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I N T R O D U C T I O N  Lw*- .i 

On a constaté qgo tous l e s  t issus conjonctifs contiennent des glpxproc 

téides exhnactiblers à l'urée 8ii (ROBERT e t  al,) (1). Pour ces glycoprotéides 

cons t i kmts  du stroma insoluble du t i ssu  conjonctif, on a proposé la nominction 

de "glycoprotéine de structureTt (ROBERT e t  DISCHE) (2)- 

Les glycoprotéines à.e structure, GPS, (*), sont antigéniques 1 e l l e s  sont 

responsables des réact ions spécifiques d'organes e t  d'espèces du t i s su  con jonctif 

comme l*opacification des hétérogreffes (ROBERT e t  d.) (3) de l a  cornée, Des 

r é a t i o n s  Mmunologiques aalogues dans l e  cas des hétêmgreffes de 1'mrt;e ou 

des va3.vuies cardiaques relèvent aussi en part ie  de l 'mtigénici té  dos WS, 

Ltinjection répé-Eo de GPS de l 'aorte dans lta3juvant complet àe lii.ound 

p e m t  de déclencher chez; l e  Lapin un processus athéromateux (ROBERT e t  al,) 

(4). Ces constatations justifient déjà l'étude détaillée de la  structccre da ces 

. substances. 

No-ias avons abordé 1'é.hÀde du fractionnemen$ de I lext ra i t  urée brut do 

l 'aorte do différentes espèces, comme l e  Porc, l e  liouton e t  l e  Cheval, L a  néthode 

quo nous avons miso au pouit nous a permis dkbten i r  doux fractions différutntes 

de glycoprotéines de la trme fibraisa de la p m i  astériel le ,  dont nous zvons 

entrepris 1' analyse, 

Notre thèse comporte l n  description de cette méthode d'extraction o t  de 

fractionnoment des GPS de l a  paroi artériel le ,  1tétud.e dos propriétés physico-chi- 

mig=cs e t  chimipeis détu 6-eux fractions principales purifiées, ainsi que Ir, 

tudo de la copule glucidique de ces fractions, 

( ic )  NOUS &ignons par ce t te  abréviation l e s  glycoprotéines l i é e s  à I t inso lub le  stroma du t issu  conjoncttf. 
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I Figure 1 - 
Coupe transversale de la média de Saorte thoracique de LaphLa coloration par Sorcéine fait apparaitre les 
couches des fibres klastiques. Grossissement : A x 160, et B x 376. selon GROSGOGEAT (*) (Microscopie 
optique). 



k pzmi artérielle représente un type de tissu conjonctif hautement 

spéciaiisé an vue de l a  fonction qubl le  remplit dans l'organisme. La sZructure 

e t  l2 microaschitecture de Iû. %rame fibreuse sont conques pour donner une 

élasticité e t  une résistance o p t h d e s  à l a  pasof, 

L'étude de l*évolution Chx vieillissement e t  l a  pathologie de I1ath& 

rosclSrose ont m i s  au jour l'examen de la structura anatomique de la p w i  art& 

r ie l le  en relation avec des fonctions physiologiques méÇaZ>oliques najoures. Nous 

nous référons aux trmrzux spécidisés en ce domaine (LTLNSING) (5). 

2 1 y ~~lOLOGIE ET FONCTION -+. DES - 
UNITES RNIITCBII,Q,DESs PAROI ARTERXELJX* 

Les constituants m2.cro scopiques de l*mrto sont : 1 adventice, la nedia 

e t  l'intima. 

2.1+1. .L L'LDVENTICE, 

a - LkrrpholoPrie 

La couche de Ifadventice couvre l a  surface extérieure de l a  paroi. Elle 

est fortement vascularisée e t  renferme l e  tissu conjonctif e t  les  fibres du nus- 

cle l isse  (IJOERNEI?) (6). Le système de vasculasiszstion (vûso vasorwn) peut Qtre 

démontré en coupe histologique pm microscopie optique, MOERNER (7) décrit une 

coupe trmsversale de l'aorte thoracique du Chien dont l e s  artérioles prcnmt 

l e  dichro~?cte de potassium e t  1' acétate de plomb appmaissent au nicroscope comme 

des bandes noires. 

b _Fonctions p h y s i o l o ~ e  

L? aitventice, g r k e  à sa vascularisation, joue tu1 rôle important dans la nu- 

t r i t i o n  de l a  pasoi (KPJC e t  LAURSBJ) (8) (3) .  L1x-i ivi té  respiratoire de ltadv&ce 



Figure 2 - 

La crosse aortique de Lapin (E) endothélium (C) cellules intirnales (CML) cellules musculaires lisses de la 
média (LE) lame élastique. Microscopie électronique x 13.000. Selon GROSGOGEAT et LENEGRE (1 1). 



est  relativement faible compcw?ativement mur autres types du tissu cm elle est 

pauvre en cellules e t  l e  t issu conjonctif présent contribue peu à ce fype de 

néfzbolime, Par contre l e  .taux de glycolyse mcrérobique est élevé. 

rs 1- liorphologie 

La médis =présente l'unité l a  plus  important^ e t  l a  plus complexe ae 

lt,lorte, !iOl3RNER (10) démontre qu'elle est peu vasculs=risée, L a  média se compose 

de plusieurs couches de fibres élastiques (une vingtaine environ) qui mesurent 

en noyenne 2,5p d'épaisseur. Disposées de manière régulière e t  parailèlo, e l les  

sont toujours continues sus un long trajet. Elles forment l e  squelette aortfque * 
(voir fi,gre 1 Pd bis)Ehtre ellos on trouve une substance fondamentale peu abon- 

dente, faiblement colorée prx le Bleu Alcian, des fibres collagènes jouxtant l e s  

fibres élzstiques, des cellules nusculaire s e t  conjonctives, Ces f a i t s  sont nette- 

ment mis en évidence par  1fC-i;ud.e des coupes saa+finos. Comme l'indique l a  micros- 

copie électronique sur l a  figure 2 (pq8biç)selon GROSOOGWT e t  LEXE?3RE (1 1) ? les  

fibres collagénes courent daas -bus les  sens entre les fibres élastiques, Elles 

sont donc transversales, obliques ou parallèles à c e l l e m i ,  Les cellules conjono- 

tives ou musculair~s, accolées les unes aux autres ou séparées par de l a  stibstwce 

fondcnentzde e t  des f ibr i l les  collagènes sy aüaptcnt ôxuç interstices m&cgés entre 

l a  trame 61rrstique (BOUESOU, SENDRAIGPESQUE e t  CRSTLIGNOL) (12). La  média a une 

teneur éleveo en tissu conjonctif (ROBERT e t  al,) ( 3 3 ) .  Les cellules du muscle 

l isse  assurent l a  contractibilit6 de l'aorte. Les cellules conjonctives (~ibro- 

blastes) produisent les  mzbstc~lces ext rwel lu l~ . i res  du tissu conjonctif comme 

les  Cléments fibreux e t  l a  substance fondamentale (LANSING) (14)- 

Le nombre des cellules du muscle l isse présent est  fonction de l a  locali- 

sation anabmique. Selon LEXITINGEEI (15) leur nombre diainue avec l'éloignement 

du coeur, 

L'élasticité de l a  p m i  est  due à lyorgznisation de l a  méfia aortique 

en compmtiments l i é s  par l e s  membranes élastiques, Plusieurs auteurs (B~IWGHOF) 

(16) BüRrCOM (17) font intervenir cette strucfure physique dans l e  maintien de 

JI Y.C. GROSGOGEAT. Laboratoire de Ielicroscopie Electronique. Hôpital  Boucicaut. Paris. 



l*él&icité da l a  paroi, Cette élasticité peraottra la  conservation tempo~aire 

du smg éjecté dans les  coïnp&iments extensibles de I a  p m i  (MOM.Z~LWTS) (18) 

régulasisant ainsi l a  circulation sanguine. 

Lo transport des élémonts nutritifs, do lloqrgêm e t  des rnét&olites tels 

que CO2 est effectué dans l a  nédia pas une difjeusion due à son cara tère  relati- 

vement acellulaire e t  avasculttris6, 

2.1.3. LtZNTIMA.o 

a - ~brpho1ogi.e 

Lz surface de qy&ème camtriovasculaire en contxt  avec l e  sang circulmf 

est couverte dtune couche unicellulaire de lrendoth61ium. Los cellules sont pl* 

tes, polygonrsles ou rhombiques. La microscopie optiqne permet de décelar son 

casactère avasculasisé solon WOERNER (1 9). Au microscope électronique l* entlothé- 

l i u m  zppmait comme une couche do cellules aux noy- régulièrenent espctcbs 

(PALADE) (20). La membrane basrsle de ltépithélium présente une couche fine située 

immédiatement sous l e s  cellules basales de l*épithélium. Sa décowerta es t  récente. 

MOORE e t  RUSU (21) l a  signalent chez les  vaisseamc capillaires. Au microscope 

électronique selon PAPPAS (voir ïd!.NSïNG 22), c'est une bmde filamanteuse. 

b - . ...- Fonctions physiol&puu 

Le rôle de Ir endo-thélium pasaft être la fornation dtune surfme l isse  

e t  hydrophobe, destinée à f ac l l i t o r  l a  circulation du sang. D'autre p&, il re- 

présonte un lieu d'échange sous l n  forme d'une nembroae semi-perméable entre Ie 

song ot  l e  tissu de l a  paroi. Lfendothélium a des propri5tés mécaniques oertaines. 

Il présente une r é s i ~ t ~ u l c s  v i 6 v i s  , , de la distorsion exercée par  l e s  forces 
physiques (ZFIEIFACH) (23). L a  cellule endothéliale montre des signes dla.ctivité 

métabolique. Les informations sur ca sujet sont relativement fregmentaîres. KABAT 

e t  FUR= (24) ont démontre' un tza~ élevé d'activité phosphatasique. Les travmx 

de I<IRK, ZFJ?ZBS$E e t  CHIANG (25) ont m i s  en évidence l a  glycolyse e t  la respiration 

pas l e  cycle de KREBS dans l'aorte du Chien. 

2.2 - -- COSIPOSITION CHIEcEXJm DE LA PfiROI ARTER= 
-1 U"-- L 

La méthode histochbiique a l e  grand avmtage de montrer l a  localisation 

exccte &s substances dans l e s  tissus. Nais e l le  ne permet pas leur identification 

avec une précision compaschle à celle de l a  biochimie. Des réactions colorées 



lfsignalétiqueslf révèlent l a  présence des substances contenant l e s  sucres aminés 

dans l e  t i ssu  conjonctif, Les colorations ut i l i sées  courahvnent pour caractériser 

l e s  mucopolysaccharides acides sont la  métachromasie au Bleu de toluidine e t  l e  

Bleu Alcyan (SCOIT) (26). La réaction à lyacide périodique fuchsine de Schiff 

(P,A.s, ) n'est pas spécifique vislàl-vis des mucopolysaccharides acides, Elle 

e s t  essentiellement donnée pas l e s  sialoglycoprotéines, (E~oNTREUIL e t  BIsZRTE) 

(27) ; (PAQUIN e t  PERCHERON) (28). 

Les résultats  de lthisfochimie e t  de la  microscopie, associés aux métho- 

des dyex-traction chimique, démontrent que l a  média de ltslorte es t  un t i s su  con- 

jonctif dense, relativement pauvre en cellules, constitué principalement de colla- 

gène (CROSS, HIGHBERGER e t  SCZD~IIITT) (29), dtélastine ( L I ~ N S ~ B ,  ROSENTHAL e t  ALEX) 

(30) ; (LANSING e t  coll,) (31), (GRANT) (32), des mucopolysmchasiàes acides 

(BUDDECKE) (33), (BERENSON) (341, (B~EYW, DAVIDSON, L= e t  HO-) ( 3 5 ) ,  

des protéines solubles (ROBERT e t  coll,) (36) e t  des glycoprotéines solubles 

(B-S) (37) e t  insolubles (TJOCZAR, MOCZêR e t  ROBZBT) (38). Les autres protéines 

présentes sont cel les du plasma imprégnant l'aorte. 

L'aorte thoracique humaine se singularise par sa faible teneur en protéi- 

nes solubles (7 5 )  , pas sa  richesse en élastine e t  pas sa teneur en glycoprotéines 

insolubles (ROBERT e t  coll,) (39). 

La composition subcellulaire de 1' intima a été examinée par PORTeW, 

ALEXANDER e t  MAR- (40). Ils décrivent la présence des phospholipides dans l e s  

fractions microsomales légères. 

Selon NETE3 e t  coll. ( 4 1 ) ~  l e s  MPB. représentent 1 $ du poids sec to ta l  

de ltaorte, Les mêmes auteurs ont démontré que 75 $ des MPA sont formés par la  

chondroitine sulfate A. Le mélange résiduel e s t  composé de chondroitine sulfate 

B e t  d'héparitine sulfate. 

Les valeurs de distribution du collagène e t  de lsé las t ine  selon GRANT (42) 

sont résumées sur l e  tableau 1 (p. 15 ), 

2.3, - C-@CIP-= C H I M I I P  E)P s ~ S I C O - C H I N I Q ~ -  DES- O f f I p ' S  MACRO-?iO@Ce-Ae 

DE LA PAROI ARTERIELU, - -- 

Nous ne considérons i c i  que l e s  constituants n;icromoléculaires de 1s ~ m i ,  

plus précisément de l a  média : l e  collagène, ltêlas-tine st l e s  mucopolysaccharides 

aoides, Les glycoprotéines de structure forment l e  sujet de cet te  thèse e t  ils se- 

ront t r a i t é s  au chapitre TRAVAUX PERSONNELS, 



Figure 3 - 
Microscopie électronique des fibrilles du collagéne selon CHAPMAN et STEVEN. Le CoUaghe 
a été préparée par l'action de a - amylase selon NISHIHARA (45). (Coupe colorée par nitrate 
de plomb à pH 5. Périodicité 590 Ao. 



