

observed in vertebrates [29]. First, they tend to be shorter with a high 

proportion of paucimannosylated or pseudohybrid types N-glycans. 

Second, they are substituted by monosaccharides rarely observed in 

vertebrates such as pentoses (e.g. xylose). Third, reducing terminal 

GlcNAc residue is commonly substituted by Fuc residues at both C-3 and 

C-6 positions or by a Gal(1-4)Fuc disaccharide at C-6. Finally, 

substituents such as methyl, N-methyl-aminoethylphosphonate or 

phosphoethanolamine groups may also be present. Very little information 

is currently available on the N-glycome of oysters, except for a 

comprehensive analysis of the N-glycans associated with total plasma and 

haemocytes of the Pacific oyster Crassostrea virginica. [30]. In this report, 

the authors have successfully identified a highly variable N-glycome 

characterized by the presence of human histo-blood group A antigen, 

most of which were methylated on the terminal GalNAc residue, and by 

a high degree of sulfation on Gal residues. In parallel, detailed analysis of 

the binding specificity of Crassostrea virginica Galectin 1 (CvGal1) showed 

that it recognized with high affinity type 2, then type 1, blood group A 

oligosaccharides and could bind to endogenous hemocyte glycoproteins 

(-integrin and dominin) in a carbohydrate-dependent manner [31]. 

In the present study, we have deciphered the tissue-specific N-

glycomes of two oyster species, Crassostrea gigas and Ostrea edulis and 

showed that they synthesize related but significantly different sets of N-

glycans. Although they partially shared similar terminal HBGA-like 

antigens, these were substituted on different monosaccharides and at 

different positions by one to three methyl-groups, dramatically increasing 

the number of exposed antigens.  Finally, modelling of the interactions of 

differentially methylated HBGA identified in the two species with P-

domains of prototypical noroviruses strongly suggests that methylation 

of carbohydrate ligands may represent a new paradigm for the fine-

tuning of carbohydrate-protein interactions in nature and a new 

molecular player in the diversification of glycans involved the evolution 

of long-term host-pathogen recognition [32]. 

2. Results 

2.1 Release and analysis of N-glycans 

Three organs, namely gills, digestive tract and mantle were collected from 

three separate batches of 10-15 individuals from two different species of 
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oysters C. gigas and O. edulis, and immediately processed according to a 

standard procedure of N-linked glycans isolation [33]. Briefly, whole 

proteins and glycoproteins were solubilized from tissues by ultrasound 

treatment in presence of triton X100. After removing insoluble materials 

by centrifugation, glycoproteins were reduced and alkylated prior to 

enzymatic cleavage by trypsin in order to facilitate the action of peptide-

N-glycosidases (PNGases) used to release N-glycans from asparagine 

residues. N-glycans were sequentially released using two PNGases, 

PNGase F [34] then PNGase A [35], generating two pools of N-glycans 

according to the presence or not of C3 substitution, generally by a Fuc 

residue, of the reducing GlcNAc of the chitobiose core. The two sub-

glycomes, PNGase F and PNGase A, were analysed individually in order 

to obtain a more complete interpretation of the spectra. 

The analytical workflow of purified glycans is summarized in Figure 1. In 

brief, the organ specific N-glycomes of the two oyster species were first 

analyzed by GC/MS in order to determine their monosaccharide 

compositions. The N-glycan diversity was then evaluated by mass 

spectrometry in permethylated forms using MALDI-MS and MSn in order 

to achieve a higher sensitivity and generate more informative MSn spectra 

in terms of sequence and monosaccharide linkages. The in depth mapping 

and interspecies comparison of the natural methylation profiles of N-

glycans was performed by MS2 and MS3 sequencing following I-CD3 

derivation. Finally, individual epitopes were relatively quantified by LC-

MS3 analyses.  

 

 

Figure 1. Analytical workflow used to characterize N-glycome of gills, digestive 

tract and mantle of two oyster species, Crassostrea gigas and Ostrea edulis. Hyd/Red, 

hydrolysis and reduction; ICH3, permethylation; ICD3, perdeuteromethylation; 

OAc, peracetylation, F, PNGase F; A, PNGase A. 

 

2.2. Monosaccharides composition of N-glycans  

The monosaccharide composition of PNGase F and PNGase A released N-

glycans from both oyster species were established as acetylated alditol 

residues by GC/MS, in comparison with authentic standards of common 

monosaccharides. As expected, chromatograms showed the presence of 

Fuc, Xyl, Man, Gal, GalNAc and GlcNAc for glycans isolated from both 

species, albeit with a much lower proportion of Xyl in O. edulis in 

comparison with C. gigas (Fig. 2A and Table S1). Glc was also observed 

but considered as a ubiquitous contaminant that may originate from 

remnant glycogen that is synthetized in large amounts by oysters [36]. The 

chromatograms revealed three additional signals at RT 18.8, 26.0 and 

30.4min that did not match with authentic standards (Fig. 2A). EI-MS 

analysis of these three signals typified them as O-methylated 

monosaccharides Me-O-deHex (RT 18.8 min) Me-O-Hex (TR 26.0 min) 
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and Me-O-HexNAc (RT 30.4 min) as demonstrated below. The nature of 

these monosaccharides and the localization of methyl groups were 

established by GC/EI-MS following reduction with sodium borodeuteride 

(NaBD4) that allows to discriminate C1 from C6. Under these conditions, 

cleavage between skeletal carbons preferentially occurs between a carbon 

carrying a methoxy group and a carbon carrying an acetyl group 

generating two intense fragments which allows an easy positioning of the 

unique methyl group. In particular, EI-MS analysis of the GC/MS signal 

at RT 18.8 min identified in C. gigas generated two intense primary 

fragments [CDHOAc-CHOAc-CHOMe]+ at m/z 190 and [CHOMe-

CHOAc-CHOAc-CH3]+ at m/z 203, confirmed by the observation of 

secondary fragment ions generated by Mc-Lafferty rearrangements at 130 

and 141-101 respectively,  which localized the methyl group at the C3 

position of deHex residue and established the presence of Me-3O-deHex 

in C. gigas (Fig. 2B). EI-MS fragmentation of the signal at the same 

retention time from O. edulis samples generated a very different pattern 

characterized by two intense fragment ions [CDHOAc-(CHOAc)2-

CHOMe]+ at m/z 262 and [CHOMe-CHOAc-CH3]+ at m/z 131, which 

indicated that deHex residue was methylated on C4 in O. edulis (Me-4O-

deHex) rather than on C3 as in C. gigas (Fig. 2C). Then, EI-MS analysis of 

the second signal at RT 26 min showed two major signals at m/z 190 and 

m/z 261 identified as [CHOMe-CHOAc-CDHOAc]+ and [CHOAc-

CHOAc-CHOAc-CHOMe]+ fragments respectively, indicative of the 

presence of a Hex residue substituted by a methyl group in C3 position 

(Me-3O-Hex) (Fig. 2B). A set of signals at m/z 189 and m/z 262 attributed 

to [CHOAc-CHO-Ac]+ and [CHOMe-CHOAc-CHOAc-CDHOAc]+ 

fragments demonstrated the presence of a very minor methylated hexose 

at C4 position (Me-4O-Hex) co-eluting with the first one. Finally, the 

signal at RT 30,4 min was characterized as a Me-3O-HexNAc residue 

based on the observation of primary fragment [CDHOAc-CHNH2OAc-

CHOMe]+ at m/z 189 and [CHOMe-(CHOAc)2-CH2OAc]+ at m/z 261. Any 

possible ambiguity between a methylation on C3 or C4 position due to the 

combined presence of deuterium atom on C1 position and N-acetyl group 

on C2 position was lifted by running a similar experiment after NaBH4 

reduction rather than NaBD4 (data not shown). 
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Figure 2. Monosaccharide composition analysis of N-glycans. (A) Total Ion Count 

generated from GC-MS analysis of itol-acetate derivatives of (top) authentic 

standards, (middle) N-glycans released from the mantle of C. gigas by PNGase F, 

(bottom)  N-glycans released from the mantle of O. edulis by PNGase F. (B) EI-MS 

fragmentation patterns of itol-acetates signals from C. gigas at (top) 18.8 min 

identified as Me-O3-Fuc; (middle) 26.0 min identified as Me-O3-Man, inset (*) 

corresponds to a minor signal identified as Me-O4-Man; (bottom) 30,4 min 

identified as Me-O3-GalNAc. (C) EI-MS fragmentation patterns of itol-acetates 

signal at 18.8 min from O. edulis identified as Me-O4-Fuc, all other signals were 

identical to C. gigas. (D) Relative quantifications (in %) of monosaccharides 

calculated as the sum of individual signals of N-glycans released by PNGase F and 

A from the three tissues of C. gigas (yellow) and O. edulis (blue). The percentage of 

Me-3O-Man and Me-4O-Man was determined by computing the ratios of signals 

at m/z 190/261 vs m/z 189/262 recorded on the EI-MS spectra. (E) Ratios (in %) of 

Me-3O-Man (light green) and Me-4O-Man (dark green) in N-glycans isolated from 

individual tissues of C. gigas and O. edulis (G, gills; D, digestive tissue; M, mantle). 

 

In the absence of authentic standards to identify the nature of methylated 

deHex, Hex and HexNAc residues, samples were hydrolyzed, reduced 

and permethylated prior to analysis in order to negate the effect of natural 

methylation on monosaccharide migration and compared with authentic 

reduced-permethylated (Fig. S1). Identification of Fuc as the only deHex 

signal in all samples established the presence of Me-3O-Fuc and Me-4O-

Fuc differentially expressed in C. gigas and O. edulis. Then, the 

modification of the relative intensities of permethylated monosaccharides 
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compared to peracetylated ones established the presence of Me-3O-

GalNAc as well as a mixture of Me-4O-Man and Me-3O-Man in both 

oyster species. Altogether, GC-MS analyses of permethylated and 

peracetylated reduced monosaccharides of N-glycans isolated from C. 

gigas and O. edulis permitted identification of Me-3O-Fuc, Me-4O-Fuc, 

Fuc, Xyl, Me-3O-Man, Me-4O-Man, Gal, Me-3O-GalNAc, GalNAc and 

GlcNAc as the major components of N-glycans (Fig. 2A). A very small 

amount of Me-3O-Gal was also found in all of the samples. The 

identification of methylated monosaccharides in both species of oysters is 

in total agreement with numerous studies that have reported the 

occurrence of methylated monosaccharides in invertebrates glycans, 

including methylated GalNAc and Man residues substituting N-glycans 

isolated from the hemolymphe of the C.virginica oyster [30]. Comparison 

of the relative quantities of individual monosaccharides in all twelve N-

glycan fractions showed striking differences that were more pronounced 

between species than between tissues (Fig. 2D). The more obvious 

qualitative difference concerns the exclusive presence of Me-3O-Fuc in C. 

gigas compared to the presence of Me-4O-Fuc in O. edulis. Another 

dramatic difference concerns the much higher prevalence of Xyl in C. gigas 

N-glycans (up to 3.4 % in PNGaseF and 9.4% in PNGaseA) compared to 

O. edulis (up to 0.4 % in PNGase F and 2.2% in PNGase A) (Table S1).  In 

contrast, Me-3O-Man and Me-4O-Man have been identified in both 

species, but with very different ratios depending on the tissue, as 

illustrated by the large prevalence of Me-3O-Man in gills and mantle 

compared to the prevalence of Me-4O-Man in digestive tissues (Fig. 2E). 

Although the figures are different, similar trend is observed in both 

species, except for O. edulis PNGase-A fraction from gills in which the 

proportion of Me-4O-Man is slightly higher (Fig. S2). Finally, quantitative 

composition analysis suggests that O. edulis tissues are substituted by a 

much higher quantity of N-glycans than C. gigas, although a wide 

variability was observed between individual organs and types of N-

glycans (Table S1). It should however be noted that digestive track in C. 

gigas is noticeably richer in N-glycans than the two other organs, whereas 

it is lower in O. edulis. 

 

2.3. N-glycome analysis 

Permethylated N-glycans were detected as their [M+Na]+ adducts and 

their monosaccharides compositions were inferred by calculating the 

numbers of Hex, HexNAc, deHex and Pent residues. The nature of 

monosaccharides was postulated from the known conserved N-glycans 

biosynthetic pathways and further confirmed by composition analysis. 

Structural assignment of all glycans was mostly based on the specific CID 

MS/MS fragmentation patterns afforded by the [M+Na]+ molecular ions of 

permethylated glycans in positive mode, as previously documented [37]. 

MALDI-QIT-TOF mainly generated sodiated B-fragment ions from the 

non-reducing end of permethylated N-glycans [38]. These B-ion are 

particularly useful to reveal the presence of antigen motif such as HBGA 

or Lewis antigens. Other relevant B/Y fragmentation events also occurred 

between the two GlcNAc residues of the chitobiose moiety that generated 

B/Y-ions used to identify substituents on the terminal reducing GlcNAc 

such as common core-fucosylation or other substitutions. Moreover, the 

number of free -OH groups on terminal Man residues of the core 

generated by the release of antennae informed the number of antennae. 
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Along the B/Y cleavage events, C/Z ions between Hex or Fuc /1-3 

HexNAc from the non-reducing end of antennae permitted to 

unambiguously distinguish type-1 from type-2 LacNAc antennae and 

consequently Lea/Leb from Lex/Ley units. It should be noted that low 

energy collisions allowed by this mass spectrometer did not generate 

intense cross ring cleavages preventing further information on the bonds. 

 

2.3.1 N-glycome of C. gigas  

Altogether, we have confidently identified by mass spectrometry 88 N-

glycans from the C.gigas two sub-N-glycomes, as illustrated in Figure 3, 

that were labeled CG1 to CG88 and compiled in Table S2. These were 

assigned to four different families namely paucimannose (26 NG), 

oligomannose (9 NG), hybrid (2 NG) and complex (51 NG). Out of the 51 

complex N-glycans, it is noteworthy that the majority (34 glycans) were 

substituted by a single complex antenna that are referred to as 

pseudohybrid according to the recent review of Paschinger and Wilson, 

whereas the 17 remaining were complex bi-antennary N-glycans [29]. 

Figure 3. MALDI-MS analysis of permethylated N-glycans isolated from the 

mantle of Crassostrea gigas. Prior to their permethylation, N-glycans were 

sequentially released from mantle of C. gigas by (A) peptidyl-N-glycosidase F and 

(B) peptidyl-N-glycosidase A. Glycosyl composition assignment was based on the 

detected mass values for the [M+Na]+ molecular ions and subsequent MSn 

sequencing. Putative N-glycan structures were represented according to the 



Mar. Drugs 2023, 21, 342 9 of 30 
 

120 
 

standard Symbol Nomenclature for Glycan system (Varki et al., 2015). Complete 

list of identified N-glycans is provided in Table S2. The presence of an asterisk (*) 

above an m/z signal indicates that no structure could be deduced. 

 

Independently of the N-glycan types, 69 out of the 88 N-glycans isolated 

from C. gigas were substituted on their Man3GlcNAc2 core either by a Xyl 

residue (37 N-glycans) on the internal Man residue, or by one Fuc residue 

(36 N-glycans), two Fuc residues (14 N-glycans), one Fuc and one Hex 

residue (5 N-glycans) or yet a disaccharide Hex1Fuc1 (4 N-glycans) on the 

reducing GlcNAc residue. Substitution of the terminal reducing GlcNAc 

residue by a fucose residue was characterized by B-ions at m/z M+Na-451 

resulting from the chitobiose fragmentation and resulting multiple 

fragmentations. Core 1-3Fuc and 1-6Fuc were differentiated according 

to their susceptibility to PNGase F and A. Some N-glycans showed a 

reducing GlcNAc simultaneously substituted by a Fuc and a Hex residues 

(CG10, 16, 22, 30 and 66), as characterized by Y-ion at m/z 678 and its 

corresponding B-ion (Fig. 4A).   Substitution of the terminal reducing 

GlcNAc residue by two fucose residues (CG 6, 13, 17, 28, 31, 36, 43, 46, 51, 

62, 71, 72, 73, 77) was also characterized by the Y-ion [Fuc2HexNAc] 

detected at m/z 648 and its corresponding B-ions at M+Na-625 (Fig 4B). 

Finally, three glycans (CG20, 32, 65 and 76) with a terminal 

Fuc2HexGlcNAc tetrasaccharide were identified based on the observation 

of B/Y fragment ions at m/z 895/852. The observation of an additional Z-

ion at parent ion-206 strongly suggested that reducing GlcNAc was 

substituted by a Fuc residue on the C3 position and by a Fuc-Hex 

disaccharide on the C6 position, as exemplified for CG32 (Fig. 4C). Since 

CG 20, 65 and 76 were identified from the pool of N-glycans released by 

the PNGase F, it was concluded that this disaccharide was bound to the 

terminal reducing GlcNAc via an 1-6 linkage. 
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Figure 4. Repertory of MS2 and MS3 spectra of representative permethylated N-

glycans. MS2 spectra of N-glycans (A) CG29 and CG30, (B) CG36, (C) CG31 and 

CG32, (D) CG57 and CG58, (E)CG51, (F)CG84, (G) CG49 and (H) CG61 released 

from C. gigas by PNGase F. MS2 spectra of N-glycans (J) OE34 and OE35 and (K) 

OE42 released by PNGase A from O. edulis. All glycans were permethylated prior 

their analysis. (I) MS3 spectrum of the m/z 678 ion generated during MS2 analysis 

of the N-glycan CG61. N-glycan structures were represented according to the 

standard Symbol Nomenclature for Glycan system (Varki et al., 2015). 

 

Paucimannose N-glycans corresponding to the minimal structure Man2-4-

HexNAc2 were differentiated by the number of their Man residues, the 

presence of Fuc (0, 1, 2) or Hex (0, 1) residues on the reducing GlcNAc 
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residue and Xyl on the internal Man residue. The presence and 

positioning of Fuc and Hex residues on the internal GlcNAc residue was 

easily assessed owing to MS2 B-ion fragments resulting from the cleavage 

of the 1-4 GlcNAc bond of the chitobiose as for oligomannosylated N-

glycans. Depending on the presence of these residues on the Man2-

4GlcNAc1 core fragmentation generated B-ions at m/z 690 for Man2 (CG1, 

2, 6, 10), m/z 850 for Man2Xyl (CG4, 5, 13,16), m/z 894 for Man3 (CG3, 8, 9, 

17, 20, 22 and 32), m/z 1054 for Man3Xyl (CG7, 14, 15, 28, 29 and 30), 

m/z 1098 for Man4 (CG11, 19, 21 and 31) or m/z 1258  (CG18) Man4Xyl (Fig. 

4A). 

Out of the nine identified oligomannosidic type N-glycans, five signals at 

m/z 1580 (CG24), 1784 (CG38), 1988 (CG47), 2192 (CG52) and 2396 (CG63) 

were assigned to the so-called Man5–Man9 high mannose (Man) type 

NGs. Signal at m/z 2600 (CG74) calculated as Hex10HexNAc2 was also 

tentatively assigned to the biosynthetic intermediate Glc1Man9GlcNAc2 N-

glycan. The MS/MS fragmentation patterns of these six compounds did 

not reveal any obvious deviation from the canonical structures and thus 

these six NGs will not be discussed further. Finally, signals at m/z 1754 

(CG35), 1914 (CG42) and 2118 (CG50) where assigned to 

Fuc1Man5GlcNAc2, Fuc1Xyl1Man5GlcNAc2 and Fuc1Man6GlcNAc2 in 

which Fuc and Xyl are substituting internal GlcNAc and internal Man 

residues owing to core B-fragments at m/z 1303, 1463 and 1667, 

respectively (data not shown). 

Two N-glycans were classified as hybrid structure (CG41 and 58) for 

which Man1-6 and Man1-3 of the core were substituted by at last 1 Man 

residue and 1 GlcNAc residue, respectively. Their MS/MS patterns were 

characterized by the release of the LacNAc antennae as a Y-ion at m/z 1362 

identified as [HO-Hex4HexNac2+Na]+ (Fig. 4D). Single antennae complex-

type N-glycans was the most abundant family in C. gigas with 34 

identified N-glycans members (CG12, 23, 25-27, 33-34, 36-37, 39-40, 43-46, 

48-49, 51, 53-57, 60-62, 64-66, 70-73 and 77). They were characterized by 

the absence of substitution on one of the two terminal Man residues of the 

core whereas the second one was substituted by at least one GlcNAc 

residue. The canonical glycosylation pathways suggests that the antennas 

are associated with the Man1-3 of the penta-saccharide core but their 

exact localization on either Man1-3 or Man1-6 was not confirmed 

[40].The GlcNAc1-2 Man linkages were easily fragmented during MS2 

process to yield B- and Y-ions which corresponded to the terminal non-

reducing fragment and the core fragment respectively. Y-ions generated 

from pseudohybrid N-glycans demonstrated the presence of a single OH-

Man confirming that only one Man residue of the core was substituted. 

Primary Y-ions derived were detected at either m/z 1157 for unsubstituted 

core (CG 12, 27, 48 and 49), m/z 1317 for xylosylated core (CG23, 37, 53 and 

56), m/z 1332 for mono-fucosylated core (CG25, 26, 39, 40, 54, 55, 57 and 

61), m/z 1492 for xylosylated and mono-fucosylated core (CG33, 34, 44, 45, 

60, 64 and 70), m/z 1506 for di-fucosylated (CG36, 46, 62 and 72) (Fig. 4B), 

m/z 1536 for Fuc and Hex containing core ( CG65 and 66), and finally 

m/z 1666 for xylosylated and di-fucosylated core ( CG43, 51, 71 and 73) 

(Fig 4E).  When present, secondary fragments from Y-ions at m/z 880 or at 

m/z 1040 confirmed un-substituted (Hex3GlcNAc) (Fig. 4B) or Xylose 

substituted core (XylHex3GlcNAc) (Fig. 4E), respectively. 

