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summary 

A new heptasaccharide, lacto-N-fucoheptaose has been isolated from human milk. It contains D(+)-galactose, D(+)-glucose, 
L(-)-fucose and N-acetyl-D(+)-glucosamine in a 3 : 1 : 1 : 2 ratio. The glucose residue is at the reducing end of the oligosac- 
charide. Data obtained by partial acid hydrolysis, permethylation and enzymic hydrolysis establish the structure of lacto-N- 
fucoheptaose as follows: 

DGalppl + 4 D-GlcNAcpPl 
I 

:D-Galppl + 4 D-Glcp 

DGalppl + 3 D-GlcNAcppl 
f 

L-Fucpcri 

1. Introduction 

Dam des mdmoires anterieurs [ 1,2] , nous avons 
decrit 30 nouveaux oligosaccharides que nous avons 
isoles de la fraction du lait de Femme non precipitable 
par le sulfate d’ammonium a saturation et a pH 3,6. 
L’un d’eux etait un heptasaccharide constitue de 
D(+) - galactose, de D(+) - glucose, de L (-) - fucose 
et de IV-acetyl-D (t) - glucosamine dans les rapports 
molaires suivants: 3 : 1 : 1 : 2, le residu de glucose 
&ant en position terminale reductrice: Par I’application 
de procedes classiques nous avons determine la struc- 
ture de cet heptasaccharide et nous la decrivons dans 
le present mdmoire. 

2. MattG-iel et mkthodes 

2.1. Hydrolyse acide partielle 
L’hydrolyse par Hz SO4 0.05 N, I 100°C pendant 
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1 h coupe selectivement la liaison fucosyl et lib&e un 

oligosaccharide qui est purifie par chromatographie 
sur papier Whatman no 3 dans le systeme-solvant de 
Jermyn et Isherwood [3] : pyridine/acetate d’ethyle/ 
eau (1 : 2 : 2). 

L’hydrolyse par Hz SO4 0.5 N, a 100°C pendant 

15 mn, lib&e 12 oligosaccharides. La chromatographie 
preparative sur papier Whatman no 3 dans le systeme- 
solvant precedent permet d’obtenir d’emblee 10 oli- 
gosaccharides purs et une fraction refermant 2 tetra- 
saccharides qui sont isoles, dans un second temps, en 
soumettant cette fraction a une chromatographie 
preparative dans le systeme-solvant n-propanolleau 
(70 : 30) 

2.2. Permtthylation 
L’heptasaccharide natif ou defucosyle a BtC reduit 

par le borohydrure de sodium, puis permethyle en 
appliquant successivement les procedes de Kuhn et al. 
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[4] et de Hakomori [S] . Les oligosaccharides perme- 
thyles ont ete hydrolyses par HC14 N, a 100°C pendant 
4 h. Apres elimination sous vide de I’acide chlorhydri- 
que, les ethers methyliques ont BtC identifies en 

appliquant le procede de Foumet et al. [6]. 
L’hydrolysat est soumis a une Blectrophorese pre- 
parative sur papier Whatman no 3 dans le tampon de 
Michl [7] de pH 3,9 (pyridine/acide acetiqueleau : 
3 : 10 : 387; 7 V/cm pendant 15 h) qui fournit une 
fraction ‘neutre’ et une fraction ‘basique’. Apres 
metyl-glycosylation (methanol-HC10.5 N; 100°C 
pendant 8 h), la fraction ‘neutre’ est reprise par du 
methanol, puis analysee par chromatographie en 
phase gazeuse (colonne de verre de 0.3 X 300 cm 
remplie de Carbowax 6000 a 3 p. 100 sur Chromosorb 
W de ‘mesh’ 60-80; temperature programmee de 
140°C a 190°C; debit du gaz vecteur (azote): 20 ml/ 
mn). La fraction ‘basique’ est trimCthylsilylCe, reprise 

par l’heptane, puis analysee par chromatographie en 
phase gazeuse (colonne de verre de 0.2 X 180 cm 

remplie de Silicone OV 17 a 3 p. 100 sur Chromosorb 
W de ‘mesh’ 100-200; temperature 140°C; debit du 
gaz vecteur (azote): 20 ml/mn). 