Le collagène e s t  1s constituant essentiel des f i b r i l l e s  à str iat ion pé- 

riodique, que l'on voit  au microscope électronique (GROSS) (43). Sur l a  figure 3 
(p. 1 $bis) C H A U  e t  S!iEViB? ( b ~ )  représente 1 image en microscopie éïectroniquo 

des f i b r i l l e s  du collagène préparées pas l 'action de &-amylase selon NISHIHARA 

(45) à par t i r  du tendon de Rat. 

Les propriétés physico-chimiques du collagène ont été beaucoup étudiées 

e t  l e s  czractéristiques da sa molécule déterminées pas l e s  mesures de v i s w  sité,  

de diff'usion de l a  lumière, de sédimentation e% de biréfringence d~éooulomont, 

Ces études ont porté pour la  plupart sur l e  colla$ne acido-soluble de l a  peau 

ou du tendon, Elles indiquent que l a  molécule du collagène a un poids moléculaire 
O O 

de 360.000. Ctest un bâtonnet de 3.000 A de longueur sur 15 A de diamètra, formé 

de 3 chaSnes polypeptidiques enroulées en hélice autour d'un marne axe e t  unies 

entre e l l e s  par dos liaisons intercaténaires' Les m o l é d e s  se groupent pour 

former les f ibri l les ,  Dans la  f i b r i l l e ,  les  molécules sont fixées l e s  unes 

aux autres pasallèlement avec un décalage constant qui en t rabe  une répartition 
O O O 

de struc-s identiques selon une périodicité variable (640 A, 2.600 A, 2.800 A) 

dans l e s  f ibres natives responsables de l a  s t r ia t ion visible au microscope élec- 

tronique (CARASSO, FAVARD, #ZRLE?) (46) , (voir  f i g  . 2 ;  p .2biç selon GRASSIAN) (47) , 

La composition chimique en acides aminés ch collagène e s t  caractérisée par 

une teneur de 14 $ en hyàroqyproline, par sa richesse en glycine, l'absence de 

tryptophanne, l a  pauvreté en acides aminés soufrés (moins de 1 $), l a  présence 

de 19ayàroxylysine. L ' hydroxyproline n ' existe pratiquement que dans l e  colla&ne 

eC son dosage dans un extrai t  du t i ssu  permet donc l e  dosage du collagène (BCIWES, 

ELLTOTP e t  EJIOSS) (49), (GRASSIW e t  coll,) (50). 

2*3.2. - .USTINE 

Ltélastine e s t  le composant l e  plus important des vaisseaux sanguins, 

FJle représente 42 $ du poids sec de l a  média (LANSING, ROS-L e t  ALEX) (51). 

LtéLastine es t  un élément structurai inerte, résistant  vis-&vis de l a  plupast 

des enziymes, ainsi que des acides e t  alcal is  dilués. Lss informations concernant 

ltorigine des fibres élastiques sont précaires ; ces f ibres sont probablement 
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Electromicroscopie des fibrilles du collagène selon GRASSMANN (48). Visualisation par l'acide phos- 
photungstique et l'acétate d'uranyle. 
1 - Segment du c,ollagène à une striation apériodique. Périodicité 2.800 AO. 
2 - Fibdle du collagène à partir du collagène purifié. Striation périodique. Périodicité 650 A0 
3 - Striation périodique à 2.600 Ao. 
4 - Striation pkriodique à 2.800 A0 de "long-spacing fibrii". 
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* élaborées par l e s  fibroblastes, L'élastine e s t  constituée par des bandes super- 

posées en lamelles qui offrent une certaine cohésion* Dans l e s  artères jeunes, 

l e s  lamelles peuvent avoir l e  r8le d'une barrière imperméable aux échanges 

entra la média e t  1 intima (LANSIWG) (53). 

Ltélastine reste insoluble dans l'eau même à température élevée e t  mus 

pression, On peut l a  solubilises par l'acide oxdique 0,25 N, ou pas l a  soude 

0,1 N. à 980 C. La reconstitution des f ibres df élastine à par t i r  des élastolysats 

n'est pas réussie, à l a  différence du collagène. 

La composition en acidos aminés de lgélas t ine  e s t  caractérisée par l ' a b  

sence ou l a  faible teneur en hydroxyproline (2 $) e t  par la  présence de l a  desrrio- 

sine e t  de 18isodesmosine, Ces deux acides aminés r w e s  ont été isolés par 

PARTRLDGE, ?3LSDEN e t  THOflAS (54) e t  LEDVINA e t  BARTûS (55) e t  sont représentés 

sur la Figure 6 ( ~ . ? 3  ) *  

Ces deux acides aminés selon PARTRIMlE (56) sont responsables pour l e  

pontage dans l a  molécule clt éiastine. ( ~ i g u r e  5 B, p. 13 bis). 

Ltélastine se compose de 18 acides aminés. Elle possède l e s  caractéristiques de 

compo si t ion suivantes : 

- une richesse particulière (80 $) en acides aminés non polaires 

(glycine, aianinc, valine) , 
- une teneur faible en acides dicarboyyliquos (acide aspartique, 

acide 

- ltabsenco de cystine (DUYNAY e t  BAZIN) (59), (LANSING) (60). 

2.3.3, - INCOPOLYSACCHKJHAR~Q ACIDES 

L a  dénomination llmucopolysaccharides aciCLcstl (WA) (* ) e s t  appliquée aux 

m~mmoléculos isolées du t i s su  conjonctif après baitement par a lcal i  ou par 

l e s  enzymes protéolytiques, Les substances ainsi obfenues sont des produits de 

dégradation e t  contiennent encore certains résidus dtamino-acides pas lesquels 

ils étaient l i é s  aux protéines (B-) (61). (E~WITON e t  SCHUBERT) (62). Des 

procédés d'extraction douce fournissent des mucoprotéine s sans séparer leurs 

1- 1 _ . 1 . . -----, - . - ---- - . > . '  

* La f i g u r e  5 A qp.13 biff représente l e s  f i l aments  de f i b r e  d té las t ine  en microscopie électronique. 
(A. SERAF I N  I J R A C A S S  I NI e t  G.R. TRISTRAiI) (52). 

* Abrév iat ion : mucopol ysaccharide acide - MPA. 
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constit;uanfs. Ces comploxes mcopolysacch~ide~protéU,~s ont des poids molécu- 

laires t r è s  élevés (1 x 106) (i~-JS) (63), (SXRTCPON e t  SCHUBERT) (64). 

La. propriété conmuno des mucopolysacchxeides du t issu conjonctif e s t  

leur casactèro polyionique, La dernière détermine leurs intéractions _@ vivo 

e t  & a v F ~  (~UTHEWS) (65). D'autre part, leur polymorphisme e t  leur microhêtéro- 

génbité l o s  distinguent nettement des protéines dont l e  nombre des variations sen+ 

blc Otm limité, La plupart des fractions des Bipn é-tudiées apparat  dtre  des 

mélanges des isomères ou cbs nolécules hybrides (tsswc de sulfatation, position du 

groupement sulfate, etc..,). 

Les IPA renferment l e s  unités alternatives d'un acide uronique e t  d'une 

&acétylham samine. Daais l a  nacrosmlécule de kérato sulf ate , 1' acide uronique 

e s t  remplacé par l e  galactose (BEXER) (66). 

LINDAHL e t  RODm ( 67 ) ;  LiNDAHL (68), LWRIiL,  CImNEUI, LINDAHL e t  

RODED (69) IWIR ('(O) e t  KAPLAN (71) ont caractérisé la  nature de l a  liaison 

glycanne-protéine dans lthépasine. La liaison e t  du -type O-glycosidique, e l l e  

e s t  formée entre un groupement hydroxyl de l a  sérine e t  un groupement de qylose. 

La xylosylsérine est  l i é e  au galactose sous la  forme (4 - O - P - D - gdacto- 

ppanowl) - O - - D - xylapyranosyl-La sérine. Dans l e  protide &s acides 

chondroitines sulfuriques la  liaison e s t  égalemont du type (Lglycosidiqye : la  

présence do O-glycosylsérine a été mise en éviùence par ANDEBSON, HOFTHAN e t  

fDEER ( ~ 2 ) ~  CASTELLANI, ZONTA e t  de LUCA (73) ROmT (74) (75), RODEMI GRIEORY e t  

LA.= (76). 

L'existence d'une liaison Cbglycosidique de l a  sérine e t  de l a  thréonine 

dans l e s  acides chondroitines sulfuriques a été démontré par SENO, EfiiXXR, AllDE2ZSON 

e t  HOmvW ( T T ) ,  MEYER, SENO,  SON, LïïTMIW e t  HOI%UiV (78) e t  &VDl3lSOif1 SENO, 

WPSON, RILEX, HOF'FWLN e t  IîiXTR (79). L a  liaison formée entre un groupement 

hydroxyl de l a  &rine e t  un groupement de xylose e s t  décrite par LINDAHL e t  RODEN 

(80) RODE37 e t  ARMAND, (81) KATSURA e t  DAVIDSON (82) 1.îNUER e t  DAVIDSON (83). 

Une liaison &dry1 e t  bthréonyl-N-acétyl galactosaminidique a été caractérisé 

par BRAY, LIEBEMAN e t  I E B R  (a). 
La composition des I~PJL e s t  résumée sur l e  Tableau 2 (p. 1 6 ) . Les cl~ondrp&. 

t ines  sulfate A, B e t  C. ont des stryctures similaires. La différence entre l e s  

chondroitines sulfate e t  C e t  l a  position du groupement sulfate : en position 

4 s u r  l a  N--acétylgalactosmine dans l e  A o t  en position 6 pour 1s chondroitine 



sulfate C. Le chondroitine sulfate B se singulasise pa;r sa teneur en acide 

L-iduronipe (BERENSOI?) (85). 
Lthéparine possède l e s  fonctions aminées sulfatées, L'hépasitine sulfate 

renferme l e s  mêmes unités que l'héparine e t  a des fonctions amine sulfuryléos 

et  acét;v.lées (l!UBER) (86)- 

Chaque type do t issu  conjonctif possède un "spoctretV caracféristiqzle 

da, lipn. (BUDDM:CKE) (87). 

Teneur en collagène e t  en élastine de l taor€e humaine, de lraorfe de 

Porc e t  de Nouton selon GRW (88)- 

Résultats exprimés en $ du t issu  sec délipidé. 

nl raison de son volume d'hydratation élevé, l1 acide hyaluroniqw pourrait  

avoir Lo rôle d'un résesvoir d'eau extra-cellulaire (BRLIIZS) (89). LsinZéraction 

des chondroStine sulfatrcs e t  des fibres du oollagèlie entra- la formation des 

in2crfibrilla2res1'. IiATHEWS (90) (91) e t  BUDDECKE (92) concluent de ce 

fait â l a  résistance élastique de l'aorte, 

De nombreuses é t ~ ~ d e s  portent déjà sur l e  collagène, l e s  mucopolysacchsbc 

rides e t  l lélast ine de 1 aorte, Malgré l'impombance des travaux concernant los  

altérations pathologiques de l t  aorte, l e s  infornations s u r  l es  constituants ma- 

cmmoléculaires l i é  s ai tlstromavt insoluble de l' aode  sont fragmentaires. L1 étude 

clo l a  structure fine, de 12, fonction e t  du cmactère métabolique dos unités anato- 

miques de l'aorte en relation avec l a  genèse de l a  liaison athéromateuse a sus- 

c i té  beaucoup d'intérêt. 
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E- T R A V A U X  P E R S O N N E L S  
- ..A.-..-- 

La démonsization récente de la nature antigénique des glycoprotéines de 

structure de l'aorte tend à montrer que ces GPS ont une importance dans l e  

développement de l a  lésion athéromateuse ( ~ 0 ~ 3 3 2 ~  et  col le  ) (93), (SCEBAT e t  coll,) 

(94). Nos travaux rapporfés ci-dessous t ra i tent  de la  méthode dlextraiction e t  

& fractionnement des GPS de l 'aorte de Porc, de Mouton e t  de Chevail, des pro- 

priété s physico-chimiques e t  chimiques des f rwt ions  principdes, ainsi que de 

l'étude des glycopeptides de GPS de l laor te  de Porc e t  de Cheval. 

La néthode u t i l i sée  druis ces études es t  ce l le  quo ROBERT, PARLEBAS e t  

ROBmT (95) ont mise au point pour 110x3raction des GPS de la  cornés, Elle 

consiste en une série dyextractions schhatisées sur l a  figure 7 (p. 18) qui 

permettent d'obtenir sous une forme soluble des constituants de l a  pcwie  

En outm, nous avons entrepris uno nouvelle série d'extractions dans l e  

but de fractionner l e s  GPS bruts e t  de casactériser leurs conposwts. Le procédé 

e s t  réminé sur la  figure 8 (p.~g ). Ces c:ctraLts seront désignés cias l e  texte 

comme indiqué sur la  figure 8. En vue dteffectuer l'extraction du coll&ne inso- 

luble ultérieurement pas l'acide trichloracétique à 2,7 5 ,  nous avons étudié 

lenent l'influence de cet  acide sur la  fiaction glucidique dsun glycopepti.de à 

structure osidique CO-, conne pax ejrcnple l e s  glycopeptides du fibrinogène, 

pour observer l es  nodifications év8ntualles apportées par l'action de l'acide 

trichloracétique. 



Tissu 

t 
+ CaCQ 1 N., tanpon Tris-citrate (~emi~on CTC.) 

hol;iogénéisar, extraire 5 à 7 fo i s  

i 
.t " + 

surnageant stroma insoluble 

+ acide trichloracétique 

à. % 2,7 $ 
>2S-31) à PWC., agitation 

d. 
centrifuger 

I 
résidu lavé 

extraire par urée 8 M. à la 

température anbiclnte 5-6 fo i s  

I 
centrintgor 

4 4 
surnageant r é  sidu d1 élastine 

clialyser contre H20 

glycoprotéiri~ de structure brute (GPS) 



=rait par l'urée de l t w r t a  (pudre lyophylisée) 

+ CHC13-MeOH (2: 1) 20 m l  /g 

1 min, ébullition, f i l t rat ion.  

i 
fraction soluble àans résidu' (R) 
CHClrMeQI (ES) + %O 25 ml/g 
évaporer, triturer avec 40°C, agitor 1 h. 