Seventeen biantennary complex type N-glycans were observed in C. gigas 

(CG59, 67, 68, 69, 75, 76, 78-88) and identified according to MS2-generated 
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B- and Y-ions generated by the preferential cleavage of GlcNAc1-2Man 

linkage. As mentioned previously, when present, secondary Y-ions 

generated by the fragmentation of the chitobiose moiety generated signals 

at m/z 1026 or m/z 866 according to the presence or not of a Xyl residue on 

the internal Man residue (Fig. 4F).  Accordingly, Y-ions were detected 

either at m/z 1144 for unsubstituted core (CG59, 69, 79 and 80), m/z 1304 

for Xyl-core (GC67, 75, 81 and 83), m/z 1318 for Fuc-core (CG68, 82, 85 and 

87), m/z 1478 for XylFuc-core (CG84, 86 and 88)(Fig. 4F), m/z 1492 for Fuc2-

core (CG78) or m/z 1522 for FucHex-Core (CG76). 

The hybrid and complex type N-glycans were all characterized by the 

presence of complex antennae made of different epitopes including di-

saccharide mono-LacNAc, tetrasaccharide di-LacNAc, tetrasaccharide A-

group and pentasaccharide Leb/A-group epitopes that were identified by 

a combination of MS fragmentation, composition and linkage analyses. 

Twelve N-glycans (CG27, 37, 39-41, 44-46, 51, 69 and 75) were shown to 

be substituted by one, but never two, LacNAc epitope owing to the 

presence of a B-ion at m/z 486 and of its complementary M-463 Y-ions (Fig. 

4E). The systematic observation of single and multiple fragmentation Z-

ions resulting from the cleavage between Gal-GlcNAc strongly suggested 

the presence of 1-3 linkage and thus type-1 antennae. Type-1 LacNAc 

antennae were shown to be further substituted by an additional LacNAc 

repeat (CG49, 56, 57, 64, 80 and 83) as indicated by the presence of 

HexNAc2Hex2 B-ion at m/z 935 and HexNAc1Hex2 C-ion at m/z 708 on the 

corresponding spectra (Fig.4G). The absence of a Z-ion resulting from the 

cleavage between the terminal Gal residue and the GlcNAc strongly 

suggested that the additional LacNAc motif was of type-2 rather than 

type-1.  

The vast majority of hybrid and complex-type N-glycans were substituted 

by a single (CG CG48, 53-55, 58-62, 64-66, 70-73, 75-78, 80 and 83) or two 

(CG79, 81-82 and 84-88) terminal HexNAc(deHex)Hex trisaccharides 

tentatively identified as type-1 A-group epitope 

GalNAc1,3(Fuc1,2)Gal based on the observation of 

HexNAc2HexdeHex B-ion at m/z 905 (Fig.4F) and HexNAcHexdeHex C-

ion at m/z 678 (Fig.4H), as well as multiple Y-ions and Z-ions generated 

from the loss of terminal tetra- and trisaccharides respectively. MS3 

analyses of the C-ion at m/z 678 observed in all those N-glycans showed 

B-ions at m/z 282, in agreement with the presence of the terminal GalNAc 

of A-group epitope. Furthermore, the observation of a 0,2X-ion at m/z 271 

typified the internal Fuc(1,2)Gal motif , whereas the 0,3X-ion signal at m/z 

301 typified the GalNAc(1,3)Gal motif of the  A-group epitope confirming 

the attribution of the terminal trisaccharide as A-group epitope (Fig. 4I) in 

agreement with monosaccharides analysis.  

The terminal tetrasaccharide GalNAc1,3(Fuc1,2)Gal1,3GlcNAc could 

be further substituted by a Fuc in 1-4 position of the GlcNAc residue 

typifying N-glycans elongated with one (CG61, 70, 72, and 77) or two 

Leb/A-group motifs (CG87 and 88) as established by the presence of a B-

ion at m/z 1079 and of a signal at m/z 678 which was attributed to the 

GalNAc(Fuc)Gal C-ion (Fig.4H).  

 

2.3.2. N-glycome of O.edulis 

A similar analytical pipeline applied to O. edulis (Fig. 5) led to the 

identification by MS and MS/MS of 59 different N-glycans isolated from 
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gills, digestive tract and mantle, versus 88 in C. gigas. The decreased 

number of N-glycans in O. edulis compared to C. gigas was mainly due to 

the lower occurrence of xylose substituted N-glycans on internal Man (11 

versus 37 N-glycans in C. gigas). Even when identified, the corresponding 

N-glycans were detected by MS as very low intensity signals, whereas 

these were observed as major signals in C. gigas. (Fig. 3A and 3B). The 

lower occurrence of Xyl substitution was further confirmed by GC/MS 

composition analysis, as shown later in the present study. Conversely, the 

occurrence of N-glycans with Hex core-substitution was higher in O. edulis 

compared to C. gigas (16 vs 9).  

 

Figure 5. MALDI-MS analysis of permethylated N-glycans isolated from the 

mantle of Ostrea edulis. Prior their permethylation, N-glycans were sequentially 

released from mantle of O. edulis by (A) peptidyl-N-glycosidase F and (B) 

peptidyl-N-glycosidase A. Glycosyl composition assignment was based on the 

detected mass values for the [M+Na]+ molecular ions and subsequent MSn 

sequencing. Putative N-glycan structures were represented according to the 

standard Symbol Nomenclature for Glycan system (Varki et al., 2015). Complete 

list of identified N-glycans is provided in Table S1. The presence of an asterisk (*) 

above an m/z signal indicates that no structure could be deduced. 

As for C. gigas, N-glycans were distributed in paucimannose (24), 

oligomannose (7), hybrid (1) and complex families (27) (Table S2), 
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according to the substitution pattern of the terminal Man residues of 

Man3GlcNAc2 pentasaccharide core with a combination of single GlcNAc, 

and LacNAc-based complex antennae. According to MS/MS 

fragmentation analyses, the vast majority of LacNAc-substituted N-

glycans comprised one and two antennae, except for a single tri-antennary 

complex N-glycan (OE59) observed at m/z 3952. Three N-glycans (OE40, 

55 and 57) were substituted with LacNAc2 repeat but the vast majority of 

LacNAc motifs were substituted by both Fuc and GalNAc to define A-

group antigen (OE33, 39, 41, 44, 45, 47-49, 51-59) and for some of them an 

additional Fuc on the GlcNAc that defines an ALeb antigen (OE44, 49 56-

58). In contrast to C.gigas, 7 N-glycans (OE29, 31, 34-36, 43, 52) were 

characterized by the presence of terminal Fuc1,2Gal1-3GlcNAc motif 

owing to intense Z-ion at M+Na-410 resulting from the fragmentation of 

the Gal1-3GlcNAc linkage, coupled to B-fragment ion of Fuc1,2Gal1-

3GlcNAc at m/z 660, as exemplified for OE35 (Fig. 4J), which strongly 

suggests the presence of terminal type-1 H-antigen in those N-glycans. In 

OE34 the observation of B-ion at m/z 834 rather than 660 the presence of a 

Leb antigen. In addition to the presence of H and Leb Ag, MS2 analysis of 

N-glycans OE37 and OE42 revealed the presence of a terminal 

disaccharide GalGal though the C/Z cleavage which occurred between 

Gal and GlcNAc of the LacNAc antennae. The C/Z cleavage confirmed 

also the existence of the GalGal sequence at the terminal position 

moreover the B-ion at m/z 864 revealed the presence of a Fuc residue on 

the GlcNAc of the antennae (Fig. 4K for OE 42). Comparative analysis 

between organs established that all three tissues from O.edulis, gills, 

digestive tract and mantle, expressed essentially similar N-glycan profiles, 

although the digestive tract expressed a slightly lower structural diversity 

(Table 1).  

Altogether comparison of the N-glycomes of both species revealed not 

only a large variability in terms of diversity, C. gigas N-glycome being 

much more diverse than that of O. edulis, but most importantly in terms 

of antigenic presentation. Out of the 109 different N-glycans identified by 

mass spectrometry analysis of permethylated derivatives, only 38 were 

commonly expressed in both species (Fig. 6A). However, most of these 

common N-glycans were part of oligomannosylated and 

paucimannosylated families. In contrast, N-glycans substituted by 

complex branches, exhibited very low similarities between species, with 

only 13 identified common N-glycans out of 65 (Fig. 6A). (Leb)/A-group 

appeared as the only common antigenic hallmarks in both species which 

otherwise differed widely in the expression of terminal epitopes: type-1 

and type-2 LacNAc for C. gigas and Gal-Gal and (Leb)/H-group for 

O.edulis (Fig. 6B). 
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Figure 6. Distribution of common and specific terminal glycan epitopes in C. gigas 

and O. edulis. (A) Venn diagram showing the distribution of common epitopes in 

C. gigas (in yellow) vs O. edulis (in blue). The numbers indicate the number of 

glycans identified in each species and the sizes of the circles and intersections are 

proportional to the number of N-glycans. Diagrams were generated by BioVenn 

(Hulsen et al., 2008). Top diagram cumulates all identified N-glycans; other 

diagrams correspond to individual family of N-glycans as depicted. (B) 

Distribution of the different oligosaccharide motifs (LacNAc, LacNAc repeat, 

GalGal[Fuc]GlcNAc-, A Ag, ALeb Ag, Leb and H-type 1 Ag from top to bottom) 

identified on the pentasaccharide core in the two oyster species. Ticks indicate the 

presence of the motif in each species. (C) Summary of the methylation status of 

terminal HBGA in C. gigas and O. edulis. 

 

2.4. Methyl N-glycome analysis 

2.4.1. Localization of methyl groups on HBGA 

Based on sequence and composition analyses, the methylated 

monosaccharides Me-3/4O-Fuc, Me-3/4O-Man and Me-O3-GalNAc were 

further localized on the N-glycans isolated from the different samples by 

mass spectrometry following per-deuteromethylation thanks to the 3 m.u. 

difference that it generates compared to its predicted per-

deuteromethylated form. Consequently, mono, di, tri and tetra 

methylated N-glycans isomers were differentiated owing to the 

observation of -3, -6, -9 and -12 m.u. deviations from MS analyses and the 

positions of methylated monosaccharides within individual glycans were 

established by MS2 and MS3 fragmentation (Table S3). In total, MS 

analyses of per-deuteromethylated N-glycans allowed the identification 
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of 104 compounds substituted by 0 to 4 methyl groups in C. gigas and 49 

in O. edulis, all derived from the basic structures identified after 

permethylation. It should be noted that all the N-glycans identified as 

permethylated derivatives could not be retrieved as per-

deuterometylated derivatives due to lower sensitivity, either due to lower 

efficiency of substitution by I-CD3 and/or the isomeric dispersion for 

individual N-glycans caused by multiple methylation states. Per-

deuteromethylated N-glycans were further analyzed by MS2 and MS3 in 

order to localize individual methyl groups on previously identified 

epitopes. Irrespective of the origin, Me-3/4O-Man residues were 

systematically localized on the Man3GlcNAc2 core of N-glycans from 

oligomannosylated, paucimannosylated and (pseudo)hybrid families 

owing to intense Y- and Y/B-fragmentation ions generated by the cleavage 

of GlcNAc linkages which values depend on its substitution by Xyl and 

Fuc residues, as exemplified by the observation of Y-ion at m/z 1203 and 

B/Y secondary ion at m/z 914 (Fig. 7A) or Y-ion at m/z 1549 and B/Y ion at 

m/z 1079 (Fig. 7B). In accordance with the literature that reports the 

presence of methylated mannose on the Man3- and/or Man6 of the 

trimannosylated core in numerous invertebrates, we postulated that the 

latter methyl group was localized on the terminal Man residue [42]. 

 

Figure 7. MALDI MS sequencing of the partially methylated and 

deuteromethylated N-glycans from C. gigas for the precise location of methyl 

group. (A) MALDI-MS2 and MS3 spectrum of N-glycan CG48 and (B) MALDI-

MS2 of N-glycan CG70. N-glycans were released by peptidyl-N-glycosidase F from 

C. gigas and permethylated with I-CD3 prior their analysis. For CG48, MS2 signal 

at m/z 702 corresponding to mono-methylated terminal A-Ag was selected for MS3 

fragmentation. 

 

Then, Me-3O-GalNAc and Me-3/4O-Fuc residues could be localized on 

the different HBGA-like terminal epitopes identified above in the two 

species of oysters (Fig. 7A). In C. gigas, as exemplified by MS2 analysis of 

the di-methylated N-glycan CG48 at m/z 2118, one methyl group was 

localized on the terminal A-group epitope owing to the intense C/Z couple 

ions at m/z 702/1439 whereas another one was localized on the  
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trimannosylated (Fig.7A). MS3 analysis of the C-ions at m/z 702 

demonstrated that the methyl group on the A-antigen was exclusively 

substituting the terminal GalNAc monosaccharide owing to the 

observation of the C/Z couple ions at m/z 291/434, and in agreement with 

the absence of CH3- group on Fuc residue, as demonstrated by the Y ion 

at m/z 505 and X ions at m/z 280 and 310 (Fig.7A). Similar analysis on tri-

methylated isomer of CG70 at m/z 2642 showed the presence of two 

methyl groups on the terminal Leb A-group pentasaccharide owing to the 

B/Y couple ions at m/z 1116/1549, out of which one was substituting the 

terminal A-group trisaccharide owing to the intense C/Z couple ions at 

m/z 702/1962 (Fig. 7B). MS3 analysis of the C-ions at m/z 702 also 

demonstrated the presence of a terminal Me-O-GalNAc residue, as in 

CG48 (data not shown). Considering that the composition analysis did not 

show the presence of Me-O-GlcNAc, the second methyl group on the 

antenna was localized on the Fuc1,4 residue of the Leb epitope. Coupled 

with monosaccharide composition analysis (shown in Figure 2) with 

systematic MS2 and MS3 analyses on per-deuteromethylated N-glycans 

indicated that HBGA of complex N-glycans isolated from C. gigas were 

partially methylated on the C3 position of terminal GalNAc residue of the 

A-group antigen and on the C3 position Fuc1-4 residue of the Leb 

antigen to generate a mixture of unmethylated, mono- and di-methylated 

A- and ALeb-antigens as depicted on Figure 6C. 

A similar analytical approach on N-glycans from O.edulis showed that 

complex N-glycans from this species could be similarly substituted by a 

methyl group on terminal GalNAc residue of A-group Ag as well on Fuc 

residue of the disaccharide Fuc1-4GlcNAc of the A-Leb epitope. In 

addition, MS2 and MS3 analysis of multimethylated complex N-glycans 

showed that Fuc1,2 that substitutes the Gal residue of the A antigen 

could also be methylated, contrarily to C. gigas where it is not. As 

exemplified by the fragmentation of di-methylated OE39 at m/z 2296, the 

MS2 C/Z couple ions at m/z 699/1619 demonstrated the presence of two 

CH3- groups on the terminal GalNAc1Fuc1Gal1 trisaccharide that were 

localized on terminal GalNAc and H-type Fuc residues by MS3 analysis of 

C ion at m/z 699 owing to Y-ions at m/z 505 and 431 (Fig. 8A). The GalNAc 

residue as well as the two Fuc residues could also be simultaneously 

methylated to form a trimethylated ALeb epitope, as observed for the 

tetra-methylated OE44 (Fig. 8C). Finally, MS2 fragmentation analysis of H-

antigen containing N-glycans confirmed that the terminal Fuc1,2 residue 

of the H-disaccharide could also be methylated, owing to the observation 

of B/Y couple ions at m/z 685/1383 and the Z ion at m/z 1619 (Fig 8B). 

Altogether, analyses showed that N-glycans from O. edulis were 

substituted by a combination of A- and ALeb-antigens methylated on C3 

position of terminal GalNAc residue and on C4 positions of H- and Lewis 

Fuc residues, as well as on C4 positions of Fuc residue of terminal H-

antigen as depicted on Figure 6C. 
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Figure 8. MALDI MS sequencing of the partially methylated and 

deuteromethylated N-glycans from O. edulis for the precise location of methyl 

group. (A) MALDI-MS2 and MS3 spectrum of N-glycan OE44 and (B) MALDI-MS2 

of N-glycan OE31. N-glycans were released by peptidyl-N-glycosidase F from O. 

edulis and permethylated with I-CD3 prior their analysis. For OE44, MS2 signal at 

m/z 702 corresponding to mono-methylated terminal A-Ag was selected for MS3 

fragmentation. 

 

2.4.2. Relative quantification of methylated antigens 

To evaluate the proportion of differentially methylated A and ALeb 

antigens in the gills, mantle, and digestive tract of C.gigas and O.edulis, 

deuteromethylated N-glycans were further subjected to comprehensive 

data-dependent HCD-MS2 acquisition by reverse phase C18 nano-LC-MS2 

analysis [43]. Under the acidic solvent conditions used, the parent glycans 

were mostly protonated, which favored primary MS2 cleavages at 

HexNAc to produce nonreducing terminal oxonium ions, often 

accompanied by loss of terminal residue via secondary glycosidic 

cleavages. Each of the distinctive MS2 fragment ions produced and 

measured at high mass accuracy (< 5 ppm) would identify a specific 

terminal glycotope or its substructure. The summed intensity of each of 

these target ions extracted from all the MS2 spectra acquired across the 

entire LC range where the glycans eluted is indicative of their respective 

glycomic abundance in comparative analyses. This allowed the relative 

abundance of the A and ALeb antigens differing only in their methylation 

status and distributed over a diverse range of parent N-glycans to be 

relatively quantified. As shown in Fig. 9, glycans carrying differentially 

methylated A antigen would afford the characteristic MS2 ions at m/z 919 
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(no CH3), 916 (1 CH3) and 913 (2 CH3). Additional loss of Fuc produced 

the ions at m/z 722 (no CH3) and 719 (1 CH3), whereas loss of the terminal 

GalNAc yielded the ions at m/z 648 (no CH3) and 645 (1 CH3. The overall 

pattern is consistent with both the terminal GalNAc and Fuc of A antigen 

could be methylated but more completely so for the GalNAc.  Similarly, 

glycans carrying ALeb antigen with up to 3 methylations would afford the 

ions at m/z 1099 (no CH3), 1096 (1 CH3), 1093 (2 CH3) and 1090 (3 CH3), 

while further loss of the mostly methylated terminal GalNAc produced 

the ions at m/z 828 (no CH3), 825 (1 CH3) and 822 (2 CH3). The methylation 

status of the extra Fuc on the GlcNAc of ALeb could be relatively 

quantified by the ions at m/z 417 (no CH3) and 414 (1 CH3) for the internal 

Fuc 1,4GlcNAc disaccharide moiety.  

  

 

Figure 9. Relative quantification of native and methylated form of A Ag and Leb 

Ag. Deuteromethylated N-glycans of C. gigas and O. edulis were analyzed by LC-

MS2. Characteristics MS2 ions for individual antigens and their respective 

methylated forms were identified as depicted on top. Proportions of methylated 

individual glycan epitopes were quantified in N-glycans isolated from the three 

tissues of (A) C. gigas and (B) O. edulis. Light gray, 0 CH3 group; orange, 1 CH3 

group; blue, 2 CH3 groups. G, gills ; D, digestive tract; M, mantle. 

 

Identification and relative quantification of each of the target MS2 ions in 

the PNGase F-released N-glycans confirmed that the A antigen from both 

C. gigas and O. edulis was almost completely methylated at the terminal 

GalNAc, whereas the Fuc1,2 was methylated at a significant level only 

in O. edulis, as shown by the detection of di-methylated A antigen (m/z 

913) and mono-methylated internal Fuc1,2Gal1,3GlcNAc (m/z 645) 
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fragments only in O. edulis. Relative quantification of these ions further 

indicated that the A antigen was almost completely mono-methylated in 

the three organs of C. gigas, although with less than 10% unmethylated 

form in the digestive tissue. (Fig 9A). Analysis of O. edulis tissues, on the 

other hand, showed that the terminal A antigen in all three tissues was 

more than 80% substituted by at least one methyl group while a 

significant proportion was di-methylated (Fig. 9B). The MS2 ions at m/z 

722/719 and m/z 648/645 further indicated that more methylated Fuc1,2 

was found in the mantle of O. edulis than in the other two tissues, 

consistent with a much higher proportion of di-methylated A antigen in 

this tissue (>50%) compared to the other two (<25%) (Fig 9B). For ALeb 

antigen, the ion intensity ratio of signals at m/z 414 vs 417 showed that the 

extra Fuc1,4 residues could be methylated in both species, with much 

higher level in gills and mantle relative to digestive tissue. Due to this 

extra methyl, the ALeb antigen can carry up to 3 methylation, particularly 

in O. edulis, since it also has a significantly higher level of methylation on 

the other Fuc compared to C. gigas. However, due to the preferential MS2 

cleavage of the terminal GalNAc residue, the overall signal intensities of 

the signals associated with the methylated forms of the ALeb antigen were 

very low and could not be reliably quantified. 

 

2.5. Molecular modeling of Norovirus P domain interaction with methylated A 

antigens 

In order to determine the potential influence of methyl groups decorating 

the terminal A antigen trisaccharide on the interactions of oyster 

saccharides with human noroviruses from different genogroups, the 

interaction maps of a GI.1 (Norwalk virus) and GII.3 (TV24) with non-

methylated Human A-antigen were compared with those of mono- and 

di-methylated epitopes identified in C. gigas and O. edulis. To do that, the 

X-ray crystallographic structures of the P domain of GI-1 (PDB code 3D26) 

and GII.3 (PDB code 6IS5) viruses in complex with A-trisaccharide or A-

tetrasaccharide respectively were used as patterns. The glucose of the A-

tetrasaccharide was removed and hydroxyls at position 3 of GalNAc and 

4 of Fuc in the trisaccharides were substituted by a methyl group to model 

saccharides exposed on the surface by oyster species Crassostrea gigas and 

Ostrea edulis. Non-bond interactions between the atoms of viruses and 

those of saccharides were monitored using BIOVIA Discovery Studio 

visualizer (Dassault Systèmes, San Diego). First, the recognition between 

GI-1 and oyster epitopes appeared to differ by the loss of two hydrogen 

bonds (HB) between the oxygen (O) at position 3 of GalNAc and the 

residues Asp327 and Ser377 of GI-1 P domain due to the methylation of 

this position in both C. gigas and O. edulis, thus potentially weakening the 

interaction (Fig. 10).  
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Figure 10. Structural models of GI.1 (Norwalk) and GII.3 (TV24) P dimers in 

complex with oyster trisaccharides. Structure of Norwalk (A and B) and TV24 (C 

and D) P dimer in complex with Me3GalNAc1,3(Fuc1,2)Gal (A and C) and 

Me3GalNAc1,3(Me4Fuc1,2)Gal (B and D). HB and CHB between atoms of 

virus P domain and atoms of saccharides are shown in green and pale green 

dashed lines respectively. 