2.3. Hydrolyses enzymatiques 
Les deux tetrasaccharides isomeres obtenus par 

hydrolyse sulfurique partielle ont Bte soumis a l’action 
des glycosidases suivantes, dans les tampons de 
Mcllvaine [8] : A pH 5,3 de la N-acetyl-fl-D-gluco- 
saminidase (EC 3.2.1.30) et de la P-D-galactosidase 
(EC 3.2.1.23) de five Jack [9], ce derenzyme hydro- 
lysant facilement le lactose; ’ a pH 5, de la P-Pgalac- 
tosidase (EC 3.2.1.30) de foie de Boeuf (Sigma, grade 
III), cette demiere preparation n’hydrolysant pas le 
lactose et manifestant, en outre, une activite N-acetyl- 
P-D-glucosaminidasique equivalente au tiers environ 

de l’activite /3-Dgalactosidasique. 
Le tetrasaccharide obtenu apres hydrolyse enzy- 

matique de l’heptasaccharide par la P-D-galactosidase 
et la N-acetyl-/I-D-glucosaminidase de f&e Jack a 6tC 
soumis a l’action de I’cu-L-Fucosidase (EC 3.2.1.-) de 
Charonia Zampas [lo] dans le tampon de McIlvaine 
de pH 4.6. 

Les hydrolysats ont CtC purifies sur colonnes de 
resines Cchangeuses de cations et d’anions, puis chro- 
matographies sur papier Whatman no 3 MM dans le 
systdme-solvant pyridine/acetate d’ethyleleau (1 : 2 : 
2) en vue d’identifier les produits de degradation enzy- 

matique . 
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3. R&Rats et discussion 

L’hydrolyse par Hz SO4 0.05 N detache le residu 
de fucose et un hexasaccharide. 

L’hydrolyse par Hz SO4 0.5 N libere 12 oligosac- 

charides parmi lesquels; 
1) 2 tetrasaccharides dont les structures sont celles 

du lacto-N-tetraose (voir les revues g&r&ales de Kuhn 
[ 111 et de Montreuil [ 121): GalPI -+ 3 GlcNA@l + 
3 Gal/31 -+ 4 Glc et d’un nouveau tetrasaccharide: 

Gal@ + 4 GlcNAcfll + 6 Gal@ -+ 4 Glc 
2) 6 oligosaccharides qui ont CtC identifies, d’apres 

leur comportement chromatographique et leur compo- 
sition, aux lacto-iii-trioses I (GalPl + 3 GlcNA@l + 
3 Gal) et II (GlcNAcfll -+ 3 Gal01 -+ 4 Glc), aux lacto- 
N-bioses I (Gal01 -+ 3 GlcNAc) et II (GlcNAcflI -+ 3 Gal) 
de Kuhn [lo], 2 la N-acetyllactosamine (Gal/31 + 
4 GlcNAc) et au lactose. 

Dans les hydrolysats des oligosaccharides perme- 

thy& nous avons identifie les monosacharides 
methyl& suivants: Oligosaccharide natif : le 2,3,4,6 
tetra-O-methylgalactose, le 2,4 di-0-methylgalactose, 
le 1,2,3,5,6 penta-0-methylglucitol, la 3,6 di-O-mC- 
thylglucosamine et la 6-0-methylglucosamine. Oligo- 
saccharide dkjkosylk: les monosaccharides methyl& 
obtenus sont identiques a ceux que fournit l’oligo- 
saccharide natif a I’exception des derives de la gluco- 

samine qui sont la 3,6 et la 4,6 di-0-mCthylglucosamine. 
Les glycosidases du foie de Boeuf lib&rent quantita- 

tivement 2 residus de galactose, 1 residu de N-acetyl- 
glucosamine et 1 residu de lactose. Les glycosidases 
de la feve Jack lib&rent 2,3 a 2,6 residus de galactose, 
0.4 a 0.7 residu de glucose, 1 residu de N-acetylgluco- 
samine et 0.3 a 0.6 residu de lactose. La preparation 
enzymatique de Charonia lampas lib&e 0.3 a 0.5 
residue de fucose. 

Les r&hats obtenus permettent d’attribuer a 
l’heptasaccharide la formule suivante: 

D-Galp(3 1 + 4 D-GlcNAcpfl 1 
I 

6 
3DGalpP1 -+ 4 D-Glcp 

DGalp/Il + 3 D-GlcNAcpj31 
f 

i’ 
L-Fucpal 
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Cette structure resulte de la substitution de lacto- 
IV-hexaose de Kobata et Ginsburg [ 131 par un residu 
de fucose, ce qui justice la terminologie proposee de 

lacto-N-fucoheptaose. 
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