3 x IO m l  d'éther de pé- centri-r 

'trole, faire bouil l i r  à laver l e  résidu 

reflux, f i l t r e r  

Extrait 
- 

Résidu Extrait Extrait insoluble 

soluble insoluble hydre soluble àans Item ( ~ a q  ) 
dans l 'éther dans l 'é ther ( E ~  ) : 1 
de pétrole de pétrole Glycoprotéine Raq + urée 8 M. 

(m ) (=D ) 25 ml /g 
agiter 7 h. 

abandonner 1 0 h, 

centrifiger 

laver le résidu 

l3drai-t soluble 

dans l turée (US ) 
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F1.cLctionnement des glycoprotéines de structure brutes 



a - Apparei1,ll : 

Agitateur type Pro labo. 

HomogénéiseUr : Biorex (Ekpipement industriel). 

Centri figeuse. 

Electrophorèse à 5.000 v : appareil Gilson. 

b - Solvants : 

Acétone, butanol, chloroforme, méthanol, éther de pétrole purs (Prolabo)* 

c - Pr0duits$&.rj.~e3 : 

Acide citrique, acide trichloracétique, chlorure de calcium, Pris  - 
(hydroqymé%hyl) - aminométhane, urée pure (Prolabo), Fibrinogène (de 

Boeuf (SIGIN). Colorants : Ilmi60Sck:nxto ; 31- b r i l h n t .  

d - Solution --. tam;&on : 

CaC12 1 id , Tris 0,05 1% , a c i h  citrique 0,02 M , tamponnée à pH 7,5. 

e - Aortes : 

Aorte de Porc, de Mouton e t  de Cheval, prélevés à lf abattoir et conser- 

vées en é ta t  congelé. 

f - Chromato~a~_hie et  électrophorèse : . - -  --..~- 

Bandes d'acétate de cellulose (~hemetron), Papier Whatman No 3, 

Chromatographie sur couche mince : on cellulose microcristalline 

m chl lei cher, Schüll 1440). 

Résines échangeuses d'ions : Amberlite IR 120, Amberlite 1 R 400. 



1 - Décougaffede 1 ' aorte 

L'aorte thoracique de Porc, de Sbuton e t  de Cheval es t  de-arrassée de 

l'intima e t  de ltadvenitice par arrachement, puis après rinçage à l'eau e l l e  

es t  découpée à la  m a i n  en fragnients de 0,5 cm2 environ de tissu, 

2 - --- Mrac t ion  l a  paroi astérielle.  -- Isolement des _aPSb~-s, 

Les fragments de t i ssu  obtenus par section aux ciseaux sont agités par 

lo t  de 500-800 grammes dans t ro i s  fo i s  leur volume dl acétone, La phase liquide 

est  décantée e t  l e  résidu es t  repris  dans deux fois  son volume de butanol, puis 

es t  remis à l 'agitation. L a  phase liquide e s t  séparée par centrifugation e t  l e  

procédé est  répété t r o i s  fois. Après un nouveau lavage par l'acétone, l e  résidu 

es t  m i s  en suspension dans l'eau. La durée de chaque extraction e s t  de 12 heures, 

Les opérations consécutives sont fa i t es  en chambre froide à + 5 O C .  

Les fragments débarrassés ainsi partiellement de l a  gaine lipidique 

externe sont f i l t r é s  sur gaze e t  sont débarrassés par pression du liquide 

qu'ils renferment. 

Le résidu es t  dispersé dans deux fo i s  son volume de l a  solution tampon : 

CaC12 1 M, Tris 0,05 1: e t  acide citrique 0,02 M à pH 7,5. Le broyage es t  

réalisé avec 1 homogênéi seur tlBiorextt à l a  vitesse de rotation maximale pendant 

30 secondes à la température ambiante. La suspension es t  agitée pendant 8 .heures 

à 5 O C . ,  puis la phase liquide es t  séparée par centrifugation. Le procédé es t  

répété 6 fois, Le culot e s t  lavé à l'eau à l a  centrifigeuse, L'aorte broyée 

ainsi t ra i tée  e s t  dispersée par agitation dans l'acide trichloracétique à 2,7 $ 
e t  es t  soumise aux extract ions successives, La durée des manipulations consécu- 

t ives  e s t  de 5, 25 e t  30 minutes. La  préparation es t  centrif'ugêe. 

On obtient ainsi un surnageant qui renferme l e  collagène insoluble, Le  culot 

es t  lavé à l'eau dis t i l lée .  



Le résidu e s t  hornog6néisé avec 1 thomogénéiseur nBiorexlf da i s  deux f o i s  

son volume i n i t i a l  de solution d'urée 8 1.1 à l a  température ambiante pendant 

40 secondes. Après broyage, la  suspension e s t  agitée pendant 8 heures à la  tem- 

pérature ambiante. La fract ion insoluble e s t  séparée pas centrifugation, Après 

6 extractions répétées, l e s  surnageants provenant de chaque opération sont réuqis 

e t  dialysés contre l 'eau courante puis contre l'eau d i s t i l l ée .  Lit solution dialy- 

sée e s t  con t r i fude ,  puis lyopholisée. Los préparations de ce type seront dénom- 

mées glycoprotéine de structure (GPS ) brute (ROBERT e t  DISCHE) (96), (ROBERT 

e t  coll.) (97) e t  e l l e s  représentent l e s  produits de départ pour nos expériences. 

3 - Friu=tio-~trient des glycoprot ----.m. éines de structure de l'aorte 

L a  poudre lyophylisée de l ' e x t r a i t  d'urée de l ' ao r t e  e s t  mise en suspen- 

sion dans un mélange de chloroforme-méthanol 2 : 1 (v /v ) à raison de 20 m l  /g 

L a  suspension est chauffée 1 minute au ref lux dans un ballon muni dtun réfrigé- 

rmt. La suspension e s t  essorée. Après 3 extractions consécutives l e  résidu (R) 

e s t  m i s  en suspension dans l'eau à 40°. Concentration : 1 g dans un volume de 

25 m l .  L a  suspension e s t  agitée 1 heure à 40°C à l ' a ide  d'un agitateur magnétique. 

La  centrifugation à f ro id  fournit  un surnageant : l ' e x t r a i t  hydrosoluble de l a  

GFS brute ( ~ a ~  ); 

Le culot de centrifigation e s t  ex t r a i t  par la  solution dturée 8 M sous 

agitation pendant 1 heure à la  température mbiante. La suspension e s t  centrini-  

gée, La solution dturéo des GPS de l 'aor te  a ins i  débarrassée au maximum des 

l ip ides  e t  de l ' é las t ine  e s t  dialyséo contre l'eau courante e t  contre l'eau dis- 

t i l l é e ,  e t  concentrée à 10 m l  sous vide a-dessous do 40°C. La solution rési-  

duelle e s t  lyophylisée. La  f ract ion obtenue représente une GPS purifiée,  soluble 

dans l a  solution d'urée 8 f l  (US). 

L e  f i l t r a t  dans Io chloroforme-méthanol e s t  évaporé &essous de 30°C , 
o t  le résidu dtévaporation e s t  e x t r a i t  3 f o i s  p r r  l ' é ther  de pétrole (1 g pas 

10 m l  ) . Ce traitement sépare deux fractions. L'une e s t  soluble dans l 'éther 

do pétrole,  c'es2 la  fraction lipidique (PL) ; l 'autre forme l e  rXsidu délipidé 

(=D) (voir Ng. 8, p. ). 

4 - ~ j _ ~ ~ e - J - ~ e x t r a c t i o n  par ----.a 1' aciile t r i ch lo racé t iqu~c-2du  

Le glycopeptide de fibrinogène de Boeuf e s t  préparé dans l e s  conditions 

décri tes  par MESTER, IICCZAR, MEDGYESI e t  LAKI (98), 



a - glycopeptido de fibrinogène. Libération le l 'acide 
---A- d - --- 

sialique. 

50 mg de glycopeptida de fibrinogGne sont dissous dans 50 m l  d'acide ml- 
rurique à O,O5 N e t  chauffés pendant 1 heure à 80%. Lrhydrolys& e s t  neutral isé  

par  l'échangeur d'anions (Arnberlite IR 401 forma acétate). La solution eff luente  

e s t  1yoph;glisée. Le résidu e s t  dissous d m s  750p1 H20 e t  additionné de 4 vol  

dtéthanol absolu. Le précipité du glycopeptid~ désialosidé e s t  obtenu paz cen- 

t r i fuga t  ion. 

b - ~ y d r o l y s e ~ t w  - .& .,.- 1' - acide t r ich lormét i (1u~à-  .. -.. . ... 2.7 % du ,q-~e@ie na t i f  et 

dé s ialo ssi... 
10 mg. du na tér ie l  à hydrolyser sont dissous dans 2 m l  dVacide trichlo- 

racétique à 2,7 $ e t  chauffés dans un tube scel lé  pendant 1 heure à gO°C, L1hy- 

drolysat e s t  pur i f ié  sur des colonnes dgQchangeur de cat ions fome acide, puis  

d'échangeur d'anions (Amberlite I R  401 forme acétate). La solution effluente 

e s t  lyophylisée. 

Pour les dosages calorimétriques aes hexoses, hexosamines, nous nous 

référons aux travaux. de fIONTREUIL e t  SPIK (99). 

2 - ~ar , a ly .~sg  gu-m-t itat ive de s2i*-~-miné S. 

L'analyse e s t  réa l i sée  par l'auto-mdyseur d'amino~ucidos Beckman * à 

p ~ t i r  des hyàrolysa-bs acides des glycoprotCines, 

a - Sur aeQfcrGe de cellulose, 

Les électrophorèses des différentes  fract ions obtenuos rsu cours d'ex- 

t rac t ions  (lipidoç, prot9ides) sont effectuées sur l e s  bandes d'acétate de cel- 

lulose ( ~ e l l o ~ e l ,  Chcme%ron) dans une solution d1urée 7 3! e t  de Tris 0, l  14 tam- 

ponnée à pH 8,7 sous une tension de 13 V /cm pendant 90 minutes. Le tampon 

véronal pH 8,2 est t i t i l i s6  pour la fract ion soluble dans l'eau. L a  fraction solu- 

b l e  dans l ' é the r  de pétrole (fi) e s t  mise en suspension dans l a  solution tampon. --- -u I C u -  ----- 
(*) ii. Comte, Centre Technique du Cuir, Lyon, 



Les protides sont révélés par l e  colorant hidoschwartz, l e s  lipoïdes pr 

le  Bleu bri l lant .  Lss l~densitogmmmes" de Ia distribution dos protides e t  des 3- 

pida s sont obtenus au pho-todensitomètre Pho tovolt , 

b - 9 Sur -. -. g~p-ier à 5,000 V. 

Les glycopeptiàes de fibrinogène hydrolysés par l 'acide trichloracé- 

tique à 2,7 $ son% soumis à l'électrophorèse sur papier Whatnriul No 3 pendant 

90 minutes à 5,000 V dans l a  solution tampon : pyridineaau-acide acétique 

(25 : 1 : 225) à pH 6,3. Les fractions séparées sont révélées par la ninhydrino, 

4 - Chrop.togr-9hi.e sur couche mince 
.S.- a- 

a - ,I_d-3-ification des oses 

L a  chrorilatographie s u r  couche mincc en cellulose microcristallim 

(schleicher & S~hUll  1 4 0  S) e s t  pratiquée dans l e s  hydmlysats acides des 

protides purifiés sur des colonnes d'échangeurs d'ions (NoN!PREUIL, SPIK e t  

KONILRSKA) (100) pour dctecter l e s  oses. 

Les systènes-solvants suivants ont été u t i l i s é s  : 

- So lva t  Na 1 : Acétate d8éthyl+ppidine-acide m6t iquwau 

( 5 : 5 : 1 : 3 )  

- Solvant Il0 2 : N-butanol-acide métique-eau (12 : 3 : 5 ) .  

Les oses séducteurs sont révélés pas l e  phtalate dla,niline ou pas une 

solution méthanolique de AgNO3 à 1 $ suivie d'une pulvérisation par l a  potasse 

dissoute dans l e  méthanol, 

b - ..--&-. Identification -- des aciUs_eLs 

5 mg de chaque fraction sont hydrolysés dans 2 ml HC1 6 N sous une 

atmosphère d'azo-te en tube scellé pendcnt 24 houros à llO°C, Les hyàrolysats 

sont évaporés par lyophylisation, 

Las acides m i n é s  sont sépar6s par chromatographie bidbcmsionnelle 

mr couche mince (ccllulo se nicrocrist alJine, Schleiobr & Schüll I IFIO s 
Le Solvant No 1 es t  u t i l i sé  dans l a  première dinension (ascftndante) e t  l e  sol- 

vant No 2 dans la  douxièmo dimension. Los taches sont révélées p m  une solution 

de ninhyàrine à 0,2 $, 



A 

G P S brutes 

G P S brutes 

Figure 9 - 
Electrophor6grammes des GPS bruts de l'aorte de porc. Bandes d'acitate de cellulose. 

A - coloration par Amidoschwartz (pour les proteines). 
B - coloration par Bleu de Brillant (pour les lipides). 



Ident i f ï ca t  ion du groupagt&ho sphate c - ---A--* 
L a  présence du phosphate e s t  mise en évidence sur l e s  plûquos en cellu- 

lose nicmcristal l ine   chl lei cher & Schüll 1440 S) avec l e  solvant 8% 9 en 

ut i l i sant  l a  méthode de HANES e t  ISCHERPTOOD (101) pour révéler l e s  taches. 