 

However, GI.1 strain seems to recognize in a similar manner both 

saccharides Me3GalNAcα1,3(Fuc1,2)Galβ and 

Me3GalNAcα1,3(Me4Fuc1,2)Galβ. The oxygen (O) at position 4 of 

GalNAc makes hydrogen bond (HB) with Pro378 whereas O2 of Fuc 

makes HB with Ser380 of GI-1 (Fig. 10 A). In comparison, recognition by 

GII.3 seems stronger as it involves a larger number of HB (Fig. 10 B). The 

Fuc residue makes 5 HB with Gly451, Asp386, Thr357 and Arg358 and 2 

carbon HB (CHB) with Thr356 and Thr357 of TV24 virus and the GalNAc 

residue makes 1 HB with Lys363 of TV24 when only GalNAc is 

methylated at position 3. The methylation of Fuc at position 2 causes the 

loss of 2 HB and 1 CHB. These observations suggest that the attachment 

of the GII.3 strain to glycans of the Crassostrea gigas oyster species is  

stronger than that of the GI.1 strain. However, attachment of the latter 

strain should be similar between the two oyster species, whilst binding of 

the GII.3 virus by Ostrea edulis may certainly be weaker than that by 

Crassostrea gigas depending on the quantity and proportion of 

Me3GalNAc1,3(Fuc1,2)Gal and Me3GalNAc1,3(Me4Fuc1,2)Gal 

in Ostrea edulis. 

 

Table 1. 2D diagram of the detailed HB (green dashed lines) and CHB (pale green 

dashed lines) network between amino acids of the P domain of viruses and 

individual saccharides of the A-trisaccharide. 

V

irus 

Trisaccharides 

α-L-Fuc-(1→2)-[α-D-

GalNAc-(1→3)]-β-D-Gal 

α-L-Fuc-(1→2)-[α-D-

Me3GalNAc-(1→3)]-β-D-Gal 

α-L-Me4-Fuc-(1→2)-[α-

D-Me3GalNAc-(1→3)]-β-D-Gal 
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3. Discussion 

Although belonging to the same Ostreoidea superfamily, the two oyster 

species Crassostrea gigas and Ostrea edulis showed very different N-glycan 

profiles in terms of variability, modification of the ManGlcNAc2 core, 

expression of terminal antigens and methylation patterns. Of the 109 

unique N-glycans identified, 88 in C. gigas and 59 in O. edulis, excluding 

the variability generated by methylation modification, only 38 were 

common to both species (Fig.6). Most of these common glycans are 

oligomannosylated and pauci-mannosylated N-glycans, leaving only 13 

that present complex type branches commonly expressed in both species. 

These N-glycans exhibit many structural features of Man3GlcNAc2 core 

that have been previously described in invertebrates [29]. Among those, 

complex type N-glycans showed a high proportion of core fucosylation, 

either in 1-6 linkage or 1-3 linkage, out of which some simultaneously 

present both 1-6 and 1-3 fucose residues (about 12 % in C gigas and 20% 

in O. edulis) already described in invertebrates [44]. Fuc1-3 has been 

widely detected outside Human’s glycoproteins in plants [45], insects [46] 

and nematode [47] and shown to be transferred by -1,3-

fucosyltransferase (FUT-1) [48]. Based on data collected in Caenorhabditis 

elegans and Drosophila melanogaster, it was suggested that 1,3 and 1,6 

core fucoses are sequentially added to chitobiose core by FUT1 and -1,6-

fucosyltransferase (FUT-6) [48,49]. Among invertebrate-specific core 

modifications, we also observed the presence of a disaccharide Fuc-Hex 

on the reducing terminal GlcNAc residue. Here, MALDI-MS/MS did not 

allow us to discriminate between Fuc-Hex or Hex-Fuc disaccharides, nor 

to identify the nature of hexose as in Gal-Fuc motif previously reported to 

results from the galactosylation of the core 1,6-fucose by GALT-1 

galactosyltransferase [29,50]. This unusual galactosylation has also been 

reported for 1,3Fuc linked to either the reducing terminal GlcNAc and/or 

the non-reducing terminal GlcNAc of the core [47]. We also observed the 

presence of a single Hex residue on the terminal reducing GlcNAc of 

numerous N-glycans in both species (26% of N-glycans in O. edulis and 

11% in Crassostrea gigas). A similar modification was observed in Volvarina 

rubella a margin snail of the clade Neogastropoda [51] and in the oyster 

Crassostrea Virginica [30] and was described as a Man residue based on its 

sensitivity to -mannosidase [30,51]. When present, this Hex was 
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observed either alone or in combination with a single Fuc residue or more 

rarely associated with a second Hex on the terminal reducing GlcNAc in 

Ostrea edulis. The nature of this core modification was not further inquired 

as the main object of the present report was the terminal complex epitopes 

that may serve as ligands for virus. Finally, xylosylation of internal Man 

residue was shown to be a common feature of N-glycans isolated from C. 

gigas and O. edulis, although in various amount in each species (about 42% 

of N-glycans are substituted by Xyl residues in C. gigas and 19% in O. 

edulis), as observed in numerous species of parasites and gasteropodes  

[52–54]. Noticeably, no Xyl residue was found on N-glycans isolated from 

the pacific oyster Crassostrea virginica, which strongly suggests that this 

modification is highly species specific [30].  

More than half of the complex type N-glycans (51% in C. gigas and 62% in 

O. edulis) were substituted by a terminal A-antigen motif, associated or 

not with an internal Leb motif to form the ALeb motif, and a minority by 

a terminal H-antigen in O. edulis (14%), but none in C. gigas. All GalNAc 

residues identified in N-glycans of both C. gigas and O. edulis, irrespective 

of the tissue, are part of either A- and ALeb-Ag, suggesting that the 

amount of GalNAc residues is a direct reflection of the amount of terminal 

A-antigen present in the tissues of the two oyster species. With the 

exception of a single N-glycan, the same conclusion can be drawn in C. 

virginica [30]. Quantification of GalNAc in N-glycans (Table S1) 

demonstrates that tissues from O. edulis express from two (in digestive 

track) to five times (in the gills and mantle) more A- and ALeb-Ag than 

tissues from C. gigas, which results in an increased exposure of potential 

glycan-ligands of noroviruses on O. edulis compared to C. gigas.  

The two species also differ in their methylation patterns, as demonstrated 

by the detailed localization of methyl groups on monosaccharides on 

individual N-glycans, in a tissue-specific manner. In both species, most of 

the GalNAc residues were shown to be methylated at their C3 position, 

although in different proportions according to the tissues : about 55% in 

gill (CG 54% and OE 59%), 66% in digestive track (67% in CG and 65% in 

OE) and 78% in mantle (79% in CG and 76% in OE). In comparison, about 

37% of the GalNAc was reported to be methylated in the Pacific oyster C. 

virginica [30]. About 25% of the fucose was also shown to be methylated 

in C. gigas and O. edulis (19% in CG and 29% in OE) whereas no 

methylated fucose was observed in C. virginica [30]. However, in contrast 

to GalNAc which was methylated at the C3 position in both species, Fuc 

residues were methylated in a species-specific manner at the C3 and C4 

positions in C. gigas and O. edulis respectively, demonstrating the 

existence of an exquisitely specific methylation process. It should be noted 

that both 3-O-Me-GalNAc and 3-O-Me-Fuc have been previously 

identified in glycolipids isolated from the freshwater mussel Hyriopsis 

schlegelii, but to our knowledge the presence of 4-O-Me-Fuc has never 

been reported in invertebrates [55]. Similarly to GalNAc and Fuc, about 

25% of the Man residues in N-glycans isolated from the three tissues of 

the two species were methylated. However, 3-O-Me-Man and 4-O-Me-

Man, were simultaneously identified in both species but in very different 

ratios according to the tissues (Fig. 2).  

Surprisingly, our analyses did not reveal any sulfation on the N-glycans 

in C. gigas, in contrast to the Pacific oyster the glycans of which were 

shown to be heavily sulfated on galactose residues, either in terminal 

position or within A antigenic motif [30]. Sulfation is indeed a ubiquitous 

and well known modification affecting various monosaccharides such as 
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the galactose or glucuronic acid residues in humans or sialic acid in sea 

urchins [56,57]. Sulfated N-glycans are however notoriously difficult to 

detect by mass spectrometry-based glycomic analysis due to ion 

suppression, which occurs regardless of the positive or negative mode 

chosen. Furthermore, during the classical methylation protocol, 

permethylated sulfated N-glycans are totally or partially lost during the 

chloroform/water cleaning procedure due to their solubility in water. To 

overcome this problem, solid phase extraction using a weak anion 

exchange cartridge was used to recover putative sulfated N-glycans, as 

previously demonstrated [58,59]. Several attempts using this optimized 

procedure coupled to MALDI-MS analysis operating in negative and 

positive modes failed to identify any sulfated compound, strongly 

suggesting that N-glycans of C. gigas are devoid of sulfate substitution, in 

contrast to Crassostrea virginica. 

Although the two oyster species studied here present HBGA motifs, these 

were shown to be, for a large part, modified by methyl groups in contrast 

with human HBGAs. These modifications may affect the binding and 

bioaccumulation of norovirus strains. To begin exploring this possibility, 

we modeled the interaction of two viral strains with different versions of 

A-group epitope. The Norwalk and TV24 strains were used for the 

analysis because their binding modes to HBGAs are representative of the 

GI, and GII binding modes of the majority of circulating human strains 

[60–62]. The modeling results should be considered with caution since 

they do not take into account dynamic aspects of the virus-glycan 

interactions nor the effect of glycans clustering. They nonetheless show 

relevant potential differences between the GI and GII attachment to the 

two oyster species. Because the GII.3 strain interaction with Crassostrea 

gigas involves more HB than that of the GI.1 strain, it suggests a higher 

binding of GII.3 strains to tissues of that oyster species. This might explain 

the previously reported binding and bioaccumulation of GII to a larger set 

of oyster tissues [19,25,26,28,63]. Interestingly, interaction of the GI strain 

does not appear to be different between the two oyster species Crassostrea 

gigas and Ostrea edulis, whilst that of the GII strain is expected to be much 

lower in the latter species, according to the amount and tissue distribution 

of methylated 1,2-linked fucose. These observations suggests that the 

attachment of norovirus to oyster tissues may not only be virus strain-

dependent, but also dependent on species, Ostrea edulis being possibly less 

prone to bioaccumulate epidemiologically dominant viral strains 

(personal observation). These hypotheses should be experimentally 

demonstrated, ideally by the use of saturation transfer difference (STD) 

NMR spectroscopy that provides a direct mapping of the glycan epitope 

recognized by VLP. This approach allowed us to precisely map the glycan 

epitopes recognized by norovirus epitopes out of synthetic type 1, type 2, 

type 3, type 5, and type 6 blood group A- and B-tetrasaccharides without 

relying on X-ray crystallography analysis of carbohydrate-protein 

complexes could be directly applied to differentially methylated A-

antigens either from natural source or generated by chemical synthesis 

[64,65]. 

4. Materials and Methods 

Preparation of anatomic pieces   

Crassostrea gigas and Ostrea edulis adult oysters of commercial size were 

bought live in November 2018 from a local shellfish producer. Upon 

arrival at the laboratory, oysters were shucked, their body removed from 
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the shell and dissected on ice using sterile scalpels and pliers. Three 

tissues (the gills, the mantle, and the digestive tract) were collected from 

10 to 15 individuals, pooled per tissue type, and stored at -80°C Before 

use, tissues were homogeneized for 2 min in water using gentleMACS™ 

Dissociator (Miltenyi Biotec, France), freeze dried and stored at -20°C until 

further use. 

 

Preparation of N-glycans 

Digestive tract, gills or mantle (100mg) were suspended in 1mL of PBS 

containing 1% of triton X-100 and sonicated for 2 min in an ice bath. The 

mixture was stirred at 37°C overnight. After centrifugation at 13000rpm 

for 10min at room temperature, proteins and glycoproteins contained in 

supernatants were reduced by 100L of a 0.1M DTT in PBS solution at 

37°C for 1h under stirring and then alkylated by adding 110L of a 0,5M 

iodoacetamide in PBS solution and incubate at 37°C for 1h under stirring. 

Proteins and glycoproteins were precipitated by adding 130L of a 

saturated trichloroacetic acid solution and placed at -20°C for 30min. After 

centrifugation at 13000rpm for 10 min at 4°C, the pellet was washed 3 

times by 1mL of cold acetone (-20°C). After drying with a vacuum Speed 

Vac (5min.), 500L of a 50mM NH4HCO3 solution were added followed 

by 40L of a 2mgmL-1 trypsin in a 50mM NH4HCO3 solution and incubate 

at 37°C for overnight. Contaminating glycogen fragments were removed 

on a C18 SPE cartridge equilibrated in a 5% acetic acid solution (10mL). 

Peptides and glycopeptides were recovered by passing successively 10mL 

of a 20%, 40% and 60% 2-propanol in 5% acetic acid. After freeze drying, 

they were resuspended in 500L of a 50mM solution and 1L of a PNGase 

F (62,5 IU) was added to release N-glycans which were recovered in the 

unretained fraction of a C18 SPE cartridge operated as previously. 

Peptides and insensitive PNGase F glycopeptides were recovered by 

pooling the 3 different isopropanol fractions (20, 40 and 60%) and freeze 

dried before digestion by PNGase A according to the manufacturer 

recommendations. 

 

Protein assay 

Protein concentrations were measured in triplicate by Micro BCA™ Kit 

(Thermo scientific) on 96-well microplate following the manufacturer 

recommendations and using Bovine Serum Albumin 1mg/mL as 

standard. 

 

 

Permethylation of N-glycans 

N-glycans were dissolved in 400l of a slurry base extemporaneously 

prepared as follows. 400l of a 50% sodium hydroxide in water were 

vigorously mixed to 800l of methanol and then 4mL of DMSO. After 

centrifugation at 1500rpm for 1min at room temperature, insoluble 

reagent was removed and the resulting clear solution washed again with 

4mL of DMSO. The operation was repeated until no insoluble compound 

was observed. Iodomethane or deuterated iodomethane (200l) was 

added to the slurry base and the methylation was achieved in 30 min at 

room temperature under stirring. The reaction was stopped by adding 

2mL of a cold 5% acetic acid solution and 1mL of chloroform. Aqueous 

phase was removed and the chloroform phase was washed 5 times with 2 

mL of water before drying under a stream of nitrogen 
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MALDI-MS analysis 

The permethylated or deuteromethylated N-glycans were solubilized in 

100 L of ACN and 1 L was mixed with 1L of a matrix solution 

prepared by dissolving 10mg.mL−1 of 2,5-dihydroxybenzoic acid in 1mL 

NaOH 1mM and spotted on a MALDI plate. MS and MSn spectra were 

acquired on a 4800 Proteomics Analyzer mass spectrometer (Applied 

Biosystems, Framingham, MA, USA) and on an Axima Resonance 

spectrometer (Shimadzu Kyoto, Japan) respectively, in positive reflectron 

modes. For MS2 experiments, collision energy was tuned from 300 to 

600eV and argon was used as collision gas with a CID control manually 

adjusted (between 80 ∼ 130) to achieve optimum degree of fragmentation. 

For MS3, ion selection occurred with standard resolution with the same 

collision energy. 

 

Quantification of A and ALeb epitopes by nanoLC-MS/MS 

Deuteromethylated glycan samples were analyzed by reverse phase C18 

nanoLC-MS/MS on an Orbitrap Fusion Tribrid Mass Spectrometer system 

(ThermoFisher Scientific) fitted with a ReproSil-Pur 120 C18-AQ column 

(120 Å, 1.9 µm, 75 μm × 200 mm, Dr. Maisch), using the same LC 

conditions and data acquisition method as described previously (Tseng et 

al, 2021). The HCD-MS2 data acquired were processed by in-house 

developed LC-MS2/MS3 glycomic data mining tool, Glypick, as described 

[43]. The intensities of MS2 ions representing the diagnostic fragment ions 

of differentially methylated terminal A and ALeb glycotopes that passed 

the preset 5 ppm filtering criteria were extracted, summed and output in 

Excel format. The summed ion intensities for each of the target ions 

differing by 3 mass units representing different degrees of methylation on 

the same deuteromethylated glycotope were calculated as % total of that 

structure present in each sample analyzed. 

 

Preparation of itol-acetate derivatives 

Monosaccharides of N-glycans were released with 4M TFA for 4h at 

100°C. After drying under a nitrogen stream, traces of TFA were removed 

by 4 co-distillations with 1mL of methanol. Monosaccharides were 

reduced 4h in 500L 50mM ammonia in the presence of either sodium 

borohydride 1M or sodium borodeuteride 1M. Borates were removed by 

9 co-distillations in methanol/acetic acid (9/1; v/v). Reduced 

monosaccharides were peracetylated in 500L acetic anhydride and 20L 

pyridine at 100°C for 4h.  

 

GC-MS Analysis Itol-acetates and permethylated derivatives.  

Itol acetates derivatives were dissolved in 200L chloroform and injected 

in splitless mode on a Solgel 1MS, 30 m × 0.25 mm × 0.25 μm capillary 

column with the following gradient temperature: 120 to 230°C, 3°C/min 

and then to 270 °C, 10°C/min. Compounds were detected at 70 eV on a 

HP-7820 gas chromatograph coupled to a 5977B single quad (Agilent 

Technologies, Santa Clara, US) in full scan mode from 45 to 500 Da. 

Permethylated monosaccharides were resuspended in 200L of 

chloroform and injected using the same GC set with following gradient : 

80°C to 180°C,  2°C/min and then to 250 °C, 30°C/min. 

 

Molecular modeling :  

To determine the potential interactions of oyster saccharides with human 

noroviruses from different genogroups, the X-ray crystallographic 



Mar. Drugs 2023, 21, 342 27 of 30 
 

138 
 

structures of the P domain of Norwalk (GI-1, PDB code 3D26) and TV24 

(GII.3, PDB code 6IS5) viruses in complex with A-trisaccharide or A-

tetrasaccharide respectively were used. The glucose of the A-

tetrasaccharide was removed and hydroxyls at position 3 of GalNAc and 

4 of Fuc in the trisaccharides were substituted by a methyl group to model 

saccharides exposed on the surface by oyster species Crassostrea gigas and 

Ostrea edulis. Non-bond interactions between the atoms of viruses and 

those of saccharides were monitored using BIOVIA Discovery Studio 

visualizer (Dassault Systèmes, San Diego). 

Supplementary Materials: The following supporting information can be 

downloaded at: www.mdpi.com/xxx/s1, Figure S1. Monosaccharide composition 

analysis of N-glycans; Figure S2. Ratios (in %) of Me-3O-Man and Me-4O-Man in 

N-glycans isolated from individual tissues of C. gigas and O. edulis; Table S1. 

Quantification of monosaccharides in N-glycans; Table S2. List of N-glycans 

identified as permethylated derivatives; Table S3. List of methylated N-glycans 

identified from the mantle of Crassostrea gigas and Ostrea edulis. 

Supplementary Materials: The following supporting information can be 

downloaded at: www.mdpi.com/xxx/s1, Figure S1: title; Table S1: title; Video S1: 

title. 
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B. Analyses complémentaires 

1. Etablissement des N-glycomes de palpes labiaux, de l’hémolymphe, du plasma et des 
hémocytes de C. gigas 

En parallèle des analyses des N-glycannes des branchies, manteau et tube digestif, nous avons 

analysé les N-glycannes de quelques tissus, liquides ou cellules supplémentaires isolés de l’huître 

C. gigas : les palpes labiaux, l’hémolymphe, du plasma et des hémocytes isolés de l’hémolymphe 

(Figure 43 p143 et Figure 44 p144). 

Nous avons identifié 47, 20, 18 et 6 N-glycannes dans les palpes labiaux, l’hémolymphe, le 

plasma et les hémocytes de C. gigas respectivement. Qualitativement, les proportions de chaque type de 

structures N-glycannique des palpes labiaux (paucimannose 32 %, oligomannose 11 %, complexe 55 % 

et hybride 2 %) sont très similaires avec celles retrouvées pour les N-glycannes totaux des branchies, 

manteau et tube digestif de C. gigas (Figure 45A p145). L’hémolymphe et le plasma ont des proportions 

de chaque type de N-glycannes moins semblables aux tissus mais en ayant tout de même une majorité 

de N-glycannes de type complexe (85 et 83 %) puis de type paucimannose (10 et 11 %) et oligomannose 

(5 et 6 %). Pour ces échantillons, nous n’avons pas identifié de type hybride. Par rapport aux tissus, ces 

derniers semblent disposer de moins de N-glycannes de type paucimannose. Pour les hémocytes dont 

les structures N-glycanniques s’élève à 6, les structures sont réparties de manière équivalentes entre les 

types paucimannose, oligomannose et complexe. Il est peu judicieux de faire un comparatif avec les 

autres échantillons au vu de la faible diversité de N-glycannes et du spectre de faible sensibilité.  

Les palpes labiaux, l’hémolymphe et le plasma ont des proportions d’Ags A, d’Ags ALeb, 

d’antenne de Type 1 nue et de répétition LacNAc très similaires aux branchies, tube digestif et manteau 

(Figure 45B). On peut noter une proportion plus importante d’antennes de type 1 dans ces 3 échantillons 

par rapport aux 3 tissus. Pour les hémocytes, uniquement un N-glycanne porteur d’un Ag A et un 

N-glycanne porteur d’un Ag ALeb ont été identifiés. 

Ces échantillons n’ont pas fait apparaître d’autres structures N-glycanniques que celles décrites 

exhaustivement dans notre article pour les branchies, le tube digestif et le manteau. Le fait que ces 
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échantillons soient, d’une part, pauvres en quantité de matériels glycanniques et, d’autre part, difficile à 

préparer, nous avons décidé de ne pas aller plus loin dans leurs analyses.   