L a  dinitrophénylation des GPS (EW ) e t  (US) de l 'aorte de Porc a été 

effectuée selon SANQm (1 02), suivie de l ' identification chromztographique 

des DNP -mino-acides dms l e s  conditions décrites au chapitre 3.3. (P. ) 

D - ULTIlhCrnrnATION 
Le--* -- 

L'étude dc ~Sdinentation e s t  réalisée (CNRS, Station centrjle dvultracen- 

trif'ugation) avec la fraction hydrosoluble dos GPS de 1' aorte de Porc e t  de Mou- 

ton e t  l e  résidu insoluble dans l'eau nais e,ut;ractible à l'urée (US) de GPS de 

l 'aorte du Porc e t  du fbuton. L'expérience e s t  effectuée à 20° dans une solution 

dQzée 4 M à pH neutre, à une concentrztion clct 15 ng /ml ,  (voir tableau 5 p. ) 
Vitesse de régino : 59,180 t /min , inclinaison de l a  barra 60, Photographie 

a bté prise après 5, 20, 36, 53, 68, 84 ninutes. Tenps to ta l  de l'expérience : 

400 minutes. 

R E S U L T A T S  
--a- 

b procédé pr6conisé pas ROBERT e t  coll ,  ( 103) pour l l e x t r s t i o n  sélec- 

t ive  des différents Srpes du t i s su  conjonctif appliquée à l 'aorte solubilise 

l e s  glycoprotéines l i ées  ûu stroma inso lub l~  de l 'aorte, La fraction brute 

do glycoprotéine de structure extractible à l'urée ost hétérogène. ESi élec- 

trophorèse sur l e s  bcndes d'acétate de cellulosc3, l a  bande des protoines révélée 

p a  l e  colorant AmidoSo!~x:w.tz n'est pcs q&-tpipe : elle' se p r 8 s n t e  corxn;r& un 

pic avec une épaule (fig.9 p.25 bis). L'ClectmphorégraI!me de cet te fraction 

Cionne également une r0action positive zvec l e  colorant des lipiaes ( ~ i g .  9 A ) .  

A - FRACTIONNEEEXT! D'ES -. GPS BRUTS 

Nous avons rCEilisé l e  fractionnement par l'extraction consécutive aux 

solvants organiques, l'eau, e t  à l a  solution d'urée 8 M. (voir Fig. 8 p. 19 ), 
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Figure 10 - .. . ... 
Electrophorégrammes sur bandes d'acétate de cellulose des fractions séparées par l'extraction aqueuse. 

5: . . 
A - Electrophorèse en tampon véronal (ph 8,2) 13 V/cm pendant 90 minutes des fractions extractibles 

.-, . -. '. à l'eau des glycoprotéines de structure brutes de l'aorte de différentes espèces comparativement au sérum 
;S. . humain. Révélation par le colorant Amidoschwarti. 

B - Electrophor6se dans une solution tampon d'urée 7 M et de Tris 0,1 M (ph 8,7) à 13 V/cm pendant 
90 minutes du résidu del'extraction des glycoprotéines de structures brutes de l'aorte de différentes 
espèces. Révélation par le colorant Amidoschwartz. 

. I 



Tableau 3 ----- 
&traction sdloctive de la fraction brute extractible à l rurée de l a  médie 

de lraorte. 

Rendenont eri f r ~ c t i o n s  sc'pwées. 

g/lOO g de fraction extractible à l'urée brute, lyophylisée. 

f 

1 FRACTION i SOLUBLE 
! 
; CHC13-eac  

2 - Résidu insolu- 
ble dans l'é- 

E 
i a.,, 
! 

t 
a".*- * -- 

4 - &action extrac- 

II FRACTION 
INSOLUBLE 
DANS 

1 CHC l3-&3m 
t j 5-Fract ion 

i i insoluble 

6 - &action extrw-  
t ib le  à l turêe 

- 



Les rendements pour chape  fraction, obtenus CU cours de l l e x t r m t i o n  des GPS 

bruts  de l*aor t e  de Porc, de ltbuton et de C h e v d  que nous résmons cm Tableau 

3 (P. 1. 
Ces r é s u l t a t s  font apparaztre qu'on solubilise une par t ie  des GPS brutes 

dans l e  mélange chloroforme-méthanol et que l e  résidu de c e t t e  extraction peut 

d t r e  divisé en deux fract ions différentes. 

B - COMPORTE3-_S&ES SOUS-FRACTIONS - -- DES - ...-- GPS a BRUTES EN EL;ElCTROPHORES~ -- SUR 

AC'E;TAm DE CELLULOSE. 
U L _ _ I  - - . m . " .  LUI..I 

Des électrophorégrammes colorés pzs AmidoSch~~arkrr; (pour l e s  protéines) 

e t  Bleu de Br i l lan t  (pour l e s  l i p o ~ d e s )  démontrent que les f rac t ions  Eaq (ex- 

t rai t  aqueux) e t  Raq (résidu de l t e x t r a i t  queux) ne réagissent pas avec l e  

colorant de lipofdes, e t  se révêlent avec l e  colorant des protéines. Le OP8 

brutPrconfien.t l e s  protéines e t  l e s  lipoPdes (~ig.9,~.25 bis)  Fig. 10, p. 26 bis). 

Les GPS brutes e t  l e s  GPS d 6 l i P i d b  renfemnent des protéines qui ne se 

séparent pas sur Cellogel, L a  f ract ion hydrosoluble (~atq ) donne un p ic  relati-  

vement homogène s u r  les densitogrammes, Il semble donc qu'au moins une fraction 

protidique présente dans l e s  GPS 'tirutes d4fip'kctCes (R) goif h y d r o ~ ~ u ~ l e *  

La f ract ion lipidique (FL) présente une légère migsation vers  l'anode, 

La f ract ion ESD ne se colore pas avec ltAmidoW~isstZg m a i s  réagi t  avec l a  

ninhydrine . 
Nous démontrons sur l e s  Fig.9 (2.25 b f ~ )  et  IO Cs,26 bis; ?-cc; Clectrophcrré- 

grammes sur l e s  bandes d'acétate de cellulose des GPS ?xm%ws, des GPS délipidés 

e t  des deux fract ions séparées pas. l 'extraction aqueuse de ces  dernières. Après 

coloration avec l*Amidobla.ck, l a  bande diff'use des GPS brut- de l r a o r t e  de porc 

a un t racé asymétrique avec un épauleme~it. El le  se colore également avec l e  col- 

rant  des l ipides.  Le r é su l t a t  e s t  représenté sur l e  !Pableau 4 (p.28 ) pour l 'aor te  

de Porc. 
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Coefficients de sédimentation moyens obtenus par ultr-entrifugation 

des Fractions Eaq e t  Us de CfI)S, dans une solu.tion drurés 4 M à pH neutre. 

Concentration / (.. mg ,ml 
Coefficient de sécli- 
Pentation moyen S20 

~ a q  porc 15 0 4  
-- LIW- - 

I 

0,9 consfihant prin- 

U s  Porc 12 cipal) 
5,50 (constituant 

m7heu.r) 



Ektraction sé1eci;ive de l a  fraction extractible à l8urée,bmte. 

Substances identifiées par chromatographie sur couche mince. 

I 

E F R A C T I O N  1 
+ b 7 -  I 

1 t i * b 

t 1 Remses 

UL 

f A c i d e  -nique 
t 

Fonction phosphate 

i- t 
Acides m i n é s  

r 
__UU_& C 

t - -r .-r Li- 

(3.) Vo i r  les  résui tais obtenus par 1 'Autoanalyseur 8eckman. 



TABLEAU 7 

Composition an acidos aminés (g p. 100 g protéine) des dif fémtoe 

fractions des flglycoprotéines de structurev de médis de l'aorte de Porc a-t de 

cheval. 

A.&-- - - f 

Cheval 
---* 

t 
OH-lysine 

b 

6,61 1,52 4970 ,- 
4 

Histidine 1182 ' 2,32 

Arginine 5,24 1 5~77 
f 

OH-prolino néant néant 

8,09 j 10,86 
' I 

Thréonine 3?54 4,60 . . 
Sérine 133 : 2,93 j' 4,50 

1'1,69 : 12,OO 

Pro line 16,65 ; 9,12 
E 

Alanine 

Valine 9, 21 7.33 16,05 6,02 

1 Cystéin~ 0,10 f 2,76 14r07 i ridant 
L t \, 

i 0,06 i O,O9 f néant f 0,44 ' 3,67 j 4p92 i 0,26 i 4,13 i 3953 
Leucine 8,52 8,69 t 2,41' ' 

8,52 7908 
s 

'Iyrosino 2,86 4957 '7945 ,3940 
Phénylalanina 4118 4162 2,81 

<- bmmu avant 6,66 après 

Tyr 
k r 

t i aoidcw3-1 0,88 j Leu 
1 téique t 1 2,29 - 

. 
v 

lOO,Oo 
-*a- L* 

2,40 i: 
traces j 

1 4  

4188 

8,83 

5102 

, 4971 
! 

iIi i 



Ultracentrifugation des glycoprotéines de structure de l'aorte A 200C en tampon d'urée 4 M à pH 
neutre. vitesse de régime 59.780 tlmin. Inclinaison de la barre 60. Photographie aprés 4,20,36, 
52,68 et 84 min. de sédimentation. 
A - Glycoprotéine de structure hydrosoluble (Eag) de l'aorte de Porc. 
B - Glycoprotéine de stmcture extractible par la solution d'ur6e 4 M (US) de l'aorte de Porc. 
C - Glycoprotéine de structure hydrosoluble (Eaq) de I'aorte de Mouton. 
.D - Glycoprotéine de structure extractible par solution d'urée 4 M (US) de l'aorte de Mouton. 
- + 



La GPS hydrosoluble (Uq) e t  cel le  extractible à l a  solution d'urée 

(US) de l t w r t o  de Porc e t  dc Ilouton montrent ües courbes de sédimentation 

ressemblantes, Le pic élasgi n'a permis que la détermination d'me valeur mojenne 

pour l e  coefficient de s6dinei.r-tation, Celui-ci sa situe à 0,8 environ pour les 

échantillons examinés, L a  sépamtion d'un deuxième pic mineur a été observés pour 

la  fkaction (US) de Porc, La résultat es t  représenté sur l e  Tableax 5 ( ~ . = g  ), 
ct t  sur l a  ligne 11 (p. ) 

D - COIPOSITION C H I P f i I p  ---. a&-- DES GPS DE L'AORTE DE PORC, DE MOUTON ET DE CHEVAL* *--- O-- a -*-,.A L _ u .  

Avant df aborder l e s  études chimiques détai l lées nous avons procédé à la  

chrorn~~tographie qualitative sur couche mince dans l e  but de repérer l e s  fractions 

contenant l e s  oses e t  l e s  acides aminés. Le Tableau 6 (p, ) montre que la  frac- 

t ion Eaq, e t  son résidu (R) renferment l e s  acides minés, l e s  hexoses, l e s  hexo- 

samines. Dans l 'extrai t  solublo dans l 'éther de pÇtrolo, n i  acides anulés n i  

sucres n'ont pu ê t re  révélés, La fraction soluble dans l e  mélange chlorofome-mé- 

tlimol con-tiant égalenent des oses e t  des acides amin&s, La, recherche fies phos- 

phates par l a  chromatomaphie sur couche mince à l l a ï C L e  du réactif  de IEANEX e t  

323EEJOOD (104) s'est montrée positive pour l e s  e;LctrWts dénommés ESD, Eaq e t  R 

 ableau au 6, p, 30). 

La composition exacte de l a  pmtie  protéinique a été précisée après 

avoir h,ydrolysé l a  substanca à %*aido de l'auto-analyseur Beckman. Les résultats,  

composition centésimale t3e la  fraction extractible à l * e a  ) e t  de son 

ré sidu ( ~ a q  ) ainsi que ceux de l a  fraction Us e t  ESD sont résumés dans l e  Tableau 

7 (p. 31)* L'analyse démontre l*zbsence d'hyàroq-proline, l a  faible teneur en hy- 

droxylysine e t  l a  prédominmce doït'alanine e-bb glycocolle dans Iss s'd~s'bêncas 

étudiées, D a n s  l e  résidu de lserrtra,ction aqueuse, l e  glycocolle, l l ~ ~ i r i e l  l a  

proline, la  serine e t  la  thréonine sont présentas arec l e s  mênes pourcentcges 

environ, tandis que l a  Fraction hydrosolublo es t  plus riche en glycocolle. 

1 b . C$A-o si t ion en glucm&es 

Sotre but é t a i t  la reclicrche dos frcwtions renfermant l e s  oses en présence 

des acides minés. Les dosqps colorimétriqv~os des oses e t  des osmines, dont l e s  

résultats  sont démontrés sur l e  tableau 8 (p. 35), indiquent qu'après ltoxtraction 



par l c  chlorofome-~1éthan01, c'est l e  résidu qui e s t  plus riche en glucide 

que leo=ctrait. Les résultats  üu dosage des hexoses e t  dos hexosrimines ücs souw 

fractions séparées par extraction successive (EW; Raq, US) par l'eau c t  l c r  

solution d'urée 8 Il., sont résumés également sur 10 Tableau 8 (p.35) pour l'aorte 

do Porc, de Cheval. e t  de 11Iouton. La différence dans la teneur en hexoses e t  

hexosmines des fractions s6pas6es par extrwtion nc semble pas ôtre signifie* 

tivo. LCS oses présents, démontrés pas chronatographie on conche mince sont b 

galm-tose, l e  glucose e t  l e  masuiose, 

2, Di&ttpphénylat ion 

Ltidentification chrcnatographique de 13caciae miné &terminal nous $ 

pemis d'identifier l a  DNP-alanine e t  l a  DNP- -lysine pour l a  fraction urée-so- 

luble e t  l a  fraction hydrosoluble. 

Extraction par l 'aci+_tri~>.oracétique à 2_i;1$ ..- --A- 

Nous avons constat6 crue l a  méthode drisolomcnt anployée fournit des gly- 

copmtbides dé sialo sidé S. Il é ta i t  indispensable de vérif ier  si cet te  altération 

ne s~mconpagnait pas üe llhydmlyse des autres conposants osidiques. 