Figure 43 : Analyse MALDI-MS des N-glycannes perméthylés isolés des palpes labiaux de Crassostrea 
gigas. Avant leur perméthylation, les N-glycannes ont été libérés séquentiellement par (A) la peptidyl-
N-glycosidase F et (B) la peptidyl-N-glycosidase A. L’enchaînement des monosaccharides est basé sur 
la masse détectée pour l’ion moléculaire [M+Na]+ et les analyses MSn. Les structures N-glycanniques 
sont représentées selon la Symbol Nomenclature for Glycans (Neelamegham et al. 2019). La présence 
d’un astérisque (*) sur un signal m/z indique la présence d’un contaminant de nature polymèrique dont 
les unités de répétitions ont une masse de 204 Da. 
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Figure 44 : Analyse MALDI-MS des N-glycannes libérés par la peptidyl-N-glycosidase F puis perméthylés à partir de (A) l’hémolymphe, (B) du plasma et (C) 
des hémocytes de Crassostrea gigas. L’enchaînement des monosaccharides est basé sur la masse détectée pour l’ion moléculaire [M+Na]+ et les analyses MSn. 
Les structures N-glycanniques sont représentées selon la Symbol Nomenclature for Glycans (Neelamegham et al. 2019). La présence d’un astérisque (*) sur un 
signal m/z indique la présence de contaminants dont l’un est de nature polymèrique avec des unités de répétitions de 204 Da. 
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Figure 45 : Proportions des familles et des antennes de N-glycannes retrouvés sur les glycoprotéines des 
branchies, du tube digestif, du manteau, des palpes labiaux, de l’hémolymphe, du plasma et des 
hémocytes de Crassostrea gigas. (A) Proportions en pourcentage des différentes familles 
(paucimannose, oligomannose, complexe et hybride) de N-glycannes. (B) Proportion en pourcentage 
des antigènes A (Ag A), antigènes A Lewis b (ALeb), antennes de type 1 et répétition LacNAc. Les 
nombres indiqués entre parenthèses correspondent au nombre de structures N-glycanniques par 
catégorie. 
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1. Essais de mise en évidence de groupements sulfates 

L’étude des N-glycannes de l’hémolymphe de l’huître Crassostrea virginica réalisée par Kurz 

et al. (2013) a montré la présence de groupements méthyles mais aussi de groupements sulfates. 

L’analyse des oligosaccharides sulfatés est rendue difficile car l’extraction classique des N-glycannes 

perméthylés à l’issu de la perméthylation par les solvants chloroforme et eau entraîne une élimination 

des oligosaccharides sulfatés dans la phase aqueuse du fait de la présence des groupements sulfates qui 

leur confèrent un caractère hydrophile suffisant. Pour éviter la perte de ces oligosaccharides, Yu et al. 

(2020) ont mis en place un protocole utilisant une colonne Oasis MAX dont le fractionnement des 

molécules repose à la fois sur leur polarité et leur état de charge. Ce support permet, d’une part, 

d’éliminer les réactifs en excès et les sels produits durant l’étape de perméthylation en fixant les 

glycannes perméthylés et, d’autre part, de fractionner en 3 populations distinctes les N-glycannes 

sulfatés et perméthylés selon leur degré de sulfatation, d’abord les oligosaccharides non-sulfatés puis 

mono-sulfatés et enfin poly-sulfatés. Les essais entrepris avec ce protocole sur les N-glycannes du 

manteau de C. gigas, ont permis de détecter par MALDI-MS en mode positif les N-glycannes 

perméthylés neutres élués dans la première fraction. Cependant, l’analyse des deux autres fractions 

(mono et poly-sulfatés) par MALDI-MS en mode négatif n’a pas montré la présence de signaux m/z 

correspondant à des N-glycannes sulfatés. En effet, les spectres auraient dû révéler la présence de 

signaux à un rapport m/z correspondant à la masse théorique de l’oligosaccharide (extrémité réductrice, 

non réductrice et composition en monosaccharides) incrémenté de 65 Da pour un seul groupement 

sulfate (OSO3
- - OCH3) et de 88 Da à partir du deuxième groupement sulfate, à cause de la fixation d’un 

ion sodium Na+ (23 Da) à chaque groupement sulfate supplémentaire. 

En parallèle, en prenant exemple sur les travaux de Kurz et al. (2013), nous avons dérivé par 

amination réductive les N-glycannes du manteau de C. gigas en utilisant la diaminopyridine (DAP) 

plutôt que la 2-aminopyridine (2AP). De façon similaire à l’analyse des chaînes oligosaccharidiques 

natives, cette dérivation préserve tous les substituants pouvant être portés par les monosaccharides et 

confère de surcroît une plus grande sensibilité de détection des oligosaccharides dérivés comparée à 

celle des oligosaccharides non dérivés grâce au groupement amide introduit lors de la dérivation qui se 
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protone facilement. Le spectre MALDI-MS obtenu en mode positif est présenté en Figure 46. Cette 

analyse confirme les caractéristiques structurales des N-glycannes identifiées précédemment mais ne 

fait pas apparaître d’autres signaux pouvant correspondre à des N-glycannes sulfatés. De plus, l’analyse 

MALDI-MS en mode négatif du même échantillon n’a pas permis d’obtenir de spectre exploitable ce 

qui conforte l’idée qu’il n’y ait pas de groupements sulfates sur les N-glycannes de l’huître C. gigas.  

III. Analyse des O-glycannes 

En plus de l’établissement du N-glycome, nous avons cherché à établir le O-glycome des 3 

mêmes tissus des 2 espèces d’huîtres. La libération des O-glycannes des glycopeptides a été réalisée par 

voie chimique en milieu alcalin modéré en présence de borohydrure de sodium (NaOH 50 mM NaBH4 

1 M) à 37°C pendant 72h.  

Figure 46 : Analyse MALDI-MS des N-glycannes libérés par la peptidyl-N-glycosidase F puis dérivés 
à la diaminopyridine à partir du manteau de Crassostrea gigas. L’enchaînement des monosaccharides 
est basé sur la masse détectée pour l’ion moléculaire [M+Na]+ et les analyses MSn ultérieure. Les 
structures N-glycanniques sont représentées selon la Symbol Nomenclature for Glycans (Neelamegham 
et al. 2019). La présence d’un astérisque (*) sur un signal m/z indique la présence d’un contaminant de 
nature polymèrique dont les unités de répétitions ont une masse de 204Da. 
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Appliqué aux O-glycopeptides résiduels après libération des N-glycannes par les PNGases F et 

A, les analyses MALDI-MS ont révélé la présence de quelques signaux m/z pouvant correspondre à des 

O-glycannes. Néanmoins, l’intensité de ces signaux était trop faible pour assurer avec certitude leur 

existence. Compte tenu du nombre d’étapes effectués depuis les tissus de départ jusqu’à l’obtention de 

ces fractions (3 extractions en milieu solide sur cartouche C18 et 2 traitements enzymatiques), nous 

avons postulé que la quantité résiduelle de O-glycopeptides résiduels était trop faible pour espérer 

visualiser les O-glycannes (Figure 42 p107). Pour vérifier notre hypothèse, nous avons effectué une 

-élimination réductive directement sur le mélange peptides/glycopeptides obtenu après action de la 

trypsine. L’analyse par spectrométrie de masse MALDI-MS des oligosaccharides perméthylés a fait 

apparaître de très nombreux signaux m/z correspondants aux N-glycannes qui sont également libérés 

par ce traitement, et quelques signaux pouvant correspondre à des O-glycannes (spectre non montré). 

Malheureusement, du fait de ces très nombreux signaux m/z, l’interprétation des spectres s’est avérée 

extrêmement difficile et peu fiable. 

On sait depuis très longtemps que les O-glycannes sont surtout retrouvés en abondance au 

niveau des mucines qui tapissent les épithéliums ou du mucus secrété par les cellules. Ces molécules se 

caractérisent par un très haut poids moléculaire et une densité élevée qui est mise à profit lorsque l’on 

veut préparer les mucines (Rossez et al., 2012). Dans ce cas, les tissus sont broyés dans un milieu 

contenant du chlorure de guanidine 4 M auquel est ajouté une quantité suffisante de chlorure de césium 

pour amener la densité de la solution finale à 1,4. Après ultracentrifugation et formation d’un gradient 

de densité auto-formé, les mucines sont retrouvées dans une zone de densité voisine de 1,2-1,3. Nous 

avons donc décidé de mettre en œuvre ce protocole, couramment appliqué à l’étude des mucines chez 

les mammifères. 

A l’issue de l’ultracentrifugation, des fractions de 0,5 mL ont été collectées et déposées par une 

unité de transfert Slot blot (50 µL) sur 2 membranes de nitrocellulose. Une des membranes a ensuite été 

révélée par coloration au réactif de Schiff après oxydation ménagée à l’acide périodique (PAS) et l’autre 

membrane par la lectine Aleuria aurantia (AAL) marquée à la biotine (Figure 47). Alors que la coloration 

PAS révèle la présence de molécules renfermant du matériel glucidique, la seconde reconnait 
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spécifiquement les résidus de Fuc quelle que soit la façon dont ils sont liés. Comme le montre la 

membrane de nitrocellulose après révélation, la coloration PAS révèle très fortement les 12 premières 

fractions les plus denses que l’on pense être du glycogène alors que pour ces mêmes fractions, la lectine 

AAL marquée à la biotine ne conduit à aucun signal. En revanche, elle reconnait les dernières fractions 

collectées de plus faible densité. Ainsi, les fractions révélées au PAS ont été écartées tandis que celles 

révélées par AAL ont été rassemblées et dessalées pour les traitements ultérieurs.  

Après dessalage, les GPs ont été réduites et alkylées puis soumises à une -élimination en milieu 

réducteur en vue de libérer les O-glycannes. Après 3 étapes de dessalage pour éliminer les sels, peptides 

et acides aminés générés durant ce traitement, une fraction de l’échantillon a été perméthylée puis 

analysée par spectrométrie de masse MALDI-MS afin de vérifier la présence de O-glycannes.  En 

parallèle, une autre fraction de l’échantillon a été perdeutérométhylée puis analysée par spectrométrie 

de masse MALDI-MS et MALDI-MSn afin de visualiser ou non la présence de groupements méthyles 

au sein de ces O-glycannes.  

L’analyse exhaustive des spectres de masse MALDI-MS des O-glycannes perméthylés obtenus 

à partir des 3 tissus des huîtres C. gigas et O. edulis a montré la présence potentielle de 24 O-glycannes 

dont la composition en monosaccharides est présentée dans le Tableau 4.  Les signaux m/z 534, 708, 

Figure 47 : Coloration et Slot-blot réalisés sur les fractions des glycoprotéines du tube digestif de l’huître 
Crassostrea gigas obtenu après ultracentrifugation. (A) Les fractions déposées sur membrane de 
nitrocellulose ont été colorées à l’acide périodique de Schiff puis (B) un lectine blot utilisant la lectine 
AAL comme sonde a été réalisé. Les fractions ont été déposées de gauche à droite et de haut en bas. La 
première fraction déposée correspond à celle la plus dense et la dernière, à celle la moins dense. 
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738, 912, 953, 1157, 1198, 1331, 1443 et 2067 ont été analysés en MALDI-MS2 voire MS3 sur le tissu 

digestif de C. gigas (indiqués par * dans la Figure 48 p153). 

Tableau 4 : Liste des structures O-glycanniques putatives identifiées par spectrométrie de masse 
MALDI-QIT-TOF dans les branchies (B), le tube digestif (D) et le manteau (M) des huîtres Crassostrea 
gigas et Ostrea edulis. Les O-glycannes ont été libérés par β-élimination, dessalés puis perméthylés. Les 
signaux sont ordonnés suivant leur rapport m/z croissant. La présence d’un astérisque (*) indique que le 
signal a été analysé par MALDI-MS2 dans le tissu digestif de C. gigas. Les compositions brutes en 
monosaccharides ont été déduites à partir des analyses MALDI-MS des dérivés perméthylés. La 
présence des différents signaux dans chacun des tissus analysés est indiqué par un rectangle bleu. La 
quantité de groupement méthyle naturel a été déterminée à partir des analyses MALDI-MS des dérivés 
perdeutérométhylés. A titre d’exemple, 012 signifie que l’oligosaccharide existe sous les formes non-, 
mono- et di-méthylées. 

O-glycannes 
perméthylés 

Composition en 
monosaccharides 

C. gigas               O. edulis 
Nombre de groupements 

méthyles 

C. gigas O. edulis 

m/z B D M B D M D M D M 

534* Hex1HexNAc1       0 1 0 1 0 1 1 

575 HexNAc2       0 1  0   
678 HexNAc1dHex2       2 2 2 3 2 3 

708* Hex1HexNAc1dHex1       0 1 2 0 1 2  2 

738* Hex2HexNAc1       1  1 2 

779 Hex1HexNAc2       0 0    
882 Hex1HexNAc1dHex2           0 

912* Hex2HexNAc1dHex1             

923 HexNAc2dHex2          0 1 2 4 

942 Hex3HexNAc1       2     
953* Hex1HexNAc2dHex1       1 2  1 2 1 2 1 2 

983 Hex2HexNAc2       0 1 1 1 1 

1127 Hex1HexNAc2dHex2          3 4 234 

1157* Hex2HexNAc2dHex1       1 1 2 0 1 1234 
1198* Hex1HexNAc3dHex1       1 2 1 2 1 2 1 2 

1301 Hex1HexNAc2dHex3         1 2    

1331* Hex2HexNAc2dHex2       1 1 2 1 2 3 

1372 Hex1HexNAc3dHex2       1 2 1 2  2 3 
1402 Hex2HexNAc3dHex1         1 2  2 3 

1443* Hex1HexNAc4dHex1       1 2  1   

1505 Hex2HexNAc2dHex3       1 2 1 2 3  2 

1576 Hex2HexNAc3dHex2       1 2 3 1 2 3 1 4 
2067* Hex2HexNAc5dHex2       2 3 4 2 2   

2240 Hex2HexNAc5dHex3             

            

Les quelques analyses MS2 effectuées sur les O-glycannes perméthylés isolés du tube digestif 

de C. gigas ont permis d’identifier des O-glycannes de type mucine bâtis autour des noyaux 1 (m/z 534, 

708, 738 et 953), 3 (m/z 1199) et 4 (m/z 1444 et 2067) ainsi que du noyau des invertébrés (m/z 738, 

912, 1158 et 1332) (Figure 48).  
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De manière très intéressante, ces analyses révèlent la présence d’Ags A de type 1 pour les 

signaux m/z 1199 et 2067 ainsi que des Ags A de type 3 pour les signaux m/z 953, 1158 et 1332. En 

effet, comme pour les N-glycannes, l’ion C m/z 679 correspondant au fragment trisaccharidique 

HexNAc[dHex]Hex-OH a été identifié sur les spectres de masse MS2 de ces O-glycannes (Figure 48B). 

De plus, le spectre MS3 de ce fragment dispose du couple d’ions B/Y m/z 282/419 caractéristique de la 

perte du résidu d’HexNAc terminal et de l’ion Y à m/z 490 correspondant à la perte du résidu de dHex, 

comme identifié précédemment pour les N-glycannes (Figure 48B). A cela s’ajoute la présence des 

fragments intracycles 0,2X à m/z 271 et 0,3X à m/z 301 qui démontre les liaisons α1-2 du résidu Fuc et 

α1-3 du résidu de GalNAc sur le résidu de Gal, respectivement. Parmi les O-glycannes identifiés, 

certains présentent deux Ags A (m/z 2067) (Figure 48C). De plus, les signaux analysés en MS² font 

aussi apparaître des O-glycannes disposant de l’Ag H de type 3 pour les ions m/z 708 et 912 (Figure 

48A). Certains signaux qui n’ont pas été analysés en MS² et listés dans le Tableau 4 (m/z 1127, 1301, 

1372, 1505, 1576 et 2240) laissent à penser que des Ag ALeb construits sur les noyaux de type 1 et 3 

sont également présents sur les O-glycannes.  Il conviendra de confirmer cela par les analyses MALDI-

MSn adéquates. 

Il est à noter que d’autres signaux correspondants à du matériel oligosaccharidique (non 

répertoriés dans le tableau) ont été relevés. Une partie d’entre eux semble correspondre à des 

N-glycannes dont on sait qu’ils peuvent également être libérés durant le processus de −élimination 

réductive. Enfin, d’autres signaux ont été détectés avec un m/z inférieur de 14 Da par rapport à la masse 

moléculaire théorique. Il pourrait s’agir soit de O-glycannes sous-méthylés (détectés à un m/z -14 par 

rapport au glycanne perméthylé) soit à un glycanne perméthylé renfermant un résidu de pentose 

(m/z 160, e.g. le Xyl) à la place d’un résidu de Fuc (m/z 174), soit une différence de 14 Da également.  

Quant à l’analyse des spectres de masse MALDI-QIT-TOF obtenus après 

perdeutérométhylation de la fraction dessalée post β-élimination réductive elle révèle, d’une façon 

similaire aux N-glycannes, que bon nombre de O-glycannes portent des groupements méthyles, jusqu’à 

4 pour certains O-glycannes (Tableau 4). 

Pour compléter le travail structural entrepris sur les O-glycannes, il conviendra : 
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• d’analyser par MALDI-QIT-TOF les O-glycannes perdeutérométhylés des branchies des 

deux espèces d’huître, 

• d’effectuer une analyse MALDI-MS2 systématique de tous les  signaux m/z pour lesquels 

nous avons proposé une composition brute afin de confirmer ou d’infirmer la structure 

proposée, 

• d’analyser par MALDI-MS3 tous les O-glycannes qui révèleront la présence d’un motif 

antigénique (Ags A, H, Le, etc.) afin de voir si ces motifs sont porteurs de groupements 

méthyles et dans l’affirmatif, de préciser sur quel(s) monosaccharide(s) se trouve(nt) le ou 

les groupement(s) méthyle(s).  

• d’effectuer comme pour notre étude sur les N-glycannes, les mêmes analyses GC-EI-MS 

afin de vérifier les compositions en monosaccharides déduites des analyses MALDI-MS, 

identifier les monosaccharides méthylés et pour chacun d’eux, localiser le carbone porteur 

du groupement méthyle.  

Ainsi, l’ensemble des résultats pourront permettre d’effectuer des comparaisons à la fois entre 

tissus mais aussi entre espèces d’huîtres.  
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Figure 48 : Spectres de masse MALDI-MS, MS2 et MS3 des O-glycannes réduits et perméthylés obtenus 
à partir du tube disgestif de l’huître Crassostrea gigas. (A) Spectre MS du O-glycome du tube digestif. 
La présence d’un astérisque (*) sur un signal m/z indique que la structure O-glycannique a été déduite à 
partir des analyses MALDI-MS et MS2. (B) Spectre MS2 du O-glycanne m/z 1199. (C) spectre MS3 de 
l’ion m/z 678 généré durant l’analyse MS2 du O-glycanne m/z 1199. (D) Spectre MS2 du O-glycanne 
m/z 2067. Les structures O-glycanniques sont représentées selon la Symbol Nomenclature for Glycans 
(Neelamegham et al. 2019).  
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Chapitre 2 :  ETUDE DES INTERACTIONS ENTRE LES 

NOROVIRUS ET LES GLYCANNES ISSUS DES HUITRES 

C. gigas ET O. edulis 

I. Stratégies développées  

En parallèle des études structurales des N- et O-glycannes des différents tissus des huîtres 

C. gigas et O. edulis, nous avons initié une étude visant à établir le tropisme tissulaire et d’espèce de 2 

génotypes de NoVs, GI.1 et GII.4, en élaborant la stratégie présentée dans la Figure 49. Des expériences 

de Far-Western blot (FarWB) et d’ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) ont été mises en 

œuvre sur les protéines et GPs extraites des 3 tissus des 2 espèces d’huître.  

Pour les expériences de FarWB, l’objectif était de visualiser les différentes protéines et GPs 

reconnues par les VLPs et de les comparer entre tissus et espèces d’huître tandis que les tests ELISA 

avaient pour objectif de quantifier ces reconnaissances et également de les comparer.  

Figure 49 : Stratégie employée pour l’étude des interactions entre les Norovirus (NoV) GI.1, GII.4 
MD145 et GII.4 Dijon et les glycoprotéines des 3 tissus des huîtres Crassostrea gigas et Ostrea edulis. 
(A) Les protéines et glycoprotéines ont été extraites des 3 tissus des huîtres C. gigas et O. edulis puis 
une partie a été soumise à une déglycosylation partielle par l’action de la PNGase F. Les protéines et 
glycoprotéines natives et ayant subi l’action de la PNGase F ont ensuite été analysées par des expériences 
de FarWB et d’ELISA. (B) Les VLPs sont détectées par un anticorps primaire spécifique de la souche 
de NoV puis un anticorps secondaire anti-anticorps marqué à la Horse Radish Peroxidase (HRP) est 
employé. La révélation est réalisée par électrochimiluminescence (ECL) pour les expériences de FarWB 
et par précipitation par le tétraméthylbenzydine (TMB) pour les tests ELISA.  
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Pour ces expériences, les protéines et GPs ont été extraites par un tampon d’extraction contenant 

du sodium dodecyl sulfate (SDS) et la moitié du lysat cellulaire obtenu a subi une déglycosylation 

partielle par la PNGase F. Pour les expériences de FarWB, les échantillons natifs et ceux ayant subi la 

PNGase F ont ensuite été soumis à un SDS-PAGE. Après leur séparation sur gel, les protéines et GPs 

ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose et incubées en présence des VLPs de NoVs GI.1, 

GII.4 Dijon ou GII.4 MD145. Après plusieurs lavages, les VLPs fixées ont été visualisées par 

électrochimiluminescence (ECL) ou par spectrophotométrie d’absorption en utilisant un anticorps 

spécifique primaire anti-VLP et un anticorps secondaire anti-anticorps marqué à l’HRP. Pour les tests 

ELISA, les mêmes échantillons ont été déposés dans les puits d’une plaque ELISA 96 puits à différentes 

dilutions. Pour le reste, les étapes sont les mêmes que celles décrites ci-dessus pour le FarWB.  