Nous avons abord6 ce problène en étudiant ltaction de l 'acide trichlort+ 

cétique à 2,7 % sur le  glycopeptide de fibrinogèn~ bovin (MESTER et coll.) (104). 

Pour cette expérience, l e  glycopeptide dc fibrinogène bovin e s t  m o l y s 6  

par H2S04 0,05 N. 80 Co, pour libérer l 'acide sialique. 

Le traitement pm z-cido trichloracéticg~c à 2,7 % es t  effectué : 

1) sur l e  glycopeptide natif 

2 )  sur le glycopeptide désialide à gO°C. pondant 1 heure. 

Les résultats  de l a  déternination do la f oneur en hexoses e t  du rapport 

nolaire des galactose/nmnose des glycopeptidcs t r a i t é s  par lla.cid.e trichlor* 

cGtiquo e t  du glycopeptide tbnoin, résunés sur le Tshlocur 9 (p.35) démontrent 

que l e s  conditions dlextrc.ction employées dans ce c x  n'influencent n i  l a  teneur 

n i  la proportion du ge.lcctose e t  du nannose. Le conportemat élactrophorétique 

à 5.000 V e t  pH 6,3 du glycopeptido t r a i t é  e t  clu t h o i n  se révèle 6tre identique 



Il faut remarquer cependant que cet te observation ne peut pas ê t re  gêné- 

rd i s ée .  La fraction osidique de l a  ribonucléase B subit, mgme à froid, des dé- 

gradations part iel les sous lîinfluence de l'acide trichloracétique (Jamz,  com- 

ruunicat ion personnelle). 

D I S C U S S I O N  --- 
L a  texture de l a  pami artériel le ,  en pasticulier sa richesse en t i ssu  

conjonctif rendent l a  préparation de l'homogénsk du t i s su  délicat, 

L'élasticité du t i ssu  limite l a  puissance d'action des moyens mécaniques. 

Il en d s u l t e  que de nombreux travaux décrivent l'extraction des macromlCcrrtles 

oomme l e s  mucopolysaccharides acides pas la soude diluée, ou cel le des différen- 

t e s  protéines solubles pas l e s  solutions salines cependant l e s  informations sur 

l a  nature chimique de la trame fibreuse insoluble de la  paroi, à llexception de 

l*élastino, sont moins nombreuses, Nous citerons à cet égard l e s  travaux de 

BüDDECIQZ (105)~ KAPLAN e t  TDCYER (106), BEREXSON (lm), e t  ïQEE3 e t  Coll, (108). 

Les méthodes employées pour solubiliser l e s  éléments du tissu, plus 

précisément l e  collagène, ou pour séparer l e s  composants extractibles de l î é lae -  

tine, mettent en jeu lthydrolyse aqueuse sous pression e t  l'extraction par l a  

soude. 

Le procédé m i s  au point pour l e  dosage de la distribution du collagène 

e t  de l 'é last ine dans l l m r t e  de Porc e t  de Boeuf (IIEIJIJ~AN e t  LOGAN) (109) e t  

dans lla.orte humaine (GRAIE) (i10) semble insuffisamment spécifique pour séparer 

l e s  m a c m ~ é c u l e s  v a n t  une copule glucidique (BUDDEKE) (1 12), ( V A ~ J S )  (1 13). 

La  méthode de ROBERT, PARLEBAS e t  ROBJBT (1 14) mise au point pour l'ex- 

traction du stroma cornéen adaptée au fractionnement des éléments insolubles de 

l 'aorte permet un lldécoupage chimiqueu systématique de la  paroi artériel le ,  11 

faut signaler cependant que la  complexité de l a  structure de l 'aorte (vascula- 

risation, richesse en cellules) ne permet pas d'obtenir des enti tés ohimiguement 

pures (ROBERT e t  coll.) (1 15), mais le  procédé nous fournit l e s  fractions enri- 

chies en protéinos solubles, en mucopolysacchsulidcs, en collagène soluble, en 

collagène insoluble e t  en glycoprotéines de structure brutes* L a  purification 

de ces dernières peut être réalisée par l'extraction des substances hydrophobes 

suivie d'une extraction successive pa;r i t e m  e t  la  solution d'urée 8 E.I 
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TABLEAU 8 

Composition centésimale en glucides des fractions des GPS brutes 

séparées par extraction sélective. 

HEXOSES HEXOSAMINES 

1 Raq US i ESD 1 Eaq 1 Raq 1 R Us * I I 

f 1 i I f t t i t ! 
i 

1 i 
t i 

PORC 
i / 7.45 2.1 1 1,1,/ 2.21 0.29 i 1.63 1 1.8 2.41 2.86 

i ! 4 "1 : : l i 
: i * ' 

i I 

i 
MOUTON 1 4,8 i 3.06 { 3,06 '19.,7 0.65 1 1,3 ; 2.0 ( 2.3 

! i t i 
f t * l 

CHEXAL ! 2.36 j 2.85 i 2.9 . 
1 I i 

TABLEAU 9 

Compsotion en hexoses des glycopeptides du fibrinogène hydrolysés par 

leacide trichloracétique, comparativement aux glycopeptides natifs 

(MESTER et coïï.) (III). 

Composition 
centésimale en 
hexoses 

Glycopeptides 
natifs 

Proportion 
molaire 
galact ose/mannose 

Glycopeptides hydrolysés par leacide 
trichloracétique I 



La solubilisation du collagène non extractible, achevée par Iracide 

trichloracétique exerçant une action hydroly-tique e t  dénaturante ne nous a pas 

semblé modifier l a  teneur en hexoses neutres (orcinol) e t  l e  rapport molaire du 

gaiactose e t  du mannose, malgré lthydrolyse de l'acide sialique en position 

terminaie dans un glycopeptide lttémoînM étudié, Bien que cet te  méthode ne nous 

permotte pas d'isoler l e s  glycoprotéines l i ées  au stroma insoluble ds média de 

l 'aorte à l ' é t a t  natif,  e l l e  nous rend possible l e  séparation des llglycoprotéines 

de ~ t r u c t u r o ~ ~  du collagène insoluble. 

C O N C L U S I O N S  

Nos résultats  concernant l? isolement des glycoprotéines de structure 

de l t m r t e  nous amènent aux conclusions suivantes : 

1) L1extraction successive de l t aor te  pas : (a) l a  solution tampon 

chlorure de calcium-Wis : (b) l'acide trichloracétique e t  ( c )  

la  solution d'urée 8 M permet d'obtenir les glycoprotéines 

insolubles (GPS) de la  paroi artérielle.  

2) L e s  GPS brutes représentent un mélange de protéides e t  de lipides. 

3 )  Les GPS délipidées brutes (f'raction R) peuvent être sépaées en 

fraction hydrosoluble e t  en fraction insoluble dans l'eau (frac- 

tion ~ a ~ ) .  Cetto dernière ( ~ a q )  peut 8tTe solubilisée dms Iturée 

8 $1. 

4) L a  chromatomaphie de 1 'hydrolysat acide révèle l a  présence de 

galactose, de mannose, de glucose e t  des acides aminés dans 

l e s  fractions hydrosolubles ( ~ a q )  e t  urée solubles (US) &a 

GPS de Porc; de Cheval e t  de Horrton. 

5) La  fraction soluble dans l e  méth~nol-chloroforme 2 : 1 contient 

des lipides, des acides aminés, des composés phosphates, e t  de 

faibles quantités des oses. 

6 )  La fraction soluble dans l 'éther &e pétrole (PL) es t  une substance 

lipidique, Elle ne contient n i  oses, n i  osamines. 



7) Les fractions Eaq, U s  ne renferment pas d'hydroqproline ( ~ u t o -  

ana.lyseur), Elles sont donc des glycoprotéines, e t  non pas d.es 

f'ragment s provenant du collagène. 

8) L a  dinitrophénylation nous a permis d'identifier la  DNPlaJanine, 

e t  la D W  -lysine pour l a  f'raation Ekq e t  Us. 

9) L'applica-tion d'un procédé de séparration du collagène insoluble 

e t  des GPS paz l'acide triuhlorac6tique à 2,7 $ à PO0 nous a 

permis &*isoler l es  glycoprotéines ne renfermant plus dt acide 

sialique. 



-AU- -7 i' 3.2. METHODES AILLYTIQUES aSE3 AU POINT PûUR L'EZUDE 

1 
6 DE LA FRACTfON OSIDIQUE DES GLYCOPaKTIDEDS i 

3 -2 1. EZCCRODIEiERl4INA~ION -- D E  - - PI OSES NEUEES ET OSAP- -.- PAR CHROMATûGL@-PHPHii,g 

CCXJCHE MINCE DtUPT P0LPTER.E SYNTHEiTIQUE. -- 4 - s - m  = 

Au cours de nos travaux sur l e s  glycoprotéines de structure de diff'ê- 

ren ts  t i ssus ,  comme l ' aor te  e t  l a  cornée, l a  quantité des substaaces &nt nous 

wons disposé pour lVétuda  de 1a structure osidicpm é t a i t  de quelques milligrammes. 

L'intérêt e s t  donc porté à l a  mise au point d'une méthode suffisamment sensible 

pour permettre 1 ident if icat ion e t  l a  détermination des rapports molaires des 

oses e t  b s  osamines Ws des quantités de 190rdro ae 0,2-3 )tg. 

STAHL e t  KALTENBhCH (1 16) ont démontré qu'on peut séparer des substances 

hydrophiles comme l e s  oses par chromatographie on couche mince de Kieselguhr G 

tamponné par lr acétato de sodium, Depuis, do nombreux travaux publiés ont pré- 

conisé 1' application de différent s types de support s chromatographiques, comme 

la  cellulose nicrocris-ta.llino (woLPR~I,  PATIN e t  LlBEiKNBER) (1 17) l a  cellu- 

lose (sCHPJEIGEX) (1 la), (VOIKOFF, TRUITT e t  W C I ~ )  (1 19) , le s i l i c a t e  de magné- 

sium (woLN~oM~ IWCHNIi< e t  L E O E R ~ ~ ~ )  (1 20) (GRRSSHOF) ( 12 1 ), l e  S i l i c q e l  

(III- e t  BERENDER) (122), (DTT~~AZWT, G H I G L I W  e t  P~TGNET) ( 123), (ICNCLB ( 1 2 4 ) ~  

l e  mélange de Kieselgel G e t  de Kieselguhr ( w M ~ . P ~  e t  HANLTS) (125), l a  

Célite pigmentée par l'oxyde de f e r  (HESSE e t  ALEXABDER) ( 1 2 6 ) ~  e t  le Sephalex 

(BISC?ZZ e t  coll.) ( 1 2 7 ) ~  Récemment, ANDERSON e t  STODDART (128) ont proposé 

la  séparstion chromatographique des hexoses sur l e s  ttchromagrams" plus pré- 

cisément sur l e s  couches do poudre de s i l i c e  ou d'un polymère synthétique à base 

de polycmbonate déposé sur l e  support de polyester. 



Los méthodes d'évaluation quantitative des chromatogrammes mettent en 

jou l ~ é l u t i o n  des taches révélées ou repérées, Le glucide e s t  ensuite d o 6  

dms 1télua.t pas une méthode suffisamment sensible (spectrophotométrie (V~~EOFF, 

TRUmT e t  'PIJCXER) ( 129), (BAUCHER, SCHEliZ e t  KAINDL) (1 30) , volumétrie (PASTUSKA) 

(131). Dans d'autres procédés l ' intensité des taches est déterminée à l'cide 

d'un photoaaiioitombtrc (LAlll~IN, WARD e t  WAL~BORC) (132). Ces techniques se pr& 

tent mal à l a  détermination des glucides dans l e s  quantités de l'ordre de 0,2- 

2 I / L  Q a m  l e s  méthodes spectrophotométriques nécessitent plus de I O P  g. 

de substance, L1 évaluation quantitative des taches pas photodensi td t r ie  sur 

l e s  couches déposées à l a  nain peut ê t re  d i f f i c i l e  à interpréter à cause des 

imégulasités de ces dernières, 

L a  méthode que nous avons récemment proposée (MOCZAR e t  coll, ) (1 33) 
p e m t  une évaluation quantitative suffisante p2x photodensitométrie des oses 

sépaxés dans l e s  quantités i i ~  l'ordre de 0,2-2 ft g. Pour réal iser  ca t ravai l  nous 

avons f a i t  appel aux couches cl~romatographiques à l a  texture régulière e t  no 

ré@ssmt pas avec l e s  réactifs  des oses. Nous cvons u t i l i s é  l e s  feui l les  chro- 

ma-tographiques de KûDAK 511 V constituées d'une couche mince de polycarbonate 

sur un support souple de polyester. 

Support chromatogrqlrliquo : Feuille chromatographique de I < W  51 1 V 

de dh8nsions de 10 x 10 cm. 

Solution de tampon phosphate O,S BB à pH 6,8 ( T ~ L I )  (134 ) : (ANDERSON 

e t  STODWT) (135). 

Solvants :éthanol, propruiol, acétate d'éthyle purs (~rolabo)  amnonique 

à, 25 5, 
Réactifs : chloruro àe tétrazolium (~ouzart) .  

Résines échangeuses d'ions : Amberlite IR 120 

Aciberlite IR 400 forme acétate, 



i'1IETHODES : 
-A- 

A - I&dsolyse 

Avmt d8 aborder 1 ' étude chromatographique proprement d i t e  des O ses, nous 

nous référons aux travaux de IïOI?TREüIL, SPIK e t  I<ONARSKA (136) pour évoquer l e s  

problèmes posés pas l'hydrolyse quantitative itos osides. Nous avons u t i l i s é  

200 1, d'HC1 2 N pour 1 à 3bg .  da glycopeptide renfermant IO à 40 $ dthoxoses, 

e t  400pZ. dtHC1 2 N pour 1 ng. de glycoprotéino dont la  teneur en oses est de 

5 % environ, L'hydrolysat e s t  dilu6 au double du volwno i n i t i a l  e t  neutralisé 

ensuite pcw? liéchangeur d'anions (formo acétate ou forniate) e t  purif ié  sur 

des colonnes ( 3  x 30 m.) d'bchagolxrs de cations forne acide (Amberlite ZR 720 

mesh 200-400) puis d'anions (Amberlite IR 400, forme acétate). La solution effluen- 

t e  e s t  lyophylisée. 

Pour la détermination des hexosamines l e s  quantités analogues de glyco- 

peptides ou des produits de dëg~adat ion enzymatique de mucopoiysaccharides sont 

hydrolysées avec HG1 4 N pendant 4-6 h. suivant l e s  substances, e t  lyophylisées 

ensuite. 

B - Chromatographie sur c 0 t . e  mince 

Le support chromatographique u t i l i s é  e s t  la  f e u i l l e  chmmatographique 

de Kodak 511 V. de dîmensions 10 x 10 cm. Cas f eu i l l e s  sont imprégnées dtwrJe 

solution tampon phosphate 0,2 11 à pH 6, 8, puis séchées à l'air. Nous avons effec- 

tué l e s  dépôts <'en l ignen de 5-6 mm, de quantités des oses de l 'ordre de 015 g. 

(par micro-gouttes de 0,i-0,2 t l  1.). 

Nos solvants de routine sont les suivants : 

- pour séparer l e  galactose, l e  glucose e t  l e  manno se : 

nœpropwobm6.ta%c d'éthyle - H20 (5 : 1 : l ) ,  

- pour séparer l e  galactosamine e t  l e  glucosamine : 

Whanol - 1lïI ?II B 25 ;>r - H20 (05 : O : 5 : 14,5 v/v). - 4 
La  migration é t a i t  effectuée sur 8 cm. e t  durait environ 1 h. à la 

Zempérature du laboratoire, 

C - .,.a Prooédés de révélation 
a+-..- 

Nous avons étudié l lappl icat ion de quelques r é a c t i f s  de révélation des 

oses décr i t s  à propos de la chromakgraphie mu. papier de ces  derniers. Le but 

recherché é t a i t  d'appliquer un réac t i f  sensible pour détecter 0,2-1 &.g des oses 



neutres e t  des osamines, qui donne une coloration suffisamment forte pour effec- 

tuer l a  photodensitométrie directe des chromatogrammes, 

La révélation par l e  réactif de ni t ra te  &'argent de 'IREXXLYAN e t  al, 

(131) e s t  troublée pax l a  présence des phosphates, Le mannose a donné une colo- 

ration plus forte que l e  glucose. L'emploi du réactif  à lToxalate d'aniline 

de PARTRIDOE (138) a donné l e s  colorations caractéristiques des oses mais fai- 

ble s dans notre cas, pour effecker une évaluation par photodensitométrie , 

Nous avons eu recours au réactif de chlorure de triphényltétrazolium 

de FJALUXFELS ( l jg) ,  (140). Les chromatogrammes sont passés rapidement suivant 

l e  procédé préconisé pas TREWLPAN, PROCTOR e t  HARRISON (141) dans une solution 

méthanoliqe de soude contenant 0,5 g pour 100 m l  de chlorure de tétrazoiium. 

La solution es t  préparée extemporanément en mélmgeant 1 volume de solution 

méthanolique de soude e t  1 volwne d'une solution de chlorure de triphényltétra- 

zolium à I g p. 100 m l  de méthanol. Les chromatogammes sont chauffés ensuite 

dans une atmosphère saturée de vapeur d'eau (étuve isotherme) à 90°C L a  réduc- 

tion du réactif en milieu basique à chaud fixe en muge l e s  taches des oses 

e t  osamines, Les couches minces à base de cellulose se prêterit mal au réactif 

de TTC, ayant l e s  fonctions réductrices l ibres réagissant avec l e  Ainsi 

la  coloration rose prend toute l a  surface des chromatogrammes, l e s  dosages 

photodensitométriques sont rmemant reproductibles e t  ne se prêtent pas â des 

dos-s de routine (E~OIPESECL, SPIK e t  KONARSU) (142). La couche de polycwbo- 

nate présente l ' in térê t  de ne pas ê t re  spécifique des réact i fs  de révélation des 

OseS. 

D - _Jbssage densitom&~r&u 

L'intensité des taches des oses e t  osmines es t  mesuree à l'&de d'un 

photodensitomètre enregistreur ( m e  ~hotovolt).  Hous avons appliqué l a  mét:iode 

lTpw transnittanceu. On s'est rapporté ensuite à dos courbes de référence repré- 

sentées par des solutions de glucides prises à des concentrations connues. 



Giucosarnim B 

Galactosamin x 

Figure 12 - 

t Galactose + 
Glucose o 
Mannose 

Fucose  

Proportionnalité des mesures de "transmittance" en fonction de la concentration. 



La proportionnalité &es mesures de tltrmsmittancew en fonction de la  

concontration es t  bonno de O à 2&g. d'oses e t  de O à l,5p-g. d'osamines. Les 

valeurs obknues s'inscrivent sur une ligne droite comme on peut l e  voir sur l a  

figure 12 (P* 42 b i s ) .  

Nous avons appliqaé 1s dosage paz la méthode densitométrique à f a  136- 

temination des rapports molaires du galactose, du glucose e t  du mannose. Sur 

le fableau I O  (p. 4 3 )  nous wons résumé l e s  écarts-types calculés au cours de 

cùrq mesures effectuéas à pa r t i r  de la solution de réforence contenant l e  gjlac- 

to se, le manno se, Le glucose e t  le f'uco se à une conoontration identique ( 1 5 fi g. ) . 
+ Selon ces mesures l a  tliethode fournit des résultats  reproductibles à - 

1 à' 2,4 $ près dans l e  czs du golactoss, du glucose e t  du m-ose 6% de 2 5,4 $ 
dans l e  cas du fucose, 

Cette technique nous a 6té u t i l e  pour 12 détonnination de la proportion 

molairo itas oses e t  des os-mines au cours du frizctionnement e t  de l'isolemen3 

des oompo sants ~immmolC~,.ilairt3.~ du tissu con;ionctf f . 

C O N C L U S I O N S  

Ltemploi de couches n h c e s  de polycairbonate sous forme de feuil les chrom* 

tomphiques KODAK 511 V e t  (9u chlorure do tétrzzolium corne réactif  de révéla- 

tion d'oses fournit des résul.tiats reproductibles p w  la méthode densitonétrique. 

En outre, l a  sensibilité iie Ia méthode conduit à des valeurs acceptables du 

rapport ga;lacto~e/~luco se/nasulose e t  àe rapport & m t o  ~amine/~luco samine sur des 

quantités d'oses e t  d*osomines ùe l'ordre de O,2 à 2 r( g. 
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3.2.2. - CHROî~NTOGRAPHIE BiDDiENSIONNELLE DES HYDROLPSATS PARTIELS DES OLIGOSDES. ---- -..A-- ---.-Lw 

lbus devons aux travctwr de MONTREUIL, CHOSSON (143)~ NONTREUIL, C H O S W  

e t  SPlX (144) e t  de BCKIRRILLOM et 14ICHON (145) lrQtude cinétique de l*hyr?mly~~ 

pwtielle des osides des glycoprotéides. Les osides provenant de la  dégrcüztion 

de l a  frraction polyosidique sont séparés par chromatographie sur papier, c h r o m  

tographie sur colonne ou par  électrophorèse prdpwativo (CHOSSON e t  ~l@rmt,m~) 

(146) 

D a n s  le  but de pouvoir interpréter le coraporfement immunologique des 

GPS provenant de différents organes et  espèces, nous avons essayé de trouver une 

méthoCle simple, applicable à quelques g de substimco pour explorer les  m o t i f s  

structuraux de la  f rac t ion  glucidique des glycoprotéidea ou des glycopeptides. 

Lt application do l'hydrolyse pwtielle (P.IC$JTRFXTIL, e t  CHOSSON) (147) ; 
( ~ J I O ~ I L ,  CHOSSON e t  SPIK) (148)~ associée à l a  chromatographie bitlinension- 

nelle sur couche mince de cellulose micrwris-tai1-lire sab le  être une méthode 

de choix pour effectuer des 6-Mes comparatives des oligosides (MOCZAR e t  TIOCZAR) 

( 149) 

La méthode a é té  mise au point sur les fragments glucidiques des glyco- 

peptiàes du fibrinogène (~.wTER e t  coll.) (150) at de lfovomucorde (CHOSSON et  NOIITRXJIL) (151). 

I N r n r n L  : 
-a-.. .-a-. 

Support chromatographique : cellulose micro-cristalline (plaque grC;Fabri- 

quéo No 14.40 Schleiaher & ~ c h t ~ l l ) .  

Solvants : n-butcll~ol, acide acétique, pyridino, acétate d'étlwlc purs 

(PROLT~BO) I 
Réactifs : AglT03 : acide sulf'urique. 



A - M p a r a t  ion des &c~p~rvéines, ~lyco~tii&i. e t  O sides 

Les polysacchariilcs imnunospécifique Cie Streptococcus A a ét6 préparé 

selon ESTLL;GR (152) e t  îlc. CARTY (153) e t  l?ovomucoTde selon FREDDERICQ e t  

DEUTSCH (1 54) . 
La N-acétyl-lactoscuninc provenant de Lthydrolyse ménagée de glycopeptides 

do 1~ovomucoTde ont été isolés suivant la méthodo ile àiiOilTREUIL, CHûSSCrla e t  SPIK 

(155). L*échantillon de mannobiose 1,6 a été mise & notre disposition pzr 

M o  l e  A.ofas- MOlWREXEL, 

Lfovalbumine a été hydrolysée par la pronase e t  l e  mélange des giyco- 

peptides s été isolé suivan% l a  méthode do BOGDAXOV, KAVERZNEVA e t  AlDREJEVA (1%). 

Les fibrino-glycopeptides ont été préparés selon l e  procédé de IZSTER, 

PXOCZAR, IEDGYESI e t  M I  (157). 

B - c x b l y s e  des gliqo~e~txi-d, 

La méthode dfhydrolyso ménagée des glycopeptides de àiIONTFüWIL, ABAIL 

CHOSSON e t  SPIK (158) a été zdoptbe pour des peti tes quantités de l'ordre üc quel- 

ques milligrammes, On a hyàrolysé 1 à 5 mg de substance ayant une tw2eur mini- 

male dc 15 p. 100 en glucides, en présence de 100 à 200 mg dtArnberlite IR 120 

(me& 40, sous sa forme mide). Le tube es t  scellé, puis agité 1 hou= oa bain- 

marie à iOO°C. Cki décante l a  solution, on lave l a  résino à lferai distillés e t  

on évapore 2 sec dans un dessicatour sous vide, sur mhyàrique phosphorique, 

On reprend l e  résidu d'évaporation dans 10 Lt. 1 d'eau e t  on on dépose 0,5 à 2Pl 

pour un chromatogramme, 

Chromatographie -s_ 
-A 

coucha mince, .. ---*. 
Les chromatogranmes bidimensionnels ont 8t6 obtenus sur calluiose micro- 

cr is ta i l ine  (plaque profubriquée No 1#0 de Schleicher e t  ~ c h ü l l )  ainsi que 

sur poutlros de s i l i ce  (~ i e so lgo l  C Werckfi). 

Pour 12 développement des c'mnztogrammes nous avons u t i l i s é  l e s  solvants sui- 

vmts  : 

1) n-butanol-acide acétique-eau (i2 : 3 : 5) 
2) pyridine-métate d'éthyle-acide acétique*.eau (5 : 5 : i : 3) 

3) n-propanol-acétate d'éthyle-eau (7 : 2 : 1) 



Figure 13 - 
Chromatogramme bidimensionnel des oligosides de polysaccharide immunospécifique de Streptococcus A 
sur cellulose microcristalline (Schleicher et Schüll 1440). 
Solvants : n. butanol- acide acéti ue - eau (12 : 3 : 5) en premiére dimension, pyridine - acétate d'éthyle 
- acide acétique - eau ( 5 : 5 : 1 : ?j en deuxiéme dimension, Révélation par le réactif au nitrate d'argent 
de TREVELYAN, PROCTOR et HARRISON. 

Figure 14 - 

Empreintes des oligosides des fractions glucidiques des glycoprot6ines sur cellulose microcnstalline. 
(a) Ovomucoïde ; (b) Fibrinocréne. 
Solvants : n - butanol - acide acétique - eau (12 : 3 : 5) en premiére dimension et pyndine - acétate d'éthyle 
- acide acétique - eau (5 : 5 : 1 : 3) en deuxiéme dimension. 
Révélation par le rkactif au nitrate d'argent de TREVELYAN, PROCTOR et HARRISON (1 59). 



On développe l e s  couches de cellulose mec l e  solvant 1) en première 

dimension, puis avec l e  solvant 2) en deuxième dimension. Les couches üe s i l i ce  

ont é té  développées avec l e s  solvants 1) puis 3). 

Pour obtenir une m i l l ~ u r e  BQparation c b s  oligosides pas migration sur 

une plus longue distance, la cuve de chromatographie doit ê t re  m i e  d'un dispo- 

sitif drainage par évapor~~tion, comme décrit  pm BRENNER e t  NïEDERFlIESm 

ûn s obtenu égaiement dC3 bons résultats  reproc2uctiblos en lzissznt l e s  

p l w e s  d a s  l a  cuve, après que l e  solvant ait atteint l e  bord supérieur des 

pl,2.qtes, 

Ch üéveloppe les plaques pondant 16 heures avec l e  solvant 1) e t  pendant 

6 à 8 houres avec l e s  s o l v a t s  2), 3). 

Los taches cor respon~nt  aux oligosidas sont révélées sur les plaques 

de s i l i ce  par  pulvérisation avec H2S04 3 Nv ou pm un mélange de H2S0 3 N 
4 

e t  d'une solution dlorcinol B 2 p. 100 (10 : 1) (v/v), suivi d'un c h W f ~ ?  à J. 
1 1O0C pendant 15 minutes. Los plapes munies d'une couche de cellulose sont révé- 

lées en l e s  trempant successivenont dans une solution A@03 à 1 p. 100 cbns 

l'alcool à 90 p. 100 e t  agrès séchage duns une solution méthûnolique de potcc;se 

0,5 $. 