L’ensemble de ces manipulations a été effectuée lors d’un stage de 6 semaines au sein de 

l’équipe du Dr Jacques Le Pendu au Centre de Recherche en Cancérologie et Immunologie Nantes-

Angers (CRCINA, UMR Inserm 1232) en utilisant les VLPs qu’ils avaient produites.  

II. Mise au point préalable des conditions opératoires des expériences 
de FarWB et d’ELISA 

Avant d’appliquer la stratégie décrite ci-dessus, nous avons cherché à optimiser chacune des 

étapes en commençant par la préparation des échantillons comprenant le choix du tampon d’extraction 

des protéines et GPs ainsi que les conditions de déglycosylation par la PNGase F. Puis pour les 

expériences de FarWB et d’ELISA, nous avons déterminé les quantités de protéines et GPs optimales à 

utiliser, les conditions de saturation des membranes de nitrocellulose ou des puits des plaques ELISA 

ainsi que les concentrations optimales de lectines et de VLPs à employer. 

A. Préparation des échantillons  

1. Choix du tampon d’extraction des protéines et glycoprotéines 

Le choix du meilleur tampon d’extraction des protéines des 3 tissus utilisés a été notre premier 

point d’attention. Deux protocoles couramment utilisés au laboratoire ont ainsi été testés. Le premier 

utilise le tampon commercial RIPA (RadioImmunoPrecipitation Assay) et le second un tampon 

bicarbonate d’ammonium 50 mM contenant 0,25 % de SDS, 0,25 % de β-mercaptoéthanol et des 
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inhibiteurs de protéases et que nous nommerons « tampon SDS » dans la suite du manuscrit. Les 

résultats obtenus par lectine blots avec la lectine AAL se sont avérés similaires quel que soit le tampon 

d’extraction utilisé. Néanmoins, au regard des tests d’inhibition de reconnaissance que nous avons mis 

en œuvre en utilisant la PNGase F pour éliminer les N-glycannes (voir ci-après), il nous est apparu que 

le tampon SDS était plus adéquat (pH similaire à celui du tampon habituellement utilisé).  

2. Contrôle de l’efficacité d’action de la PNGase F 

Dans le but de mesurer l’implication des N-glycannes dans la reconnaissance des différents 

tissus de C.gigas et O.edulis par les NoVs, nous avons entrepris d’établir un protocole de libération des 

N-glycannes avec la PNGase F pour les manipulations de FarWB et d’ELISA.  

Les protéines et GPs ayant été extraites par du SDS, nous avons utilisé le Nonidet P40, un 

détergent anionique, pour neutraliser l’excès de SDS qui, sans cela, aurait inhibé la PNGase F (Morelle 

et Michalski, 2007). Nous avons d’abord fait agir la PNGase F dans les mêmes conditions que celles 

utilisées pour l’établissement du N-glycome à savoir 62,5 UI de PNGase F durant une nuit entière à 

37 °C. La coloration au bleu de Coomassie du gel SDS-PAGE effectué à l’issue de cette étape a montré 

une forte dégradation protéique malgré la présence d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases. Pour 

diminuer cette dégradation, nous avons donc décidé d’utiliser une quantité plus importante de PNGase F 

(500 UI plutôt que 62,5 UI) et de ramener le temps d’incubation à 37 °C de 16h à 1h. Comme 

précédemment, un gel SDS-PAGE coloré au bleu de coomassie a été effectué. Comme le montre la 

Figure 50A, une très faible dégradation protéique entre les tissus natifs et ceux ayant subi l’action de la 

PNGase F est observée. Les quelques bandes protéiques qui disparaissent après traitement à la 

PNGase F pourraient être le résultat de l’élimination de leurs N-glycannes qui se traduit par une 

modification de leur poids moléculaire et donc une accélération de leur migration électrophorétique. 

Pour vérifier l’élimination des N-glycannes par la PNGase F, un test ELISA a ensuite été 

effectué en utilisant la Concanavaline A (Con A) comme sonde. Cette lectine qui reconnait les résidus 

de Man a été choisie dans le but de cibler les N-glycannes de type oligomannosidique. L’histogramme 

présenté dans la Figure 50B démontre sans ambiguïté l’action de la PNGase F dans les conditions que 
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nous avons établies et qui se traduit par une diminution du signal après action de la PNGase F d’un 

facteur allant jusqu’à 10.  

B. Mise au point des différentes étapes des expériences de FarWB 

Les quantités de VLPs dont nous disposions étant limitées, nous avons réalisés ces mises au 

point en utilisant des lectines pour mimer les reconnaissances par les VLPs. Pour ce faire, nous avons 

utilisé 3 lectines : la lectine AAL connue pour reconnaître le Fuc quelle que soit la liaison qu’il engage, 

la lectine Ulex europaeus (UEA-I) qui reconnait les résidus de Fuc liés en α1-2 comme cela est le cas 

pour les Ags A et H et la lectine HPA qui reconnait les résidus de GalNAc et donc l’Ag A ou ALeb.  

1. Concentrations en lectines  

Les 3 lectines citées précédemment étaient marquées à la biotine et ont été utilisées selon les 

concentrations préconisées par le fournisseur à savoir 1 µg/mL à l’exception de l’AAL que nous avons 

utilisée à une concentration de 0,1 µg/mL du fait de sa très forte réactivité. Puis, des anticorps anti-

biotine marqués à la peroxydase de raifort (HorseRadish Peroxydase, HRP) ont été utilisés pour les 

révéler spécifiquement.  

Figure 50 : Evaluation du protocole d’élimination des N-glycannes par la PNGase F. (A) SDS-PAGE 
coloré au bleu de Coomassie et (B) test ELISA utilisant la lectine Con A effectué avec 2,5 µg/mL de 
protéines et glycoprotéines extraites des branchies (B), du tube digestif (D) et du manteau (M) de l’huître 
Crassostrea gigas avant et après traitement à la PNGase F.   
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2. Détermination des quantités optimales des protéines et glycoprotéines 

Concernant les quantités optimales de protéines à déposer sur les gels SDS-PAGE, nous avons 

déterminé que 50 µg de protéines étaient appropriés pour une coloration au bleu de Coomassie et que 

20 µg de protéines suffisaient pour la réalisation de lectine blots. La coloration au bleu de Coomassie 

avait pour but de vérifier l’intégrité des protéines et le bon déroulement de la migration avant d’effectuer 

les lectine blots. A titre d’exemple, le gel présenté dans la Figure 51 montre une bonne séparation des 

protéines issues des branchies, du tube digestif et du manteau des huîtres C. gigas et O. edulis, et atteste 

d’une absence de dégradation protéique lors de la préparation des échantillons. Dans le cas contraire, 

des bandes mal résolues et une révélation sous forme de trainées auraient été observées.  

3. Choix de l’agent de saturation des membranes de nitrocellulose 

Classiquement, dans ce type d’expérience, le lait en poudre est largement utilisé. Néanmoins, 

les nombreuses études effectuées sur les oligosaccharides libres et sur les GPs du lait ont révélé la 

présence de très nombreux motifs antigéniques susceptibles d’entrer en compétition avec les GPs de nos 

échantillons lors de la reconnaissance par les lectines (Koromyslova et al., 2017 ; Schroten et al., 2016 ; 

Weichert et al., 2016). Pour cette raison, nous avons choisi d’utiliser la sérum albumine bovine (BSA) 

qui est une holoprotéine.  

4. Résultats obtenus avec le protocole optimisé  

a. Révélation avec les lectines  

Appliqué aux protéines et GPs extraites des 3 tissus des 2 espèces d’huître, notre protocole 

optimisé a conduit aux gels et lectine blots présentés dans la Figure 51. Comme attendu, la révélation 

par la lectine AAL conduit à un très fort signal pour l’ensemble des échantillons. Ce résultat est en 

accord avec le fort taux de fucosylation des glycannes mis en lumière lors de l’établissement des N- et 

O-glycomes. On note également un signal de reconnaissance moindre pour les lectines UEA-I et 

HPA moindre mais tout à fait acceptable qui confortent l’existence d’Ag A sur les N- et O-glycannes 

des huîtres C. gigas et O. edulis. Malgré les quantités similaires de protéines déposées pour les 3 tissus 

des 2 espèces d’huîtres, une reconnaissance plus intense pour le tube digestif est observée au niveau du 

gel de séparation. De manière très surprenante, le même résultat est observé pour des GPs présentes au 
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niveau du gel de concentration et qui atteste de leur très haut poids moléculaire. En parallèle, dans cette 

zone, on note que l’intensité de coloration par le bleu de coomassie est très faible. Ce résultat laisse à 

penser que les macromolécules qui restent dans le gel de concentration pourraient correspondre à des 

GPs de très haut poids moléculaire et très fortement glycosylées. En effet, on sait qu’un taux de 

glycosylation très élevé peut empêcher la coloration du squelette protéique par le bleu de Coomassie. 

b. Révélation avec les VLPs 

Nous avons réalisé l’ensemble des manipulations en utilisant une concentration en VLPs de 

3 µg/mL couramment utilisée dans le laboratoire du Dr Jacques Le Pendu. Comparés aux tests de 

reconnaissances effectués avec les lectines, l’utilisation des VLPs a nécessité un changement concernant 

l’agent de saturation des membranes de nitrocellulose. En effet, la BSA utilisée comme agent de 

Figure 51 : Lectine blots des glycoprotéines des huîtres Crassostrea gigas et Ostrea edulis. (A) Les 
protéines du gel SDS-PAGE des branchies (B), tube digestif (D) et manteau (M) de C. gigas et (B) 
O. edulis ont été (Panneau 1) colorées au bleu de Coomassie ou transférées sur une membrane de 
nitrocellulose suivi d’une révélation utilisant les lectines (Panneau 2) AAL, (Panneau 3) UEA-I et 
(Panneau 4) HPA marquées à la biotine. Les lettres C et S indiquent les zones de gels de concentration 
(4 %) et de (10 %) séparation, respectivement.  
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saturation pour l’utilisation avec les lectines n’a pas permis d’obtenir de résultats lorsqu’ utilisée avec 

les VLPs. En dépit des réticences que nous avions vis-à-vis de l’utilisation du lait en poudre comme 

agent de saturation des membranes ou des puits d’ELISA, nous l’avons testé à la place de la BSA. Contre 

toute attente, nous avons obtenu de bien meilleurs résultats malgré la présence d’un grand nombre 

d’oligosaccharides libres et GPs dans le lait qui pouvait laisser craindre un bruit de fond élevé mais cela 

n’a pas été le cas. Dans le but de vérifier la spécificité de reconnaissance des VLPs vis-à-vis des Ags A, 

la salive d’individu sécréteur du groupe A et d’individu non sécréteur a été utilisée comme contrôle 

positif et négatif, respectivement. Les résultats obtenus ont été conformes à notre attente et seront 

présents dans chaque FarWB présentés dans la partie III. 

C. Mises au point pour les tests ELISA 

Pour la mise au point du protocole des tests ELISA, nous avons décidé d’effectuer les 

manipulations de reconnaissance directement avec les VLPs car nous avons choisi de déployer le 

protocole utilisé en routine dans l’équipe du Dr Jacques Le Pendu. Ainsi, nous avons effectué les 

manipulations avec une solution à 1 µg/mL en VLPs et nous avons réalisé la saturation des puits par la 

BSA.  

Pour la quantité de protéines d’échantillons d’huître à utiliser, nous avons effectué des dilutions 

en série mais les premiers résultats obtenus se sont avérés très surprenants. En effet, au-delà d’une 

certaine concentration en matériel protéique, les absorbances diminuaient alors même que la 

concentration en matériel protéique augmentait comme illustré dans les graphes en forme de courbes de 

Gauss présentés (Figure 52). Cela a été observé quelles que soient les VLPs, GI.1 et GII.4 MD145, 

utilisés. En théorie, nous aurions dû atteindre un plateau. Lors d’une discussion avec le Dr Jacques le 

Pendu, ce dernier m’a indiqué qu’il n’y avait pas d’explications rationnelles pour ce phénomène mais 

que ce résultat était assez classique lorsqu’on s’adresse à des GPs de très haut poids moléculaire 

(Argüeso et Gipson, 2006). La diminution du signal lors de l’augmentation de la concentration en 

protéines déposée pourrait s’expliquer par des phénomènes d’agrégation entre GPs lorsque l’on en 

dépose trop dans les puits et qui aurait pour conséquence de masquer les Ags. 
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Dans le but d’obtenir des réponses optimales, nous avons déterminé la dilution la plus adéquate 

des échantillons protéiques et glycoprotéiques à réaliser pour chacun des 3 tissus des 2 espèces d’huître 

dans le cas d’expériences de reconnaissance par les VLP GI.1 et GII.4 MD145. C’est ainsi que pour les 

VLPs GI.1 nous avons fixé les concentrations en protéines et GPs à 2,5 µg/mL pour les 3 tissus des 2 

huîtres et pour les VLPs GII.4 MD145 nous avons utilisé des concentrations de 4, 1,75 et 3 µg/mL pour 

les branchies, le tube digestif et le manteau, respectivement, uniquement chez l’huître C. gigas. 

III. Reconnaissance des ligands glycanniques de l’huître par les 
Norovirus : utilisation de VLPs  

Pour mimer les reconnaissances des GPs des différents tissus de C. gigas et O. edulis par les 

NoVs, nous avons utilisés des VLPs de NoVs GI.1 Norwalk et des souches GII.4 Dijon (variant 

US95/96) et MD145 (variant Bristol). Les deux souches de GII.4 se distinguent par leur année 

d’émergence : 1987 pour GII.4 MD145 et 1996 pour GII.4 Dijon. Du reste, elles présentent des profils 

de reconnaissances très similaires, notamment vis-à-vis de l’Ag H (de Rougemont et al., 2011).  

A. Etudes des reconnaissances par les VLPs de Norovirus GI.1 

Le FarWB réalisé avec les VLPs GI.1 sur les protéines et GPs des branchies, du tube digestif et 

du manteau des huîtres C. gigas et O. edulis montre une reconnaissance de protéines et GPs de très haut 

poids moléculaire au niveau du gel de concentration et à l’interface des deux gels pour les deux huîtres 

(Figure 53). La comparaison des signaux de reconnaissance entre les tissus de chacune des huîtres 

indique une reconnaissance plus intense pour le tissu digestif. De plus, on note des signaux plus faibles 

pour les branchies et le manteau de O. edulis que ceux de C. gigas.  

Figure 52 : Tests ELISA utilisant des VLPs à des concentrations croissantes en protéines du tube digestif 
des huîtres Crassostrea gigas et Ostrea edulis. (A) Les VLPs GI.1 ont été utilisées sur le tube digestif de 
C. gigas et (B) O. edulis. (C) Les VLPs GII.4 MD145 ont été utilisées sur le tube digestif de C. gigas. 
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Pour le test ELISA réalisé sur les différents tissus de l’huître C. gigas, la reconnaissance par les 

VLPs GI.1 apparaît 4 fois plus élevée pour le tube digestif (Abs 0,4) comparé aux branchies (Abs 0,1) 

et au manteau (Abs 0,1) (Figure 54A). Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus pour les 

expériences précédentes de FarWB ci-dessus (Figure 53) à savoir une reconnaissance majoritaire du 

tube digestif. En revanche, pour l’huître O. edulis, la reconnaissance par les VLPs GI.1 apparaît similaire 

pour les trois tissus avec une absorbance voisine de 0,3 (Figure 54B). Ce résultat n’est pas en accord 

avec celui obtenu pour l’expérience de FarWB où seul le tube digestif était préférentiellement reconnu. 

Cela pourrait être expliqué par une présentation différente des Ags des GPs selon l’expérience employée.  

Une autre explication pourrait être que certaines GPs insolubles ou de trop haut poids moléculaire ne 

soient pas entrées dans le gel d’électrophorèse pour l’expérience de FarWB alors qu’elles seraient fixées 

dans les puits pour les tests ELISA. Cela conduirait à des populations de GPs différentes en fonction de 

l’expérience employée. 

Dans le but de voir si les N-glycannes des GPs isolées des 3 tissus pour les 2 espèces d’huître 

étaient impliqués dans la reconnaissance par les VLPs GI.1, nous avons réalisé une déglycosylation par 

la PNGase F dans les conditions énoncées dans la partie II.A.2 p156. Que ce soit les expériences de 

FarWB ou d’ELISA, les résultats obtenus ne montrent aucune diminution des reconnaissances par les 

Figure 53 : Far-western blot des protéines et glycoprotéines des huîtres Crassostrea gigas et Ostrea 
edulis avec les VLPs GI.1 comme sonde. (Panneau 1) Les contrôles positif et négatif se composent de 
10 µL de salive d’individu sécréteur de groupe A et non sécréteur. Les protéines et glycoprotéines 
(20 g) des branchies (B), du tube digestif (D) et du manteau (M) de (Panneau 2) C. gigas et (Panneau 3) 
O. edulis ont été déposées sur un gel SDS-PAGE puis transférées sur une membrane de nitrocellulose 
avant d’être incubées avec les VLPs GI.1 utilisées comme sonde (voir matériel et méthodes). Les lettres 
C et S indiquent les zones de gels de concentration (4%) et de séparation (10%), respectivement. 
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VLPs GI.1 après déglycosylation partielle par la PNGase F (Figure 54). Cela suggère que les 

N-glycannes des GPs ne sont pas ou très peu impliqués dans la reconnaissance par les NoVs GI.1.  

A la lumière de ces résultats, si l’on considère, d’une part, que la reconnaissance des GPs par 

les VLPs GI.1 concernent très majoritairement des GPs de très haut poids moléculaire et fortement 

glycosylées et, d’autre part, que les N-glycannes sont peu voire pas impliqués dans cette reconnaissance, 

mon hypothèse est que ces GPs de très haut poids moléculaire pourraient être des mucines ou des GPs 

mucines-like. Ces molécules étant très riches en O-glycannes, cela pourrait signifier que ces derniers 

soient le siège de la reconnaissance par les NoVs GI.1. 

B. Etudes des reconnaissances par les VLPs de Norovirus GII.4 Dijon 

En parallèle des études de reconnaissance des protéines et GPs par les VLPs GI.1, nous avons 

mené une étude similaire en utilisant des VLPs de NoVs GII.4 Dijon. La Figure 55 présente les résultats 

du FarWB obtenu avec ces VLPs. D’une façon similaire aux résultats obtenus avec les VLPs GI.1, on 

remarque que la reconnaissance par les VLPs GII.4 Dijon est essentiellement localisée au niveau du gel 

de concentration et à l’interface des 2 gels (concentration et séparation). Néanmoins, pour C. gigas, les 

3 tissus sont reconnus par ces VLPs avec une intensité plus importante pour le manteau et les branchies, 

notamment à l’interface des 2 gels. Ce résultat contraste avec celui obtenu avec les VLPs GI.1 qui 

Figure 54 : Reconnaissance des glycoprotéines et protéines des tissus de Crassostrea gigas et Ostrea 
edulis par les VLPs GI.1 avant et après traitement par la PNGase F. (A) Test ELISA des protéines et 
glycoprotéines des branchies (B), du tube digestif (D) et du manteau (M) de C. gigas et (B) O. edulis 
utilisant les VLPs GI.1 comme sonde. Les barres noires correspondent aux échantillons non traités à la 
PNGase F et les barres grises, aux échantillons traités. (C) (Panneau 2) Far-western blot des protéines 
des tissus de C. gigas. Les protéines et glycoprotéines des 3 tissus (20 µg) ont été déposées sur un gel 
SDS-PAGE, transférées sur une membrane de nitrocellulose et incubées avec les VLPs GI.1 comme 
sonde (voir matériel et méthodes). (Panneau 1) Les contrôles positif et négatif se composent de 10 µL 
de salive d’individu sécréteur de groupe A et non sécréteur. Les lettres C et S indiquent les zones de gels 
de concentration (4 %) et de séparation (10 %).  
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reconnaissaient très fortement les protéines et GPs du tube digestif. Pour O. edulis, on obtient le même 

modèle de reconnaissance que celui obtenu avec GI.1 à savoir une reconnaissance des protéines et GPs 

isolées du tube digestif. Il est également à noter qu’une bande d’environ 30 KDa est révélée par les 

VLPs GII.4 Dijon pour les branchies et le manteau d’O.edulis, ce qui n’était pas le cas avec les VLPs 

GI.1.  

Du fait d’une quantité insuffisante de VLPs GII.4 Dijon, nous n’avons pas pu effectuer d’autres 

manipulations. En revanche, nous disposions de VLPs d’une autre souche de GII.4, les VLPs GII.4 

MD145 et dont les résultats sont présentés ci-dessous. 

C. Etudes des reconnaissances par les VLPs de Norovirus GII.4 MD145 

Comme pour les 2 types de VLPs précédents, les VLPs du variant GII.4 MD145 ont été utilisées 

pour révéler les GPs et protéines lors d’expériences de FarWB et d’ELISA sur les 3 tissus de C. gigas. 

Par manque de temps, l’espèce O. edulis n’a pas pu être étudiée avec ces VLPs.  

Le FarWB révèle une reconnaissance des protéines et GPs localisées au niveau du gel de 

concentration pour les 3 tissus. Néanmoins, on note que les protéines et GPs obtenues à partir du 

manteau sont plus fortement reconnues par les VLPs GII.4 MD145 (Figure 56A) que celles des 2 autres 

tissus.  

Figure 55 : Far-western blot des protéines et glycoprotéines des huîtres Crassostrea gigas et Ostrea 
edulis avec les VLPs GII.4 Dijon comme sonde. (Panneau 1) Les contrôles positif et négatif se 
composent de 10 µL de salive d’individu sécréteur de groupe A et non sécréteur. Les protéines et 
glycoprotéines (20 g) des branchies (B), du tube digestif (D) et du manteau (M) de (Panneau 2) 
C. gigas et (Panneau 3) O. edulis ont été déposées sur un gel SDS-PAGE puis transférées sur une 
membrane de nitrocellulose avant d’être incubées avec les VLPs GII.4 Dijon utilisées comme sonde 
(voir matériel et méthodes). Les lettres C et S indiquent les zones de gels de concentration (4%) et de 
séparation (10%), respectivement. 
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Les tests ELISA n’ont malheureusement pas confirmés cette préférence de reconnaissance par 

le VLPs GII.4 MD145. En effet, ils ont révélé une reconnaissance plus importante pour les protéines et 

GPs présentes dans le tube digestif (Abs 0,56), que celles présentes dans le manteau (Abs 0,27) ou dans 

les branchies (Abs 0,09).  

Comme pour les protéines et GPs isolés des tissus d’O. edulis et révélées par les VLPs GI.1 

(Partie A p161), les VLPs GII.4 MD145 ne présentent pas les mêmes reconnaissances tissulaires selon 

qu’elles soient utilisées en FarWB ou en ELISA.  

Enfin, lorsqu’on compare les intensités de reconnaissances avant et après action de la PNGase F, 

on n’observe pas de changement majeur, tout au plus une très légère diminution des bandes après action 

de la PNGase F.  Comme précédemment, ce résultat semble indiquer que les N-glycannes ne constituent 

pas le siège essentiel des interactions avec les NoVs et que ce rôle pourrait être joué par les O-glycannes 

de GPs de haut poids moléculaire de type mucine. 

Figure 56 : Reconnaissance des glycoprotéines et protéines des tissus de Crassostrea gigas par les VLPs 
GII.4 MD145 avant et après traitement par la PNGase F. (A) (Panneau 2) Far-western blot des protéines 
des tissus de C. gigas. Les protéines et glycoprotéines des 3 tissus (20 µg) ont été déposées sur un gel 
SDS-PAGE, transférées sur une membrane de nitrocellulose et incubées avec les VLPs GII.4 MD145 
comme sonde (voir matériel et méthodes). (Panneau 1) Les contrôles positif et négatif se composent de 
10 µL de salive d’individu sécréteur de groupe A et non sécréteur. Les lettres C et S indiquent les zones 
de gels de concentration (4 %) et de séparation (10 %). (B) Test ELISA des protéines et glycoprotéines 
des branchies (B), du tube digestif (D) et du manteau (M) de C. gigas utilisant les VLPs GII.4 MD145 
comme sonde. Les barres noires correspondent aux échantillons non traités à la PNGase F et les barres 
grises, aux échantillons traités. 
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I. La glycosylation des huîtres C. gigas et O. edulis parmi les 
invertébrés 

A. La N- et O-glycosylation 

Le point attendu lors de cette étude était la caractérisation structurale de motifs HBGAs chez les 

huîtres C. gigas et O. edulis et en particulier d’Ags A et H pour venir conforter les multiples articles 

relatant leur présence dans les tissus de C. gigas sur la base de reconnaissances par des anticorps anti-A 

et anti-H et leur implication dans la reconnaissance huître-NoV (Le Guyader et al., 2006 ; Maalouf et 

al., 2010b ; Morozov et al., 2018 ; Su et al., 2018 ; Tian et al., 2007). 

Les N- et O-glycomes que nous avons établis pour les 3 tissus étudiés chez les deux espèces 

d’huître ont définitivement mis en évidence la présence d’Ags A et H. De surcroît, des motifs 

antigéniques ALeb chez les 2 huîtres et HLeb uniquement chez O. edulis ont été décrits. La présence 

d’Ag Leb est partiellement en accord avec les travaux  de Su et al. (2018) qui ont révélé la présence de 

cet Ag mais uniquement dans les branchies alors que nos résultats montrent que cet Ag est présent sous 

forme ALeb dans les 3 tissus. La présence d’Ags A a également été démontrée pour les huîtres 

C. virginica et suggérée chez Crassostrea sikamea ce qui semble constituer une caractéristique commune 

aux huîtres (Kurz et al., 2013 ; Tian et al., 2007). Le séquençage du génome de l’huître C. gigas révèle 

la présence d’un gène codant la galactoside 2-α-L-fucosyltransférase 1 (FUT1) dans les différents tissus 

et dont l’activité a été démontrée  (Gui et al., 2023 ; Zhang et al., 2012). Le gène présente beaucoup de 

régions très similaires à celui du gène FUT1 des vertébrés. De plus, l’enzyme est plus proche 

phylogénétiquement des enzymes FUT1 et FUT2 des vertébrés que d’autres fucosyltransférases comme 

celles FUT3 à FUT11 de l’Homme impliquées pour la plupart dans les Ags de Lewis (Gui et al., 2023).  

L’enzyme galactoside 2-alpha-L-fucosyltransferase 2 (FUT2), quant à elle, n’a pas encore été étudiée 

mais son gène a été annoté lors de la caractérisation du génome de C. gigas (GenBank : 

XP_011430557.2). En plus des HBGAs, nous avons également identifié chez O. edulis l’antigène de 

Galili dont la structure est Galα1-3Gal. Cet antigène est surtout retrouvé chez les primates du Nouveau 

Monde et de nombreux mammifères mais il est absent chez l’homme (Macher et Galili, 2008). Ce motif 

oligosaccharidique est immunogène chez l’homme et entraine la production d’anticorps 
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anti-Galα1-3Gal. En aparté, sa présence dans les organes porcins et de primates empêche leur utilisation 

pour les xénotransplantations en provoquant des rejets (Lin et al., 2000 ; Macher et Galili, 2008). 

Les N-glycannes que nous avons identifiés chez les huîtres C. gigas et O. edulis partagent 

plusieurs caractéristiques structurales fréquemment retrouvées chez les invertébrés (présentées dans 

l’Introduction, Chap. 1, Partie V.A p48). Ainsi, sur le résidu de GlcNAc du point d’attache, nous avons 

identifié la présence d’α1-3Fuc qui n’est pas retrouvé chez les vertébrés mais présent chez C. elegans 

tout comme chez l’huître C. virginica (Kurz et al., 2013 ; Natsuka et al., 2002), d’un disaccharide 

HexFuc ou FucHex qui pourrait correspondre au motif GalFuc également identifié chez C. elegans (Yan 

et al., 2018) et d’un Hex qui pourrait correspondre à un résidu de Man comme chez l’escargot Volvarina 

rubella (Eckmair et al., 2016) et comme également suspecté chez C. virginica (Kurz et al., 2013). Sur le 

Man central du noyau, nos analyses ont également montré la présence d’un β1-2Xyl pour les 2 huîtres 

mais de façon beaucoup plus marquée pour l’huître C. gigas. Ce β1-2Xyl est également retrouvé sur les 

N-glycannes des escargots (Helix pomatia, Lymnea stagnalis et Biomphalaria glabatra) et des 

trématodes de type Schistosoma (Ishihara et al., 1979 ; Khoo et al., 1997 ; Lehr et al., 2007 ; Van Kuik 

et al., 1985, 1986, 1987). De façon surprenante, cette dernière caractéristique n’a pas été mise en 

évidence chez C. virginica.  En revanche, concernant la sulfatation, nous n’avons pas réussi à la mettre 

en évidence chez C. gigas malgré 2 approches méthodologiques différentes alors que Kurz et al. (2013) 

démontrent la présence de groupements sulfates au sein de quelques N-glycannes des hémocytes et du 

plasma de C. virginica. Nos travaux ainsi que ceux de Kurz et al. (2013) indiquent que selon l’espèce 

d’huître considérée, des variations importantes sont observées dans les N-glycomes. 

A notre connaissance, les seules structures O-glycanniques caractérisées à ce jour sont celles 

décrites par Kurz et al. (2013) dans les hémocytes et le plasma de l’huître C. virginica. Selon ces auteurs, 

il s’agit de petits O-glycannes constitués du noyau 1, Galβ1-3GalNAc et GlcNAcβ1-3Galβ1-3GalNAc. 

Nos résultats, s’ils confirment l’existence de O-glycannes chez les huîtres C. gigas et O. edulis quel que 

soit le tissu considéré, révèlent néanmoins qu’il s’agit de structures beaucoup plus longues allant jusqu’à 

10 monosaccharides (Hex2HexNAc5dHex3). Ces O-glycannes sont bâtis sur 3 noyaux souvent identifiés 

chez les invertébrés, les noyaux de type 1, 2 et le « noyau des invertébrés » (Galβ1-6[Galβ1-3]GalNAc) 
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décrit dans la revue de Staudacher (2015) et de manière plus surprenante, sur des noyaux de type 3 et 4 

qui sont habituellement retrouvés chez les mammifères. Nos analyses par fragmentation MALDI-MSn 

réalisées par spectrométrie de masse MALDI-QIT-TOF sur la majorité des O-glycannes perméthylés du 

tube digestif de C. gigas mettent en évidence, comme pour les N-glycannes, la présence d’Ags A et 

vraisemblablement de ALeb. Ce dernier point devra être confirmé. 

Même si les analyses MALDI-MSn doivent être finalisées et que celles GC-MS des dérivés itols 

générées à partir des O-glycannes n’ont pas encore été faites, la comparaison des N- et O-glycomes chez 

les 2 espèces d’huître semble faire apparaître les mêmes caractéristiques structurales.  

L’analyse structurale des glycolipides a également été envisagée mais de multiples essais n’ont 

pas donné de résultats concluants. Nous avons donc décidé de nous focaliser uniquement sur l’analyse 

des N- et O-glycannes.  

B. La méthylation 

Quels que soient les tissus considérés, nos analyses structurales sur les N- et O-glycannes ont 

montré la présence de groupements méthyles chez les deux espèces d’huître. Ce résultat semble être une 

caractéristique générale des glycannes d’huître puisque les N-glycannes de l’huître C. virginica sont 

également apparus porteurs de ces groupements (Kurz et al., 2013). 

Ainsi, nous avons identifié des résidus de O-MeMan sur les N-glycannes de type paucimannose 

et oligomannose comme pour C. virginica ou encore chez des gastéropodes ou des planaires (Gutternigg 

et al., 2004, 2007a ; Natsuka et al., 2011 ; Van Kuik et al., 1986). L’analyse GC-MS des dérivés itols 

acétates nous a permis de montrer que ce groupement se situait soit sur le C3 soit sur le C4 d’un résidu 

de Man. Une proportion plus importante de 4-O-MeMan a été identifiée dans le tube digestif de chacune 

des huîtres en comparaison aux 2 autres tissus. Si l’existence de 3-O-MeMan a déjà été rapporté chez 

des escargots comme Arion lusitanicus et Lymnea stagnalis, celle de 4-O-MeMan n’a, à notre 

connaissance, encore jamais été rapportée chez des invertébrés (Gutternigg et al., 2004 ; Hall et al., 

1977 ; Staudacher, 2012 ; Van Kuik et al., 1986). 
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Deux autres monosaccharides, la GalNAc et le Fuc, apparaissent également méthylés sur les 

N-glycannes des 3 tissus des deux espèces d’huître. Nos analyses GC-MS ont localisé le groupement 

méthyle des résidus de GalNAc sur leur C3 (3-O-MeGalNAc). Pour rappel, tous les résidus de GalNAc 

que nous avons identifiés ont été localisés dans des Ags A et ALeb et une très forte proportion de ces 

résidus de GalNAc est apparue méthylée quels que soient les tissus et l’espèce d’huître considérés. Cela 

pose évidemment la question de l’impact du groupement méthyle sur la reconnaissance de ces Ags non 

seulement par les lectines et anticorps classiquement utilisés pour leur mise en évidence mais surtout 

par les NoVs. Concernant le résidu de Fuc, nous avons mis en évidence 2 profils de méthylation, l’un 

sur le C3 (3-O-MeFuc) chez C. gigas et l’autre sur le C4 (4-O-MeFuc) chez O. edulis. Nos analyses MSn 

par spectrométrie de masse MALDI-QIT-TOF ont permis de montrer que ces résidus de MeFuc 

constituaient l’α1-4Fuc qui définit l’Ag Leb chez les deux espèces d’huître et l’ 1-2Fuc des Ags A et 

H (comprenant les Ags ALeb et HLeb) uniquement chez O. edulis. Cet élément révèle une nouvelle fois 

qu’il existe des variations qualitatives de glycosylation entre les 2 espèces d’huître. Si des dérivés 

3-O-MeGalNAc et 3-O-MeFuc ont déjà été rapportés dans la littérature chez le bivalve d’eau douce 

Hyriopsis schlegelii et le ver Alvinella pompejana, il n’en est pas de même pour le 4-O-MeFuc, sauf 

erreur de notre part (Hori et al., 1981 ; Staudacher, 2012 ; Talmont et Fournet, 1991).  

En dépit du fait que l’identification des méthyl-monosaccharides retrouvés au sein des 

O-glycannes reste encore à faire, il est raisonnable de penser que les 3-O-MeGalNAc et 3/4-O-MeFuc 

observées au sein des N-glycannes seront retrouvés sur les O-glycannes. A noter que la présence de 

monosaccharides méthylés dans des O-glycannes a déjà été rapportée notamment chez les nématodes 

C. elegans et Toxocara canis (Guérardel et al., 2001 ; Khoo et al., 1991) mais aussi chez plusieurs 

escargots comme Helix pomatia ou Arion lusitanicus (Stepan et al., 2012). 

La méthylation de monosaccharides chez les invertébrés n’est pas inhabituelle mais peu 

d’informations sont disponibles concernant leur biosynthèse et notamment sur les méthyltransférases 

impliquées. Hormis quelques-unes identifiées chez les bactéries, aucune à notre connaissance ne l’a 

encore été chez les invertébrés (Staudacher, 2012). Néanmoins, une étude chez C. elegans a permis 

d’identifier le transporteur SAMT-1 de la S-adénosyl-méthionine (utilisée comme donneur de 
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groupement méthyle), depuis le cytosol jusqu’à l’appareil de Golgi pour la méthylation des N- et 

O-glycannes par les méthyltransférases (Wohlschlager et al., 2014). A ce jour, le rôle de la méthylation 

des glycannes n’est pas clairement établi. Les groupements méthyles sont principalement retrouvés sur 

les monosaccharides en position terminale des oligosaccharides et notamment le 3-O-MeMan postulé 

pour être un signal de fin d’élongation par les glycosyltransférases (Staudacher, 2012). Il a également 

été démontré que des glycannes méthylés pouvaient constituer des cibles de l’immunité innée. En effet, 

l’étude de Wohlschlager et al. (2014) qui concernait les Tectonines Tec2 du champignon Laccaria 

bicolor et L6 de la limule japonaise Tachypleus tridentatus a permis de mettre en évidence une 

reconnaissance des résidus de 3-O-MeMan et 2-O-MeFuc. Ce type de lectine, retrouvé chez les vertébrés 

et invertébrés, est connu pour reconnaître les lipopolysaccharides bactériens ainsi que d’être associé à 

l’immunité innée. Cependant, on ne connait pas le rôle pour l’espèce porteuse de ces modifications.  

II. Interactions Norovirus-huître 

A. Interaction médiée par des ligands glycanniques 

En parallèle de nos analyses structurales des N- et O-glycomes des 3 tissus des 2 espèces 

d’huître, nous avons cherché à déterminer le ou les ligands impliqués dans les interactions NoVs - huître. 

L’implication des glycannes dans cette reconnaissance a été démontrée dans de multiples travaux en 

altérant les chaînes glycanniques par du périodate de sodium (Le Guyader et al., 2006 ; Maalouf et al., 

2010b ; Tian et al., 2006, 2007). De manière plus précise, des reconnaissances de motifs glycanniques 

par des lectines et anticorps et des expériences de compétition avec des substrats naturels (e.g. salive 

d’individu secréteur de groupe A) ont clairement démontré l’implication des HBGAs (Le Guyader et 

al., 2006 ; Maalouf et al., 2010b ; Tian et al., 2006, 2007). Les questions en suspens étaient : 

• Y-a-t-il un motif glycannique particulier impliqué dans l’interaction de huîtres avec les 

NoVs ? 

• Si oui, est-il porté par un ou des N- ou O-glycanne(s), voire les 2 ? 

• Ce ou ces glycannes sont-ils portés par une ou plusieurs protéines ? 

Ne disposant pas des N- ou O-glycannes purs, nous avons cherché à répondre aux questions 2 et 3.  
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Nos expériences de FarWB et d’ELISA ont confirmé une interaction spécifique des VLPs de 

NoVs (GI.1 et GII.4) avec les 3 tissus de C. gigas et d’O. edulis. De manière générale, nos résultats issus 

des farWBs ont montré que les reconnaissances sont localisées au niveau du gel de concentration et à 

l’interface des gels de concentration et de séparation ce qui suggère une implication de GPs de très haut 

poids moléculaires. Si l’on ajoute à cette observation le fait qu’un prétraitement à la PNGase F des 

échantillons ne conduit à aucun changement significatif, cela laisse à penser que ce sont des O-glycannes 

portés par des GPs de type mucine qui interagissent avec les NoVs.  

Chez l’huître, comme chez les invertébrés marins, une couche de mucus est présente à la surface 

des différents tissus et joue des rôles biologiques extrêmement importants. Pales Espinosa et al. (2016) 

ont caractérisé par LC-MS/MS les constituants du mucus collecté à partir du manteau, des branchies et 

des palpes labiaux de l’huître C. virginica, essentiellement au niveau protéique. Les auteurs n’ont pas 

identifié de mucines chez C. virginica et on ne trouve également pas de gènes codant pour des mucines 

dans le génome de C. gigas (Zhang et al., 2012). Néanmoins, l’existence de mucines chez les huîtres 

n’est pas complètement tranchée puisque ces auteurs ont également noté la présence d’une halomucine 

et d’une SCO-spondine dont les séquences sont similaires aux mucines. La première est homologue aux 

mucines de mammifères et la seconde comporte des unités de répétition peptidique de type mucine-2 

avec un haut taux de similarité avec la mucine-5 AC-like (Aplysia californica, XP_005092239). Leurs 

séquences sont également retrouvées dans le génome de C. gigas ce qui pourrait être le signe de la 

présence de GPs de type mucine chez les huîtres (Pales Espinosa et al., 2016).  

Les HBGAs identifiés lors de nos analyses structurales ont été identifiés à la fois sur les N- et 

les O-glycannes. Il est donc judicieux de se demander pourquoi la reconnaissance aurait lieu sur les 

O-glycannes plutôt que les N-glycannes. Dans les travaux de Ruvoën-Clouet et al. (2006), les auteurs 

suggèrent, à propos de l’interaction de VLPs de NoV GI.1 sur des mucines de lait humain, que la 

présentation multimérique des glycannes des mucines augmentent l’avidité des interactions. De plus, 

l’étude de Huang et al. (2009) démontre que les ligands glycanniques des NoVs GII.4 (VA387) et GII.9 

(VA207) dans le lait et la salive humains sont des GPs de très hauts poids moléculaires suspectés pour 

être des mucines. Ils démontrent que la présence de l’HBGA spécifique d’une souche de NoV n’est pas 
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suffisante pour une reconnaissance. L’interaction nécessiterait également un squelette glycannique 

porteur spécifique. L’importance de la structure des chaînes glycanniques qui portent l’Ag a également 

été illustrée dans plusieurs travaux concernant le virus Influenza A. Au fils du temps, les souches de 

virus Influenza A ont une avidité plus forte pour des glycannes biantennés sialylés alors qu’elle diminue 

pour des trisaccharides, petits glycannes ou glycannes linéaires sialylés. Cela s’expliquerait par la 

possibilité d’une double liaison des antennes à 2 sites de liaison d’un trimère d’hémagglutinine lorsque 

les antennes sont suffisamment longues (Ji et al., 2017). Dans une autre étude, les auteurs ont réalisé des 

puces à glycannes (glycan-array) mimant les mucines du glycocalyx en utilisant des polymères de 

différentes longueurs et exposant un certain nombre de glycannes (valence) par polymère. Les résultats 

obtenus avec l’utilisation d’une souche d’Influenza A H1N1 indiquent une augmentation de l’avidité 

lorsqu’on augmente la valence (Lucas et al., 2021). Si l’on considère que la présentation multimérique 

des glycannes des mucines augmentent donc l’avidité des interactions également pour les NoVs, cela 

constitue un argument en faveur d’une reconnaissance des HBGAs portés par des O-glycannes plutôt 

que par des N-glycannes. 

Nos travaux de reconnaissance par des expériences de farWB des protéines et GPs des 2 espèces 

d’huître par le NoV GII.4 Dijon, ont également montré qu’une GP plus légère (entre 25 et 37 KDa) 

présente uniquement dans le manteau et les branchies de l’huître O. edulis était reconnue. Si ce résultat 

est confirmé, cela pourrait signifier l’existence de plusieurs ligands pour cette souche de NoV, mais 

aussi révéler un certain tropisme tissulaire et d’espèce.  

B. Influence des HBGAs méthylés sur les Norovirus 

Comme nous venons de le dire dans le chapitre précédent, les expériences de FarWB et d’ELISA 

suggèrent fortement une implication des O-glycannes dans l’interaction avec les NoVs. Pour ces 

derniers, nos premiers résultats structuraux indiquent la présence d’Ags A et ALeb qui devront 

néanmoins être vérifiés par des analyses MALDI-MSn complémentaires. De surcroit, nous avons montré 

que ces O-glycannes apparaissent méthylés à des degrés divers, jusque 4 groupements pour certains. Si, 

comme pour les N-glycannes, les groupements méthyles sont retrouvés sur des résidus de GalNAc et de 

Fuc qui définissent les motifs antigénique A et ALeb, cela questionne sur l’impact de ces groupements 
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méthyls en termes de reconnaissance par les NoVs. La présence d’un ou 2 groupements méthyles sur un 

Ag inhibe-t-elle l’interaction avec le NoV ? diminue-t-elle ou augmente-t-elle l’affinité de la 

reconnaissance par le NoV comparé au même Ag non méthylé ?  