RESULTATS EIP CONCLUSIONS 

La chmmatographis des oligosides en doux ilinensions sur cellulose micro- 

cr is ta l l ine  Schleiclior et Schffll 1440) Clonnu une neilleare sépmtution 

que cel le  obtenuo pour chm~itographie unidurionsioi~qel3c pas  chronatogsssphie 

s u r  papier. 

L'étude de la  z 4 p d i ~ o n  des taches des oligosides de llh@mlysat past iel  

des glyoopeptides de l~ovomuoo!îde (CHOSSON e t  I~ONTREUIL) (160) e t  au fibrinogène 

(iES'i!~, SlOCZAR e t  S W û S  (161) isolés par chromatographie prépasa%ive sur pa- 

pier indique que ce sont su,-tout des disaccharides qui se séparent p a  l a  méthode 

décrite. 

Les ch roma tog r~es  représentés paf. l e s  f ibwes  13 e t  14 (p 46 bis) ont été 

r é d i s é s  mxr l e s  plaques Schleicher e t  SchÜll 1440 e t  développés pax l e s  solva.tIts 

1 et 2. 



0 Col, CIc NAc 

Chromatographie bidimensionnelle des oligosides de l'ovomucoi'de sur Kieselgel G .  
développé par les solvants n-busanol-acide acétique-eau (1 2 : 3 : 5) en première dimension et 
n-propanol-acétate d'éthyle-eau (7 : 2 : 1) en deuxième dimension. Rév6lation par l'orcinol-sulfurique. l ' l j ~  



Le polysacchariitle imrmiuiospécifique de Streptococcus A (=w, à i ï  

e t  BARI(CTLIS) (162) e s t  forné pm des unités qui se répètent régulièrenent e t  üonne 

une onpreinte t r è s  sinple, repr6sontée par la  figure 13 (p, 46 bis) ,  

Les enprointes de llovomuco~d~ (fig,  l4Xp.~6 bis) e t  des glycopeptidos 

provanat  do 1°b,ydroïyse enzynatique e t  du fibrinogêne (fig. 14) sont plus con- 

plexes, Les tmhes  do la  NracéJ;.jl lactosaciine e t  tlfm mannobiose 116 sont car+ 

té r i s t iques  dans l e s  chromatogrannes des hydrolysats de ces glycopeptides. Ces 

r6sul ta ts  sont on bon wcorcl avec l e s  travaux de i I û F E E ü ï L  e t  co l l ,  (163) CWOSSON 

et IIIONTRFNTIL (164), de PiESm e t  Coll. (165). 

La Tig.15 47 higreprésente l'empreinte des oligo sides de 1 ovomcoïde 

sur une couche de Kieselgel G i?Cveloppée par l e s  solvûslts 1 e t  3. Le pouvoir 

sépmizteur de ces couches e s t  nettenont inférieur à celu i  des plaques tîe cellu- 

10 se nicrooristcdline . Ces chronatogrannas pornctten2 néamoins dB ident if  i o r  

rc,pidonont l a  N-açétyl 1,mto srnine, 

Les résul ta ts  que nous venons d'exposer nous font penser que ce t t e  niOro- 

m6thode peut a t r e  u t i l e  pour l'étude conparative des oligosides de polyosides 

ou do glycoprotéines disponibles en faible  qumti td.  



Les glycoprotéines clo  structure de l 'aorte pourraient ôtre l e s  substances 

spécifiques à l'organe. Il nous pasaft donc intBressavrt d'étudier los  glycopep 

Zides provenant do l*hydrolyse protéasique do ces glycoprotéines. Ce chcpitro 

expose nos résultats  r e l z t i f s  à l a  préparation, au comportenent électrophor& 

tique, chromatographiquc e t  à la conposition osidiquo ot peptidique &s hyüro- 

lycs-ts pronasiques provonmt des différentes fiactions des GPS : 

- fraction extractible à ltoau ( E ~ )  ch l 'mr t e  de Porc e t  de Chevai 

- résidu de l laxtsmtion aqueuse ( R ~ )  de l t m r t e  de Porc e t  do 

Cheval, - fraction solubilisée dms l'uréo 8 Ti (US) du résidu do l'çxtraction 

aqueuse de l 'aorte de Porc (voir fig. 8), (P.IY) 

Les expériences concernait llQtude du groupenent polyosidiqua, ainsi 

que l a  nature du type de l a  l is ison glycanne-proticfc dms l e s  GPS E q  et U s  

de l ~ m r t o  de l'ose sont cl6crites au chapitre 3.4 vl~DüDE SUR LE GRûüFZïEliT 



f ! N r n r n  
W A*-. . .  

a - GPS de l 'aorte i 

Les fractions do GPS Eq Raq do l 'aorte de Porc o t  de Cheval e t  l a  

fraction U s  de 1' aorte de Porc sont préparées comc ilécrit au CHAPïTFE 3.1 , 

b - Enzyme : 

Pronase do S t r e p t o ~ c o s  G~iseus  (SI@II~) , Ca?boxypoptidase A bovina (SIG=) 

ropurified typo V en suspension dans toluène-eau, 

c - Adsorbant s chromtographiques : 

Sephadex G 25 e t  O 75 ( ~ h m a c i a )  , C ~ b o ~ é t h y l c e l l u l o s e  type 52 "pros- .\. 
wollenT1 (lkatnan) DEAE Cellulose (type DE 52 l*preswollonw). ; Chromatoplaqcs 

de cellulose nicro-cr is td l ine  r chl lei cher SchÛ3.l 1440)~ da s i l i c e  ( ~ c h l s i c h ~ r  

Schfill 1550) ; Fouilles chmnatographiques de I<CEDAK 519 V ; Résines dtéchazw 

gours d'ions : Anborlite X& 120, h b e r l i t e  IR 400, 

d - ~ec t rophorèse  sous haute tension : 

appûseil Gilson 

support : papier Ifhaban P 3, 

a - Substances témoins pour 1 'estiiaat ion du poids noléculaire glycopoptidc 

du fibrinogène, (l@STER e t  coll.) (166) ot le  cytochrone, 

Orcino1 (~lerck) ; 3,4 tliiribthyl~inobenzddc~c1,e ( ~ r c k )  ; ninhyàrino , 
dinitrofluorbenzène, acide trinitmbeneènesulfoniquc (TNBS) ( ~ o u e m t )  chlorure 

de ccbiuu, Tris (hydroxyn4thylaino) méthane (Prolzbo ) ; Pyridine , xiae r?c6tiquo, 

but~xiol, ~ z é t a t e  d' éthyle, néthyléthylcétone, chloroforne aïcool buwlique teri 

t i a i r e  purs (Prolabo), 



A - _&@~lyse pro téine~~iig_eedo s glycopm t 6iq~~s-d~~ structure 

1 g de GPS sont n i s  cil suspension dans 15 nL d'une solution 13e Tris 

Ot05 1: e t  C&12 0,01 M tmpombe pzx HC1 2 N à pH 8,0 (BUTLER e t  c ~ J I N Z W I )  (168) 

en présence d~ 20 ng de pronase. Le système e s t  ncintenu à 4 7 O  (pentlmt 70 h, en 

présence de toluène. 

Les GPS Eaq e t  U s  de l a c o r t e  de Porc ont é t é  hydrolysés selon Te procédé 

de PXRSHiS\TA e t  ~JUKINO (169) : trois hydrolyses successives à 4 7 O  C (de chacune 

48 h. deux hydrolyses en cas de U s  de porc) p m  lc  pronase (rapport substrat/ 

oizzyno 1 : 50) à pH 8,0 dans m e  solution de Cs12 O,I 11 de BUTLER e t  CmNINGWIZ 

(470) 1 Les hydrolysats provenant de chaque &tape   jus tés à pH 4,5 avec Cie l 'acide 

acétique sont concentrés en ne ii6passant pas 30°C au vingtiène de volune dforigi- 

n a ,  e t  ~ ü i t i o n n é s  de 20 volurros d'éthanol absolu. Le précipi té  est obtenu 

p w  centrifugation. 

B - &lement dos g l . ~ c ~ p e ~ ~ t ~ & d l  

Mous avons enployé 1s clirona)cog~aphie d ~ ~ x c l u s i o n  sur Sophad~x G 25. La 

colonne (diûnètra 2,5 cn , hm-taur 80 cm) ost Cluoe à la. température ,uibiante 

p m  l a  solution pyridine acide w0tique 0,l 1.1 cru. taponnéo à pH 3. Da8 ~ Q S  

frcctions Gluées d ~ s  hydrolysats pmnasiques l e s  courbes d'élution sont t r x c ' e s  à 

l',zicle clo réaction à l fo rc ino l  e-t du réac t i f  à lsaciclc trinitrobenzène sulîonique 

(OHJDUfi e t  SATAKE) (171). Les fiactions correspondmtcs au n m  de l a  courba 

d'élution obtenue pas l a  réaction à l lo rc inol  sont concentrées sous vido ( 3  nl. 

de vol. environ) puis lyop l~ l i s6ss ,  

C - gê$.x;1sat ion de sjlylycop$p$$. 

1 - Electrophorèsq 

LtClectrophorèso à 5,000 V e s t  r6al iséc b i s  un tilnpon pyricï.ino~.acidc 

t l c 6 t i q u e - e ~  (29 : 1 : 225) à r,H 6,3 e t  dans une solution t a p o n  do borate de 

sodium à pH 9,2 sur un support de papier Whsttna No 3, Les taches sont r6vélées 

à 13 nuihyürine. 



Les électrophorég~ammes préparatifs destinés à 1 isolement des fractions 

séparées sont effectués de la manière suivante : l e s  volumes.de 50 à 100 f i  3 

de salutions de glycopeptide (correspondant à 2-6 mg) sont déposés sur l e s  

feui l les  de papier en un trai-t continu de 15-18 cm de longueur. Après dévelop- 

pement e t  séchage de liélectrophorégramme, deux bandes sont déooupées de past e t  

d'autre de la feuil le  dans l e  sens de la rnigratioii du système solvant chacune 

entamant 1,5 cm la ligne de départ, Révélées, e l l e s  servent à repérer lternpla- 

cement des fractions positives à l a  ninhydrine, Les bandes de papier correspondant 

à chacun de ceux-ci sont découpées e t  éluées selon la  méthode d,e DEMT (412). 

Los solutions sont recueillies dans des récipients contenant une goutte de toluè- 

ne pur. 

La séparation a été pratiquée sur Cl.! Cellulose (type 52 - ltpromollcn" 

1.~hatc1a-i) ùes glycopeptihs bmts de l 'aorte de chva$. on opérant avec Ie p;?r 

dient de ooncentration lbêcire Cl'métate de pyridbe 0,005 - 0,5 14 à pE $*1  

(JOLUS) (173). La colonne (Wmètre 1,5 cn 3 h c ~ t ~  20 cn ) es t  équilibrée 

avec une solution d' acide acétique 0,005 F,! .imponnbe ~ x o c  l a  pyridine 0.05 II à 

pH 4,l. L~CLution e s t  réalisée zvoc l e  gradient linêairo à 1û tenpêriyfuro mbiante. 

Lc, courbe dtélution des glucidos es t  obtenuo pm Ic r 6 s t i o n  à l lorcinol  (R~TUI\~GTON) 

(174) e t  cel le  des peptides pis? l e  réactif à l t x i i l o  trinitrobenzène sulfonique 

(OKOYATIA e t  SATAKE) (175)~ 

3 - Chronatomz~>hic - ->.. '. sur - L D ~ G c e l l u l o s ~  

Lc chronatographie sur DEAl3-cellulose c Ct6 appliqu6e ruut @;b-co~eptiBes 

bruts ùe CIPS (RW) de l 'mrte  de Cheval, La c lonne d*m dimètre de 5*2 cm e t  

d'une h a t o u r  de 30 cn est équilibrée avec une solution de Tris 0,005 TI tawon- 

née à pH 8, O, (JOLLES) (176) et  (SPIRO) (177) . h colonne s été élude pzr l e  tas- 

pon Tris HC1 à pH - 8 , O  0,005 iI  pendant 4 heures, puis par l e  gradient 0,005 - 
0,5 Ii à ph' 8,O. Dans l e s  ~f 'fluents de l a  colonne lc courbe d'oses es t  L r x ê o  à 

l'aide do rGactlf à l*orcinol (REIINGTON) (178). 

4 - Dinitrophény~c:ti.~ u c o p o p t  in&s b-2~ 
Dans l e  but de sépcsor los  glycopspti~cs o t  los  peptides, la méthode de 

dinitrophihylation selon SANCiB (779) a été prritiyubo sur l e s  mélanges dos gbco- - deu- peptides isolés après la 30 hydrolyse pronasique du giycoprotéine (m) at 1, 
xièno h y b l y s o  wzyxafiquc do GPS (US) de 1' aorte do Porc, 



La séparation dos glycopeptides e t  des substLwces non glycopcptidiquos 

dinitropli6nylés a été tenté par c!ux>matographie bidincnsionnelle sur papier e t  

mxr coucho mince cn cellulose micracrfstal'iinc, e t  sur silice. 

Systèue clo solvruits : 

2) ~I-B~CM-ACOIEH~O (12 : 3 : 5) cellulose rnicrooristdline) 

3) ~ ~ ~ l ~ - t e r t  B~OH-ACOB (72 : 28 : 3 )  (plaque de s i l ice)  

4) EtOAo-pyridinc-cm (10 : 5 : 1 : 3) 

Chronatographie pr8pmative sur papier (feuil les de 35 x 35 cm.) pûs la  

nbtiiode ciscendante a é té  suivia dtuno éiution pzr  la solution de NCECO à O, 1 5. 3 

Lt~ t taque  do la fonction Gterninale pm l c z  cmboxypeptidase A corme 

décrit  pas BRCXniN e t  coll ,  (I~o), DUS, BARTSCH e t  f'SLiW (181) a é té  cffcc-tu& 

sur Eaq e t  U s  glycopeptide de l t m r t e  do Porc, 2 cg. de glycopeptide iOOpg, 

de ctsboxypeptidase A bovinc (SIGIN) en suspension c?ms toluène-Hz0 sont incu- 

bés à pH 8,6 à l a  tar;?pérshro ambiante. On a effectuC les  prélèvements après 

30 nintrtos, 1 h., 2 h,, 3 h., 4 h,, e t  48 h,, é@cmant à p a r t i r  des solutions 

témoins comme : 

1) glycopeptide seul 

2) enzyme seul. 