1. « Tropisme » d’espèce 

Nos travaux ont révélé des différences de profils de méthylation entre les huîtres C. gigas et 

O. edulis. Ainsi, les Ags A des N-glycannes de O. edulis disposent d’un groupement méthyle 

supplémentaire sur le C4 du résidu de Fuc en comparaison à C. gigas. De même, l’Ag Leb est constitué 

d’un 4-O-MeFuc pour O. edulis mais d’un 3-O-MeFuc pour C. gigas. Ces différences structurales 

entrainent-elles des différences d’interaction entre ces 2 espèces d’huître vis-à-vis des NoVs en termes 

d’affinité ? Un premier élément de réponse pourrait résider dans l’observation qu’ont faite nos 

collaborateurs d’IFREMER lors de leurs études de contamination in vivo des 2 huîtres par les NoVs.  Il 

semblerait que les huîtres C. gigas soient plus sensibles à la contamination par les NoVs que les huîtres 

O. edulis (communication personnelle). Si cette observation était confirmée, en tenant compte 

notamment des caractéristiques physiologiques des 2 huîtres (poids, taille, volume d’eau de mer filtré, 

…), les différences des profils de méthylation pourraient être une explication à ce phénomène.  

Tous ces questionnements sont légitimes si l’on se souvient de la très grande spécificité de 

reconnaissance virus-hôte qui a été illustré dans l’Introduction (Chap. 1. VII p55). On peut donc 

aisément penser qu’un groupement méthyle puisse changer la reconnaissance par les NoVs puisque la 

reconnaissance d’un motif monosaccharidique (ou oligosaccharidique) par un virus peut être impacté 

par la nature de la liaison au reste de la chaine oligosaccharidique (par exemple Influenza A) ou par la 

présence d’un groupement particulier (par exemple certains CoVs). Tous ces éléments, qui peuvent 

apparaître mineurs peuvent être à l’origine du tropisme d’espèce selon qu’ils sont produits chez une 

espèce et pas chez une autre. La présence de ces groupements et leur position peuvent alors induire un 

phénomène que l’on peut nommer de « tropisme d’espèce » bien qu’ici les huîtres ne soient pas infectées 

par les NoVs.  
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2. Influence selon les souches virales : modélisation moléculaire 

On ne connait pas à ce jour l’influence d’un groupement méthyle sur un Ag au regard de sa 

reconnaissance par des anticorps, des lectines ou encore des virus. Dans notre cas, nous voulions savoir 

si la présence d’un groupement méthyle sur un Ag A modifiait l’interaction de cet épitope avec les NoVs 

en comparaison à un Ag non méthylé. Pour cela, nous avons réalisé une étude de modélisation 

moléculaire à partir des données cristallographiques du domaine P des virus GI.1 et GII.3 en interaction 

avec le trisaccharide GalNAcβ1-3[Fucα1-2]Gal qui définit l’Ag A. 

La modélisation avec le NoV GI.1 a montré une implication des hydroxyles du C2 du résidu de 

Fuc et des C3 et C4 du résidu de GalNAc. Ainsi, il est apparu que la présence d’un groupement méthyle 

sur l’hydroxyle du C3 de la GalNAc supprime la liaison hydrogène du C3 établie par cet hydroxyle avec 

pour conséquence une diminution de la force d’interaction Ag A-NoV. En revanche, la présence d’un 

groupement méthyle sur l’hydroxyle du C4 du Fuc ne modifie pas la reconnaissance. Cette dernière 

observation semble indiquer qu’il n’y aurait donc pas de différence de reconnaissance des Ags A par les 

NoV GI.1 entre les huîtres C. gigas et O. edulis. 

Pour la souche de GII.3, le résidu de Fuc apparaît beaucoup plus impliqué dans la 

reconnaissance (interaction avec les hydroxyles des C2, C3 et C4) que le résidu de GalNAc (interaction 

avec l’hydroxyle du C3). De nouveau, la présence d’un motif 3-O-MeGalNAc d’un Ag A engendre la 

perte d’une liaison hydrogène avec le NoV. Par contre, la présence d’un motif 4-O-MeFuc dans un 

Ag A, ce qui est le cas pour O. edulis, fait disparaître 3 liaisons hydrogènes ce qui constitue une 

différence importante dans la reconnaissance des deux huîtres pour cette souche de NoV. Ce résultat, 

s’il est confirmé par d’autres approches, pourrait expliquer une plus grande sensibilité de C. gigas vis-

à-vis de contaminations à ce NoV par rapport à O. edulis. 

Plusieurs études ont été réalisées pour établir les liaisons qui s’établissent entre l’Ag A et 

différents variants de GII.4. Une étude d’interaction par RMN STD concernant des VLPs du variant 

GII.4 Ast6139 rapporte une implication forte du résidu de GalNAc au niveau de son groupement 

N-acétyle et des hydroxyles de ses C3 et C4 (Fiege et al., 2017). Comme pour les souches GI.1 et GII.3, 

la méthylation de l’hydroxyle du C3 pourrait conduire à une diminution de l’interaction hôte-virus chez 
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les 2 huîtres. En revanche, l’hydroxyle du C4 du résidu de Fuc de l’Ag A ne semble pas établir de liaison 

hydrogène avec les VLPs du NoV GII.4 Ast6139. Ces résultats indiquent donc qu’in fine il n’y aurait 

pas de différence de reconnaissance de l’Ag A par les deux espèces d’huîtres étudiées. Néanmoins, il 

convient de préciser à ce niveau que ces résultats apparaissent extrêmement dépendants de la souche 

virale utilisée. En effet, des études cristallographiques effectuées avec la protéine P de GII.4 VA387 et 

du variant 2004, ont révélé une plus forte implication du Fuc avec l’engagement cette fois-ci de 

l’hydroxyle de son C4 (Cao et al., 2007 ; Shanker et al., 2011).  

Il apparaît donc que les mécanismes d’interaction Ag A méthylé-NoV sont non seulement 

dépendants de la souche de NoV considérée mais aussi des variants au sein d’une même souche virale. 

C. « Tropisme » tissulaire 

Nos études structurales sur les N- et O-glycannes des 3 tissus des 2 huîtres ne montrent pas de 

différences qualitatives majeures. Cependant, les résultats issus de nos expériences de farWB et ELISA 

montrent que les NoVs ne se fixent pas en quantité équivalente sur les 3 tissus, manteau, tube digestif 

et branchies. A ce stade de nos travaux, l’explication est sans doute quantitative. 

Pour C. gigas, les expériences ELISA et FarWB montrent une fixation préférentielle des VLPs 

de NoVs GI.1 au niveau du tube digestif. Cette observation est confirmée à la fois par les résultats 

d’ELISA et les expériences de bioaccumulation (Maalouf et al., 2010b, 2011 ; Tian et al., 2006). 

Cependant, pour les VLPs de NoVs GII.4 MD145, les résultats de FarWB et d’ELISA apparaissent en 

contradiction. En effet, par FarWB, le manteau est le tissu le plus reconnu alors que par ELISA, il s’agit 

essentiellement du tube digestif et plus faiblement le manteau. L’étude de Maalouf et al. (2011) montre 

que lors d’expériences de bioaccumulation, les VLPs de NoV GII.4 Houston se fixent d’abord au niveau 

des branchies et migrent ensuite vers le tube digestif et le manteau avec une bioaccumulation plus de 

deux fois supérieure dans le tissu digestif D’autre part, les expériences ELISA réalisées avec les mêmes 

VLPs dans leur étude précédente montre une reconnaissance des tous les tissus de manière équivalente 

(Maalouf et al., 2010b). Au regard de nos résultats, il n’est donc pas possible de conclure sur une 

éventuelle préférence tissulaire des VLPs GII.4.  
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Les études structurales des N- et O-glycomes nous ont permis d’identifier des Ags A, ALeb et 

H chez les huîtres C. gigas et O. edulis et HLeb uniquement pour cette dernière. Nous avons montré que 

ces Ags sont majoritairement substitués par des groupements méthyles sur des résidus de GalNAc et de 

Fuc et à des positions différentes selon les deux espèces.  

Pour poursuivre les études que nous avons entreprises pour identifier le ou les ligands 

glycanniques impliqués dans la rétention des NoVs par les 2 espèces d’huître, il faudra, d’un point de 

vue structural, finaliser la caractérisation structurale du N-glycome en étudiant les groupements sulfates 

de l’huître O. edulis et poursuivre l’étude du O-glycome des 2 espèces en :  

• terminant les analyses de spectrométrie de masse MALDI-MSn des oligosaccharides 

perméthylés et perdeutérométhylés pour confirmer la présence des mêmes Ags (voire 

d’autres) que ceux retrouvés sur les N-glycannes et localiser les groupements méthyles, 

• effectuant une analyse qualitative et quantitative des monosaccharides constitutifs sous 

leur forme réduite et perméthylée par GC-MS, 

• identifiant le ou les monosaccharides naturellement méthylé(s) et le positionnement 

précis des groupements méthyles par une analyse GC-MS de leurs dérivés itol 

partiellement méthylés et acétylés, 

• quantifiant les différentes formes (non-, mono-, di-,…) méthylées des Ags par LC-MSn 

à l’aide de l’Orbitrap Fusion™ Tribrid™, 

• étudiant la présence ou non de groupements sulfates par MALDI-QIT-TOF et le cas 

échéant, comme pour les groupements méthyles, de préciser le ou les 

monosaccharide(s) sulfaté(s) et le nombre de groupements sulfates par oligosaccharide. 

Les études d’interaction VLPs-glycoprotéines que nous avons menées indiquent qu’elles 

impliquent des protéines de haut poids moléculaire et que les N-glycannes ne semblent pas jouer un rôle 

majeur. Nos expériences ELISA et farWB ont été faites en effectuant une extraction en bloc des 

protéines à partir de tissu frais. Une première démonstration de la validité de notre hypothèse sur 

l’implication de glycoprotéines de type mucine, consisterait à préparer les glycoprotéines selon le 

protocole standard d’extraction des mucines que nous avons déployé pour établir le O-glycome. Puis, 
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les glycoprotéines ainsi préparées seront soumises aux mêmes tests ELISA et farWB que ceux menés 

sur les glycoprotéines totales. Dans le but d’éliminer un rôle possible des N-glycannes, ces tests 

pourraient être effectués avant et après action des PNGase F et A. Quel que soit les tests de 

reconnaissance qui seront mis en œuvre, il conviendra de les compléter systématiquement par des 

expériences d’inhibition en utilisant des anticorps, lectines, les « mucines » elles-mêmes voire les 

N-glycannes comme inhibiteurs, ce que faute de quantité suffisante en VLPs nous n’avons pu faire.  

Durant ma thèse, nous avons confirmé la présence d’Ag A, H, ALeb et HLeb chez les huîtres 

C. gigas et O. edulis. Le fait intéressant est que ces Ags existent sous forme native mais aussi sous 

plusieurs formes méthylées. La question qui se pose est donc l’implication de chacune de ses formes 

dans les interactions avec les NoVs. Pour apporter une réponse à ces questions, le Dr Yann Guérardel, 

professeur invité dans l’Institute for Glyco-core Research (iGCORE) associé aux Universités de Nagoya 

et de Gifu au Japon a établi une collaboration avec l’équipe du Prof. Hiromune Ando de l’université de 

Gifu afin de synthétiser par voie chimique ces épitopes sous leurs différentes formes méthylées. Ce 

travail s’inscrit dans le cadre d’un réseau de recherche international entre nos deux laboratoires financés 

par le CNRS (IRN Glyco-Network). L’utilisation de ces antigènes sera multiple. Tout d’abord, ils seront 

utilisés pour mesurer grâce à la technique de résonance plasmonique de surface (SPR), l'affinité des 

ligands glycanniques natifs et modifiés avec les VLPs et permettra ainsi de connaître la structure 

glycannique la plus affine. Ensuite, et en complémentarité à la mesure des affinités d’interaction, ils 

serviront à caractériser au plan atomique la nature exacte des interactions Ags-VLP. La technique la 

plus adéquate pour mener ce travail est la RMN STD (Saturation Transfer Difference) qui permet de 

déterminer la nature exacte des épitopes glycanniques par irradiation sélective en présence de son 

récepteur protéique (VLP). Les bases d’une collaboration ont déjà été établies avec l’équipe du Pr. 

Molinaro à Naples (Di Carluccio et al., 2021).  

Cette étude montre que l’identification et la caractérisation structurale des glycannes impliqués 

dans une interaction hôte-virus peut s’avérer extrêmement longues et fastidieuses. Dans 

l’environnement et le milieu marin en particulier, il existe de nombreuses espèces qui entrent dans 

l’alimentation humaine (poissons, mollusques bivalves ou encore crustacées) et qui font l’objet de 
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contaminations par les bactéries, parasites et virus. Disposer d’un outil diagnostic permettrait de vérifier, 

pour un pathogène, si le ligand est de nature glucidique et dans l’affirmatif de l’identifier. Cela 

permettrait également de vérifier rapidement si ce ligand est aussi présent chez d’autres espèces et ainsi 

déterminer les espèces susceptibles d’être contaminées par ce pathogène. Des glycan-array avec des 

glycannes issus d’une multitude d’espèces marines et criblées avec des VLPs pourrait constituer cet 

outil. Ainsi, face à une contamination/infection marine, il sera possible de savoir rapidement si une ou 

plusieurs espèces marines peuvent être infectées par le virus et ainsi prévenir les contaminations inter-

espèces (épizootie) et surtout les contaminations humaines (zoonoses).
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MATERIEL & METHODES 
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I. Echantillons 

Les différents tissus des huîtres C. gigas et O. edulis (tube digestif, branchies et manteau) d’une 

douzaine d’huîtres ont été disséqués au LSEM (Ifremer, Nantes) par nos collaborateurs du projet ANR 

GOyAVE, Marion Desdouits et Gabriel Euller, puis poolés et congelés. Après réception et 

décongélation, ils ont été broyés dans des cellules de 50 mL « gentleMACS™ Dissociator » pendant 

2 min puis lyophilisés. 

II. Préparation des N-glycannes 

Cent mg de tissus ont été suspendus dans 1 mL d’une solution de triton X-100 à 1 % dans le 

PBS (Phosphate Buffered Saline Solution) puis soumis aux ultrasons pendant 2 min (Sonoplus, 

ultrasonic homogenizer mini 20, Brandolin, Allemagne, sonde 1,5 mm de diamètre) à 80 % de la 

puissance maximale, pulsation toutes les 0,5 s avec un repos de 0,5 s sur glace. L’échantillon a été 

ensuite incubé toute une nuit à 37 °C sous agitation. Après centrifugation (13 000 rotations par minute 

(RPM), 10 min à température ambiante (Tamb)), les protéines et GPs ont été récupérées dans le 

surnageant, réduites par 100 µL de dithiothréitol (DTT) à 0,1 M dans le PBS (37 °C, 1h, sous agitation) 

puis alkylées par 110 µL d’une solution à 0,5 M de iodoacétamide dans le PBS dans les mêmes 

conditions. La précipitation des protéines et GPs a été réalisée en ajoutant 130 µL d’acide 

trichloroacétique (ATCA) saturée suivie d’une incubation à -20 °C pendant 30 min. Le culot protéique 

a été récupéré après centrifugation (13000 RPM, 10 min, à 4 °C) et lavé 3 fois par 1 mL d’acétone froid 

(-20 °C) avec une centrifugation de 10 min à 13 000 RPM à 4 °C entre chaque lavage. Après séchage 

sous vide par un évaporateur centrifugeur sous vide (SpeedVac) (Concentrator 5301, Eppendorf), le 

culot a été repris dans 500 µL d’une solution de bicarbonate d’ammonium (NH4HCO3) 50 mM. Les 

protéines et GPs ont été digérées par 40 µL d’une solution de trypsine à 2 mg/mL dans le NH4HCO3 50 

mM à 37 °C toute la nuit. Après destruction de la trypsine par un traitement thermique à 100 °C pendant 

10 min, les polymères de glucose (supposés être des fragments de glycogène intrinsèques) ont été 

éliminés par extraction en phase solide (solid phase extraction ou SPE en anglais) sur l’automate SPE 

6.25ws (Interchim) en utilisant des cartouches de 3 mL remplies de billes de silice greffées avec des 

chainons C18 (500 mg, cartouche LCC500/3, Interchim). Après activation de la phase stationnaire par 

5 mL d’acétonitrile (ACN) et son équilibration par 10 mL d’une solution d’acide acétique 5 %, 

l’échantillon a été déposé à un débit de 0,75 ml/min. Après lavage de la cartouche par 10 mL d’une 

solution d’acide acétique à 5% dans l’eau à un débit de 0,75 ml/min (les polymères de glucose sont 

éliminés durant ce lavage), les peptides et glycopeptides ont été récupérés par une augmentation en 

pallier successif de 20 %, 40 % puis 60 % d’isopropanol dans une solution d’acide acétique à 5 % dans 

l’eau (10 mL par solution). Après lyophilisation, ils ont été repris dans 500 µL de NH4HCO3 à 50 mM 

et les N-glycannes ont été libérés par 1 µL de PNGase F (62,5 UI, New England BioLabs). Les 

N-glycannes ont été récupérés par extraction en phase solide dans les mêmes conditions que 
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précédemment. Après dépôt de l’échantillon, la phase de lavage (fraction non retenue) dans laquelle se 

trouvent les N-glycannes a été récupérée puis lyophilisée. Quant aux peptides et glycopeptides résistants 

à la PNGase F, ils ont été élués en faisant passer successivement à travers la cartouche 10 mL de 

solutions d’isopropanol à 20, 40 et 60 % dans de l’acide acétique à 5 %. En suivant le protocole employé 

pour la PNGase F, les glycopeptides restants ont été soumis à une digestion par la PNGase A (10 UI, 

New England BioLabs) en suivant les recommandations du fournisseur.  

III. Préparation des O-glycannes 

Une solution de chlorure de guanidine (GuCl) 6 M a été purifiée par du graphite. Après 

ajustement de la concentration de la solution de GuCl à 4 M par dilution dans l’eau et ajout d’une tablette 

d’inhibiteur de protéases (cOmplete, EDTA-free, ref 58698000, Roche Diagnostics), 0,5 g de tissu broyé 

et lyophilisé a été resuspendu dans 8 mL de cette solution. La densité de la solution a été amenée à 1,4 

par ajout de CsCl en poudre avant d’être transférée dans un tube de centrifugation pour être y centrifugé 

à 48 000 g pendant 72 h à 4 °C. Des fractions de 0,5 mL ont été collectées à partir du fond du tube grâce 

au dispositif Fraction Recovery Systems commercialisé par Beckman Coulter. Cinquante L de chacune 

des fractions ont été déposés sur membrane de nitrocellulose (Amersham Protan 0,45 m NC) disposée 

sur le support Slot blot (Bio-Dot® SF Apparatus, Bio-rad). Deux révélations du matériel glycannique 

ont été réalisées, l’une par le PAS et l’autre par la lectine AAL marquée à la biotine (cf. protocole 

Lectine-blot). Ces révélations permettent de déterminer les fractions contenant du glycogène (matériel 

de haute densité) qui sont à éliminer et les fractions contenant les mucines (densité voisine de 1,3). Les 

fractions positives à la lectine AAL ont été poolées puis dialysées sur des membranes de dialyse 

Spectrapor en boudin (seuil de coupure 6-8 kDa, diamètre 2,04 mm et longueur 10 cm) contre de l’eau 

désionisée pendant 3 jours en changeant l’eau 2 fois par jour avant d’être lyophilisées. La β-élimination 

a été réalisée en resuspendant les échantillons dans 5 mL d’une solution de NaOH 50 mM renfermant 

1 M de borohydrure de sodium (NaBH4). Après 72 h d’incubation à 37 °C, la réaction a été arrêtée par 

ajout d’acide acétique pur jusqu’à arrêt du dégagement gazeux. Puis, l’excès d’ions sodium a été éliminé 

par chromatographie d’échange d’ions sur une colonne échangeuse de cations contenant 15 mL d’un gel 

Dowex 50X8, (200-400Mesh, forme H+, Biorad) équilibrée et éluée par une solution d’acide acétique à 

5 % dans l’eau. Après lyophilisation de la fraction non retenue, les acides aminés et petits peptides ont 

été éliminés par chromatographie échangeuse de cations contenant 15 mL d’un gel Dowex 50X2 (200-

400 mesh, forme H+, Bio-rad) équilibrée et éluée par une solution d’acide acétique 5 %. Après une 

nouvelle étape de lyophilisation, les O-glycannes ont été débarrassés des borates par une dizaine de co-

distillation en présence d’un mélange méthanol/acide acétique (9/1 ; V/V) (1 mL). 
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IV. Dérivation des N- et O-glycannes pour l’analyse en MALDI-QIT-
TOF 

Dix pourcents des N-glycannes et O-glycannes totaux ont été perméthylés selon un protocole 

dérivé de la méthode de Ciucanu et Kerek (1984) utilisant une “slurry base” plutôt que de la soude en 

poudre. Cette slurry base est préparée extemporanément en ajoutant à 400 µL d’une solution de NaOH 

à 50 % dans l’eau, 800 µL de méthanol anhydre suivie d’une agitation vigoureuse. Puis 4 mL de 

diméthylsulfoxyde (DMSO) ont été ajoutés et mélangés vigoureusement. Après centrifugation à 

1500 RPM pendant 1 min à Tamb. La phase supérieure contenant un insoluble blanc est retirée à l’aide 

d’une pipette pasteur jusqu’au culot visqueux (d’où le terme de slurry base). Plusieurs autres lavages du 

culot par 4 mL de DMSO sont effectués jusqu’à disparition de l’insoluble blanc (6 à 8 lavages). Le culot 

est ensuite resuspendu dans 4 mL de DMSO par aspiration et refoulement successif dans une pipette 

Pasteur. Pour la perméthylation, les N- et O-glycannes ont été resuspendus dans 400 L de slurry base 

et 200 µL d’iodométhane (CH3I) ou deutéroiodométhane (CD3I) ont été ajoutés et le mélange a été laissé 

sous agitation pendant 30 min à Tamb. La réaction a été arrêtée en ajoutant goutte à goutte 2 mL d’acide 

acétique à 5 % froid et les glycannes per(deutéro)méthylés ont été solubilisés dans 1 mL de chloroforme. 

La phase aqueuse est jetée après décantation et la phase chloroformique a été lavée 5 fois par 2 mL d’eau 

puis séchée sous un flux d’azote. 

V. Purification des N-glycannes sulfatés 

La perméthylation des N-glycannes sulfatés nécessite de mettre en place un protocole particulier 

notamment en ce qui concerne la récupération des glycannes sulfatés perméthylés qui du fait de leur 

solubilité dans l’eau, sont perdus si l’arrêt de la permethylation se fait comme dans le protocole 

précédent par addition d’eau au mélange réactionnel. Dans ce cas particulier, nous avons mis en œuvre 

le protocole de Yu et al. (2020) qui utilise une cartouche Oasis MAX 3 cc (Waters, Oasis). 

Brièvement, la perméthylation (décrite ci-dessus) a été arrêtée par ajout de 200 µL d’eau et la 

solution a été neutralisée par quelques gouttes d’acide acétique 5 % pour atteindre un pH entre 5 et 8. 

Puis, l’excès d’iodométhane a été évaporé sous un flux d’azote. La cartouche Oasis MAX a été activée 

par 3 mL d’une solution d’ACN à 95 % dans l’eau et équilibrée par 3mL d’une solution d’acétate 

d’ammonium (NH4OAc) 100 mM. Le mélange réactionnel contenant les N-glycannes sulfatés et 

perméthylés sont resuspendus dans 1 mL de NH4OAc 100 mM puis déposés à la surface de la cartouche.  

L’éluat a été déposé une seconde fois et la cartouche a été lavée par 1 mL de la solution d’NH4OAc 

100 mM puis par 6 mL d’eau désionisée pour éliminer les sels. Trois élutions successives par 6 mL 

d’ACN à 95 %, puis 6 mL de NH4OAc 1 mM dans l’ACN 80 % et enfin 3 mL de NH4OAc 100 mM 

dans l’ACN 60 %, MeOH 20 % ont été réalisées pour récupérer successivement les N-glycannes 

perméthylés non sulfatés puis les N-glycannes perméthylés monosulfatés et enfin les N-glycannes 

perméthylés polysulfatés.   Les échantillons ont ensuite été séchés au SpeedVac. Après dissolution dans 
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20 µL d’une solution ACN à 10 %, les N-glycannes ont été dessalés en utilisant un cône ziptip C18 

activé par 10 µL d’ACN 50 % dans une solution aqueuse d’ATFA à 0,1 % puis équilibré dans une 

solution d’ATFA à 0,1 %. Après dépôt de l’échantillon, 3 lavages par 10 µL d’une solution d’ATFA à 

0,1 % ont été effectués puis les N-glycannes sulfatés et perméthylés ont été élués par 10 µL d’une 

solution d’ACN à 50 % dans une solution d’ATFA à 0,1 %. 

VI. Dérivation des N-glycannes à la DAP 

Les N-glycannes (10 nmoles) ont été repris par 50 µL d’une solution de DAP à 0,875 M dans 

un mélange DMSO/Acide acétique (7/3 ; v/v). Cinquante µL d’une solution de NaBH3CN 1 M dans le 

même mélange ont été ajoutés et le tube a été incubé pendant 4 h à 65 °C. L’excès des réactifs a été 

éliminé par tamissage moléculaire sur une pipette plastique de 5 mL renfermant 4 mL de gel sephadex 

G10 (40-120mM, VWR). Après 2 lavages à l’eau, le mélange réactionnel a été déposé délicatement à la 

surface du gel puis la colonne a été lavée à l’eau. Cinquante fractions de 300 µL ont été collectées 

manuellement et exposées sous une lampe UV (Uvitec LF-206-LS) afin de déterminer la fraction 

contenant les N-glycannes dérivés. Les fractions positives ont été poolées et lyophilisées. 

VII. Analyse par MALDI-QIT-TOF 

Les N- et O-glycannes dérivés (sous forme perméthylé ou deutérométhylé ou DAP) ont été 

repris par 100 µL d’ACN. L’échantillon (1 L) a été déposé sur la cible et mélangé à 1 L d’une matrice 

de Super DHB (mélange d’acide 2,5-dihydroxybenzoique et d’acide 2-hydroxy-5-methoxybenzoic, 

(9/1 ; p/p)) à 10 mg/mL dans une solution d’ACN/NaOH 1 mM (7/3 ; v/v). Après séchage à l’air libre, 

le dépôt a été recristallisé par ajout d’1 µL d’ACN sans agitation. Les spectres MSn ont été acquis sur le 

spectromètre de masse MALDI-QIT-TOF (Axima Resonance de Shimadzu). Les analyses des dérivés 

perméthylés et perdeutérométhylés ont été effectuées en mode positif à l’exception de celles des N-

glycannes dérivés à la DAP et des N-glycannes perméthylés et sulfatés qui l’ont été en mode négatif. 

Les acquisitions MS ont été réalisées sur 3 zones de m/z différents (350-1600 Da, 800-3000 Da et 1700-

4500 Da) pour visualiser l’ensemble des glycannes. Les spectres résultent de la somme de 300 sous-

spectres correspondant chacun à 2 tirs laser. Les analyses MS2 ont été réalisées par CID (dissociation 

induite par collision) en utilisant l’argon comme gaz de collision et une énergie de collision comprise 

entre 330 et 600 eV en fonction des N-glycannes perméthylés ou deutérométhylés. Les analyses MS3 

ont été réalisées dans les mêmes conditions à partir d’ions fragments issus des analyses de MS2. 

VIII. Préparation des itols 

Les monosaccharides des N-glycannes natifs ont été libérés par 1 mL d’une solution d’ATFA 

4 M pendant 4 h à 100 °C en présence de 2 µg de mésoinositol utilisé comme standard interne. Après 

séchage sous un flux d’azote, l’ATFA a été éliminé par 4 co-distillations successive avec 1 mL de 

méthanol. La réduction des monosaccharides libérés a été réalisée à Tamb pendant 4 h en présence de 
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500 µL d’une solution d’ammoniaque 50 mM contenant du 1 M de NaBH4 ou NaBD4. Après séchage, 

l’échantillon a été stocké sous vide toute la nuit dans un dessiccateur à vide contenant des pastilles 

d’hydroxyde de sodium. Les borates ont été éliminés par 9 co-distillations avec le mélange 

méthanol/acide acétique (9/1 ; V/V) (1 mL) puis 1 mL de méthanol pour la dernière. Les standards de 

monosaccharides (100 µg de Fuc, Xyl, Gal, Glc, Man, GlcNAc et GalNAc) ont été traités dans les 

mêmes conditions. 

IX. Peracétylation et perméthylation des monosaccharides sous forme 
itols 

La peracétylation a été réalisée en ajoutant 500 µL d’anhydride acétique et 20 µL de pyridine 

pendant 4 h à 100 °C. L’excès de réactif a été évaporé avec précaution sous flux d’azote afin d’éviter 

l’évaporation des composés. Les dérivés itols acétates partiellement secs ont été repris par 1,5 mL de 

chloroforme et lavés 5 fois par 2 mL d’eau. Ils ont ensuite été séchés jusqu’à ce qu’il ne reste qu’une 

goutte.  

La perméthylation a été réalisée sur les dérivés itols comme décrit précédemment pour les N- et 

O-glycannes à l’exception de la phase de séchage finale qui a été effectuée jusqu’à ce qu’il ne reste 

qu’une goutte. 

X. Analyse des itols-acétates et itols-perméthylés par GC-MS  

Les itols acétates ont été dissous dans 200 µL de chloroforme pour les échantillons et 1 mL pour 

les standards. Puis, 1 µL a été injecté en mode splitless sur une colonne capillaire Solgel 1MS (30 m × 

0.25 mm × 0.25 µm) en élevant la température de 120 à 230°C avec un pas de 3 °C/min puis jusqu’à 

270 °C avec un pas de 10°C/min. Les itols-acétates ont été détectés par impact électronique à 70 eV sur 

le chromatographe en phase gaz HP-7820 couplée à un simple quadripole 5977B (Agilent Technologies, 

Santa Clara, US) en mode full scan de 45 à 500 Da. 

Quant aux itols perméthylés, ils ont été resuspendus dans 200 µL de chloroforme (1 mL pour 

les standards) et 1 µL a été injecté sur la même colonne que précédemment. Après 2 minutes d’élution 

à 80°C,  la température a été élevée jusque 180°C avec un pas de 2°C/min puis jusqu’à 250 °C avec un 

pas de 30 °C/min (Black et al., 2019). 

XI. Quantification des antigènes A et ALeb par nanoLC-MS/MS  

La quantification des profils de méthylation des antigènes A et ALeb des N-glycannes 

perdeutérométhylés de C.gigas et O.edulis a été réalisée par nanoLC-MS/MS sur un Orbitrap Fusion 

Tribrid system (ThermoFisher Scientific) à l’Institute of Biochemical Sciences de l’université de Taiwan 

dans l’équipe du Pr. Kay-Hooi Khoo dont le protocole a été décrit dans les travaux de Hsiao et al. (2017). 

Les ions m/z 414, 417, 645, 648, 719, 722, 913, 916 et 919 ont été ciblés. 
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XII. Préparation des échantillons pour WB et ELISA 

Les tissus lyophilisés (10 mg) ont été repris par 200 µL du tampon d’extraction des protéines 

contenant du NH4HCO3 50 mM, 0,25 % de SDS, 0,25 % de β-mercaptoéthanol et des inhibiteurs de 

protéases 1X (tablettes cOmplete™, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Roche). Le surnageant a 

été récupéré après centrifugation (10 min à 12000 RPM) puis 200 µL de NH4HCO3 50 mM et 20 µL de 

NP-40 à 10 % dans ce tampon ont été ajoutés. Dans le cas du traitement des échantillons à la PNGase F 

avant leur analyse en SDS-PAGE, 1 µL de PNGase F (62,5 UI) a été ajouté et le tube a été incubé 

pendant 1 h à 37 °C. 

La concentration en protéines de chacun des échantillons a été déterminée en triplicat grâce à 

un micro dosage BCA (Kit de dosages de protéines Micro BCA™ Thermo scientific) selon les 

recommandations du fabricant. La mesure des absorbances a été faite à 562 nm grâce au 

spectrophotomètre SpectroStar Nano (BMG LabTech). 

XIII. SDS-PAGE et transfert sur membrane de nitrocellulose 

Les protéines ont été dénaturées à 100 °C pendant 10 min en présence d’un volume ad hoc de 

tampon Laemmli 5X. Ensuite, un volume équivalent à 20µg (pour un WB) ou 50µg (pour une coloration 

au bleu de coomassie) de protéines a été déposé ainsi que 6 µL du marqueur de poids moléculaire 

(Precision Plus Protein Dual Color Standards, Bio-rad) sur un gel SDS-PAGE composé d’un gel de 

concentration à 4 % d’acrylamide (670 µL acrylamide/bisacrylamide 29/1 30 %, 0,5 mL de Tris 0,5 M 

à pH 6,8, 40 µL de SDS 10 %, 40 µL d’APS à 10 %, 4 µL de TEMED et 2,7 mL d’eau) et de séparation 

à 10 % d’acrylamide (3,3 mL d’acrylamide/bisacrylamide 29/1 30 %, 2,5 mL de Tris 1,5 M à pH 8,8, 

100 µL de SDS 10 %, 100 µL de APS 10 %, 4 µL de TEMED et 4 mL d’eau). La migration a été réalisée 

sous une tension de 60 V jusqu’à ce que les échantillons arrivent au niveau du gel de séparation, puis 

110 V jusqu’à la sortie du bleu de bromophénol en bas du gel). Dans le cas d’une coloration des protéines 

par le bleu de coomassie, les gels ont été incubés durant une nuit dans du réactif du dosage Pierce™ 

Coomassie Plus (Thermo Scientific) puis la décoloration a été faite dans de l’eau jusqu’à ce que les 

bandes soient parfaitement visibles.  

Dans le cas où de la mise en œuvre d’un électrotransfert des protéines séparées sur un gel SDS-

PAGE sur une membrane de nitrocellulose, les gels ont été immergés dans un tampon de transfert Tris-

Glycine 1X méthanol 20 % puis soumis à une tension de 12 V pendant 1h30 à 12 V en condition semi-

sec (Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio-rad). Après transfert, la membrane de nitrocellulose 

a été colorée quelques minutes au rouge ponceau jusqu’à apparition de bandes afin de vérifier l’efficacité 

du transfert puis lavée abondamment à l’eau désionisée. 
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XIV. Lectine blot 

La membrane a été saturée par une solution de PBS contenant 0,05 % de Tween 20 (T) 5 % de 

BSA pendant 1 h à Tamb ou une nuit à 4 °C puis incubée avec la lectine marquée à la biotine à la 

concentration finale de 1 µg/mL pour la Con A (BioWorld), UEA-I (BioWorld) et HPA (MyBioSource) 

et 0,1 µg/mL pour AAL (US Biological life sciences) dans le PBS-T 0,05 % BSA 5 % pendant 2h à 4 °C 

sous agitation. La membrane a été ensuite lavée 3 fois pendant 5 min dans du PBS-T 0,05 % avant d’être 

incubée avec un anticorps antibiotine-HRP (fraction monoclonale d’Ig G de souris à 0,8 mg/mL, 

Jackson Immunoresearch) dilué au 1/25 000ème dans le PBS-T 0,05 % BSA 5 % pendant 1h à Tamb et 

sous agitation. Après 3 lavages au PBS-T 0,05 % et 2 lavages au PBS pendant 5min sous agitation, la 

membrane a été révélée par un mélange réactionnel (50/50 ; V/V) de substrats ECL Pico 

(Thermoscientific) préparé extemporanément, pendant 10 min à l’obscurité. La lecture a été effectuée 

par une caméra de chimiluminescence (Vilber Lourmat) utilisant le logiciel Fusion. 

XV. Far-Western blot 

Pour les expériences de FarWB, le protocole suivi est similaire à celui des lectine-blot à 

l’exception de l’utilisation du lait en poudre comme agent de blocage à la place de la BSA et des lavages 

qui ont été faits avec du PBS-T 0,05 % après chaque incubation. La membrane est incubée dans une 

solution de VLPs GI.1 (Norwalk) ou de VLPs GII.4 Dijon (Accession Number AF472623) et MD145 

(Accession Number AY032605) produits par l’équipe du Dr Jacques Le Pendu (UMR Inserm 1232 

Centre de Recherche en Cancérologie et Immunologie Nantes-Angers CRCINA) à 3 µg/mL dans le 

PBS-T 0,05 % lait 5 % une nuit à 4 °C sous agitation. Le système de révélation a été composé d’un 

anticorps primaire anti-GI.1 ou anti-GII.4 (anticorps monoclonal de souris, Abcam) dilué au 1000ème 

dans le PBS-T 0,05 % lait 5 % et d’un anticorps secondaire de chèvre anti-IgG de souris-HRP 

(Interchim) dans les mêmes conditions que celles décrites pour les lectine-blot. 

XVI. ELISA  

Les échantillons ont été dilués dans du tampon carbonate 50 mM (pH 9,6, ThermoFischer 

Scientific) et 100 µL ont été ajoutés par puit d’une plaque Nunc Maxisorp immunoplates 

(ThermoFischer Scientific) suivi d’une incubation toute la nuit à 4 °C. La plaque a été lavée 3 fois par 

du PBS-T 0,05 % puis les puits ont été saturés par du PBS-lait en poudre à 5 % pendant 1 h à 37 °C sous 

atmosphère humide. Les VLPs diluées à 1 µg/mL dans le PBS-lait en poudre à 5 % ont été ajoutées et 

les puits sont incubés une nuit à 4 °C. Après 3 lavages au PBS-T 0,05 %, l’anticorps anti-VLP (dilution 

au 1/1000ème dans le PBS lait en poudre à 5%) (anticorps monoclonal de souris, Abcam) a été ajouté et 

l’incubation a été réalisée pendant 1 h à 37 °C sous atmosphère humide. Après 3 lavages au PBS-T, 

l’anticorps secondaire anti-IgG souris-HRP (dilué au 1/1000ème dans le PBS lait en poudre à 

5%)(Interchim) a été ajouté et la plaque a été incubée pendant 1 h à 37 °C sous atmosphère humide. 
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Cinq lavages (3 au PBS-T 0,05 % et 2 au PBS) ont été réalisés avant la révélation par le TMB (50 µL, 

pendant 10min). La réaction a été arrêtée par l’ajout de 50 µL d’acide phosphorique 1 M avant la mesure 

des absorbances à 450 nm (SPECTROstar® Nano, BMG LABTEC).  
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Figure S1. Monosaccharide composition analysis of N-glycans. Total Ion Count generated from GC-MS 
analysis of reduced and permethylated derivatives of (A) authentic standards, (B) N-glycans released 
from the mantle of C. gigas by PNGase F, (C)  N-glycans released from the mantle of O. edulis by PNGase 
F. 
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Figure S2. Ratios (in %) of Me-3O-Man (light green) and Me-4O-Man (dark green) in N-glycans 
isolated from individual tissues of C. gigas and O. edulis (G, gills; D, digestive tissue; M, mantle) using 
(A) PNGase F and (B) PNGase A. 
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Table S1. Quantification of monosaccharides in N-glycans sequentially released by PNGase A and F of 
(A) Crassostrea gigas (Cg) and (B) Ostrea edulis (Oe) in the three analysed organs gills (G), digestive 
track (D) and mantle (M). Values are expressed in ng of monosaccharides per mg of proteins. 
 

A 

  

PNGAse F PNGAse A 
Total PNGase A + F 

Gg-G Cg-D Cg-M Cg-G Cg-D Cg-M 

MeFuc 27,8 28,7 20,0 0,5 6,5 3,6 87,0 

Fuc 37,4 115,5 71,2 12,9 52,3 36,2 325,6 

Xyl 3,1 15,1 13,1 3,4 2,9 7,8 45,5 

MeMan 5,0 78,7 33,9 0,7 15,6 10,7 144,6 

MeGal 1,0 1,3 0,6 0,0 0,6 0,3 3,8 

Man 20,2 227,1 105,7 3,5 28,9 25,2 410,5 

Gal 36,5 64,1 47,5 10,9 15,3 14,5 188,7 

MeGalNAc 6,1 14,2 15,9 0,8 1,5 3,6 42,2 

GlcNAc 18,8 141,8 71,7 2,9 26,1 21,6 282,9 

GalNAc 5,4 6,8 4,2 0,6 1,0 0,9 19,0 

Total 161,2 693,2 383,8 36,3 150,8 124,5 1549,8 

 

B 

  

PNGAse F PNGAse A 
Total PNGase A + F 

Oe-G Oe-D Oe-M Oe-G Oe-D Oe-M 

MeFuc 162,0 71,6 133,7 15,7 5,9 18,6 407,6 

Fuc 313,2 221,6 256,3 62,1 36,2 53,2 942,6 

Xyl 4,8 5,0 6,7 4,2 2,9 3,6 27,2 

MeMan 194,3 113,8 196,6 25,8 10,2 18,3 558,9 

MeGal 28,4 12,5 10,7 4,4 2,2 5,0 63,3 

Man 510,9 365,1 494,6 46,1 21,2 38,0 1475,9 

Gal 253,8 150,6 166,9 29,6 23,2 36,4 660,4 

MeGalNAc 70,7 25,3 70,6 5,0 2,5 8,5 182,7 

GlcNAc 346,6 212,8 366,9 44,5 20,8 46,6 1038,1 

GalNAc 31,0 12,9 20,7 2,1 2,0 4,5 73,2 

Total 1915,7 1191,1 1723,9 239,4 127,1 232,7 5429,9 
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Table S2. List of N-glycans identified as permethylated derivatives following sequential released by 
PNGases F and PNGase A from three tissues gills (G), digestive tract (D) and mantle (M) of two oyster 
species, Crassostrea gigas (CG) and Ostrea edulis (OE). Structures were deduced from MS and MSn 
analyses of permethyl derivatives. N-glycans are ordered in increasing molecular weight. The presence 
of different N-glycans in each organ is indicated by a blue rectangle for Crassostrea gigas and green 
for Ostrea edulis, irrespective of the presence of natural methyl groups. Structures were represented 
according the standard Symbol Nomenclature for Glycan system (Varki et al., 2015). 
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Table S3. List of methylated N-glycans identified from the mantle of Crassostrea gigas and Ostrea 
edulis. Following their sequential release from C.gigas and O.edulis by PNGase F and A, N-glycans were 
deuteromethylated and analysed by MALDI-QIT-TOF. Each -3 m.u. difference between the expected 
mass and the measured mass indicated of the presence of a methyl group in the native N-glycan. The 
number of methyl groups per N-glycan is indicated by the presence of a cross in the corresponding 
column of the table (yellow for c.gigas and blue for O.edulis). 
 

 

N-glycan 0 1 2 3  N-glycan 0 1 2 3  N-glycan 0 1 2 3  N-glycan 0 1 2 3 4 

CG1   x      CG21 x x x    CG54     x    OE1   x       

CG2 x x      CG22 x x x    CG55     x    OE2 x x       

CG3 x x x    CG24 x x x x  CG56     x    OE3   x x     

CG4   x      CG25 x x      CG60   x x    OE5   x       

CG5   x      CG27 x x x    CG61       x  OE6     x     

CG6 x x      CG28   x x    CG62     x x  OE8     x     

CG7 x x x    CG33 x x      CG63 x x x    OE9   x x     

CG8   x x    CG35     x    CG69   x      OE10 x x       

CG9 x x x    CG37 x x      CG70     x x  OE11   x x     

CG10 x x      CG38 x x x x  CG71   x x    OE12   x       

CG11 x x x    CG39 x x      CG74 x        OE13   x       

CG12   x      CG44 x x      CG77     x x  OE14   x       

CG13   x      CG45 x x      CG78     x x  OE17     x     

CG14 x x x    CG46 x              OE21     x     

CG15   x x    CG47 x x x x        OE22   x x     

CG16   x      CG48     x          OE23   x x     

CG17 x x x    CG49     x          OE24 x   x x   

CG18   x x    CG51 x              OE26     x     

CG19     x    CG52 x   x x        OE27     x x   

CG20     x    CG53   x x          OE29     x     

                  OE31     x x   

                  OE33   x x     

                  OE34   x x x   

                  OE35       x   

                  OE36       x   

                  OE41 x   x     

                  OE42   x x x   

                  OE52       x x 

                  OE54 x x x     
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FIGURES 
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