A L .  solutions diquotos prélevées, une gau-kto d'acide acétique es t  cddi- 

tionn6o pour mrâter  la réat ion.  ï c s  échantillons lyophylisés ont 6tS exzninés 

on chmmtographio sur couche nSice. 

E - . Recherche . . -. de la fonction Gternincale *--*.&.. .  *- 

La méthode de dinitrophénylation selon SANGER (182) a é té  appliquée 

sur les composants isoles pm électrophorèse prépw c t' xve, 

2 ng. de glycopoptide sont dissous dans 200 1 IimC03 à 1 $ en présonce 

da 200 fl 1 de solution de Sinitrofluorbenzène (DNRB) à 1 $ dans lt alcool. Après 

agitation pondruit 2 heures à l a  tampérature anbicnte à l 'abri de la lunière, la 



solution e s t  diluée par lleûxr eZ ext ra i te  pizs acotr'to d'éthyle jusqusà obtention 

dtune phase organique incolore. La  phase aqueuse e s t  m i d i f i é e  par  addition 

d'une p d t t c  df acide acétique, puis ex t r a i t e  pcx 1' ~ 6 I ; a . t ~  dl éthyle jusqu'à ctc'co- 

lorat ion de l a  coucha organique. Le résidu aqueux est extrait par le ~ ~ t ~ o l .  

Lie.utrzit doi t  Q t r e  incolore. La  solution e s t  passée dans une colonne djéchcsngeurs 

de cations (faiblement acide) e s t  évcporée à s iac i tb  au dessiccateur sous vide 

EXW P205. 

Après l'hydrolyse ccide (acide chlorhyüriquo 6 1PI pendant 8 heuras à 

105O sous une ahosphère d t  azote) lthydrolysat e s t  dilud par 2 volunos d'eau 

e t  exbrait  par l t é t h e r  (BISEFITE o t  OS=) (183)~  Les phases séparées sont év* 

porêes a dessiccateur sous vide. Les acides min6s dinitrophénylés sont iden- 

t i f i é s  par chromatographie sur couche mince selon N ~ E R ~ J I E S Z R  e t  PATAKI (18q), 

L a  c h 2 a m a b ~ l ~ ~  : en s i l i c e    chl lei cher SchEQll 1500) o t  l e s  systèncs clc sol- 

vants su ivmts  ont é t é  u t i l i s d s  : 

La saturation de 12, cuve chronatographicpc est assurée en couvrant sa  

paroi opposée à l a  chronatoplquo p ~ w  une feu i l l e  de papier I4h~,.tnan No ?. 

L'hydrolyse acide à propos de l a  dé te rn in~~ t ion  du rapport nolaira en 

oses neutres e t  osmines a é t é  réa l i sé ,  selon l e  node opéra-toire décri t  lrsr chapi- 

tm 3 2 .1 .  t?~icmdG~rrnbi~%ion tics oses neutres e t  O smines  p m  chmnatogra- 

phie en couche mince d'un polydère synthétiquet1 (Techniques expérimentdes p. 40) 

Pour l e s  dosages colorin6 t r iques des hcxo ses, hexo samines e t  =ides 

uroniquos, nous nous r8férons aux travaux de l.iONTmiL e t  SPIK (185). Les g3.y- 

c o p e p t i a ~ s  obtenus après 1 'hydrolyse pronasique sont sounis à la chmnatographie 

sur Scphdex G 25, suivie d * a d y s e  des fractions d i q u o t e s  par l a  n6tiioCio à 



l'orcinol sulfurique de TILUQUTS e t  PHILIPPI (186) modifiée par RIMINGTON (187) 

pour l e s  oses, e t  à l a  méthode à l'acide trinitrobenzène sulfonique de OKUYAEA e t  

S A T !  (188) ou par l a  réaction à l a  ninhydrine (E:OORE e t  STEIN) (189) pour IBs 

peptides, Dans l e s  glycopeptides l a  teneur en hexoses a été déterminée par l a  

réaction à l*orcinol sulfurique (TILWS e t  FRILIPPI) (190) ; (RIESINGWIT) (1 91), 

e t  cel le  en hexosamines selon la méthode dlElson-llorgan modifiée par PAUiIER, 

SMPTH e t  1.DEYER (192). L'acide uronique a été recherché pas l a  méthode colorimd- 

trique de DISCHFI, (1 93). 

2 - Méthodes chrom-?t~,p~hiques sur cou_chem~gc~ 

a - Identifie-ason&es acides aminés 

Les acides aminés sont séparés par chromatographie bidimensionnelle sur 

couche mince (cellulose micx~msisWline~ Schleicher Schüll 14.40 S) . 
Le mélange : acétate d'éthyle-pyridin8-acide acétique-eau (5 : 5 : 1 : 3 )  

es t  u t i l i s é  dans la première dimension (ascendante) e t  l e  système de solvant : 

n-BuOIE.acids acétique-eau (12 : 3 : 5) dans l a  deweème dimension. 

La chromatographie e s t  pratiquée dans une cuve horizontale pendant 16 

heures dans l a  deuxième dimension (drainage continu) (BRENNER e t  NIEDERIIIESEX~) 

(194). Les taches correspondant aux s i d e s  aminés e t  hexosamines sont révélées 

par trempage des plaques dans l a  solution de diéthylamine-&COEt-IBûH (0,1 : 1 : 

9 8 , ~ )  suivi dlun séchage rapide par un courant dt  air chaud. Les plaques sont treme 

pées successivement dans tme solution de ninhydrine à 0,2 $Y e t  chauffées à 100°C 

pendant 1 minute. Ce mode opératoire nous permet dl iàentif ier  la serine e t  la 

glycine ayant un Rf voisin, m a i s  donnant une colora-tion différente. 

L i e  stimation semi-quantitative de 1 * intensité (relative) des taches cor- 

respondant aux acides aminés est effectuée 1) après élution des taches obtenues 

par l a  méthode à l a  ninhydrine e t  à l'acétate de cadmium de HEILHAN&BARROL~ 

e t  'IdATZKE (195)~ (MUNIER, THOPWXXY e t  SARRAZIN) (196) : 2) par appréciation 

visuelle de l ' intensité des taches révélées à l a  ninhydrine. On a compa.ré d t w e  

part 1' in-bensité des taches données part. l e s  acides aminés présents e t  d'autre 

part par des solutions t i t rées.  

Eléthode de IWNIER, THOTifE#IW:AY e t  SARRAZIN (197) : Les taches sont révélées 

par l e  réactif à l a  ninhydrine e t  à l 'acétate de cadmium. On a procédé à l té lu t ion 

des taches par un mélange da méthanol/acide acétique glacial (95 : 5) e t  au dosage 

spechnophotométrique de l l é lua t  à 500 mJU. 



b - Détermin~ipgA&~ rapports molaires-d~s O se s e t  O samin~s 

Les proportions molaires des hexoses e t  hexosamines présents dans l e s  

glycopeptides ont été détaminés pax évaluation photodensitométrique des taches 

correspondantes aux oses s é p d s  parr chromatographie sur couche mince en pou- 

carbonate. La technique e s t  décrite au CHAPITRE 3,2.1. (~:~crodé.tarmination des 

oses neutres e t  osamines pm chromatographie en couche mince d'un polymère syn- 

thétique). 

c - Estimation & u ~ o i d s  moléculaire selon ROBERTS (198). 
--.a.- 

Les chromatoplaques en Sephadex G 75 d~ dimensions 10 x 20 cm ont été 

utilisées. Les plaques fraZchement préparées en é ta t  humide sont équilibrées 

pendant 14 heures dans une cuve contenant l'acide acétique 0,l N. ûn dépose l e s  

solutions correspondant azur 5 0 P g  de substance environ, à par t i r  dos substances 

témoins (cytochrome e t  glycopeptides du fibrinogène) (PIESTER e t  coll.) (199), 
e t  des substances au poids moléculaire inconnu. On laisse développer l a  plaque 

en ut i l i sant  l'eau comme solvant dans une cuve assurant un drainage continu. On 

laisse monter l e  solvant jusqu'à ce que la substance masqueuse, l'acide aspasl- 

tique àinitrophénylé, a t te in t  l a  moitié de l a  plaque. Los peptides sont rêvélés 

au réactif du chlore e t  tolidino : (REINDEL et HOPPE) (200), (STAHL) (201). L a  

plaque e s t  abanàonnée dans une atmosphère de chlore (5-10 minutes si l e  C l 2  e s t  

obtem d'une bouteille q 15-20 minutes si l e  C l 2  s'est dégagé au cours de l a  

réaction do %O4 à 1,5 $ dans l'eau e t  de HC1 à 10 $), 

L'excès de chlore es t  chassé en laissrnt  s l&rer l a  plaque pendaslt 2 à 

3 minutes à l'air (hotte). On pulvérise l a  plaqua ensuite par un réactif à l'ortho- 

%olui<ak~et  au iodure de potassium dont l a  composition es t  l a  suivante : 160 mg 

0-tolidino sont dissous dans 30 m i  acide acétique glacial. On complète l e  volume 

à 500 m l  par l'eau d i s t i l l ée  e t  on y ajoute 1 g d8iodure de potassium. 
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TABLEAU 11 

TENEUR CENTESIMALE EN GLUCIDES 

Hexoses 

Hexosamines 

Acide Uronique 

PROPORTIONS MOLAIRES DES OSES 

galactose/glucose/mannose 

après l'hydrolyse ménagée 

aprés 1,'hydrolyse totale 

Glucosamine t galactosamine 

GLYCOPEPTIDES BRUTS PROVENANT DES FRACTIONS 

P O R C  C H E V A L  
1 

ACIDES AMINES PRESENTS 



R E S U L T A T S  

A - -@dm lyse pro t é i n , - s s  _des glycoprotéines 

Les GPS présents &ans l taor te  de Porc e t  de Cheval soumises à l'hydrolyse 

protéinasique suivie d'une chromatographie dg exclusion sur des CO lonnes de 

Sephadex G 25 fournissent l e s  effluents que nous avons analysés pas la  réaction 

à l lorcinol  e t  de l a  ninhydrine. La figure 15 (p.56 ) des courbes d'élution nous 

indiquent qu'on peut isoler  des fragments peptidiques enrichis en hexoses, Les 

résultats  d'analyse des glycopeptides bruts sont résumés dans l e  tableau 11 (p.57) 

Galactose, glucose, manno se, gluco samine e t  galacto s&e sont présents dims l e s  

fractions glucidiques, L? acide uronique e s t  absent. Parmi l e s  hexo samines, on 

peut observer une prédominance de glucosamine. La compa3naison des rapports molai- 

res du glactose : glucoso : mmoss après l'hydrolyse ménag6e e t  l'hydrolyse totac 

l e  démontre une différence dans l e s  deux d i f f é m t e s  ffPS de l 'aorte de Porc e t  de 

Cheval étudiéos. La composition en acides aminés semble atm ressemblante : acide 

aspmtique, alanine, acide glutaniquo, glycocolle, sérine e t  thréonine sont pré- 

sents dans chaque glycopeptide brut étudié. 

Nous avons appliqué l'hydrolyse successive pas la  pronase selon le  procédé 

de YNIIASHINA e t  MAKïHO (202). 

Nous avons tenté dtéliminer l e s  protéides dans l'hydrolysat brut pw. 

l'addition d'acide trichloracétique à 10 (v/v) préconisée pm YAMASHINA (203) 

e t  T.IONTRE)[JIL e t  coll. (204) (SPIX, 1;IONSIGNY ot  EI(~HWWIL) (205) (206). Lféleo- 

trophorèse e t  l ' identification des acides aminés nous confirment l'avantage de 

cet te méthodo surtout dans l e  cas de Eaq glycoprotéine (=go 16 p. 59). NOUS 

voudrions signaler cependant que nous avons obsemé une perte en glycopeptide 

pendant l e  traitement pas l '=ide trichloracétiquo. 



ïï est possible que cette perte soit duc3 aux nanipulations. Les quantités 

des glycopeptides dont nous disposons après la 3e digestion est à l'ordre 3e 

quelques milligrammes, Nous avons bnc poursuivi les hydrolysas successives comme 

ci-dessus, sans défécation à lranide trichlorzcétique. 

Eiectrophorèso sur papior IJhatnan no 3 en tmpon pysidino-acide acétiquo-oau 
(25 : 1 ; 225) à pH 6,3 à 50 V /cm. pendant 2 h. Révélation pcr la ninhydrine 

Xlectrophorégrûnmes dos hydrolysats pronasique à partir de : 

(a) Glycoprotéine hydrosoluble ( ~ a q  de ~hcvd) 

(b) glycoprotéine insoluble dans ltew ( R ~  çIc cheval) 

(c) glycoprotéine hyùrosoluble  a a. de porc) après défécation du 
glycopeptide pcx X 'mide trichlo rizcéticpe 

(d) glycoprotéine hydrosoluble ( ~ a q  de porc), gïycopeptide brut sans le 
traitement p=s ifacide trichloracétique. 

(e) glycoprotéine insoluble dans l'eau ( ~ a ~  de porc). 



1 - Electrophorè? 

Lt électrophorèse sous hmte tension révèle l 'hétérogénéité des glyco- 

peptiâes bruts provenant de la prenière hydrolyse enzymatique des GPS de If aorte 

de porc e t  de cheval ( ~ i g .  16 p. ) . Les glyaopeptides bruts  de GPS de ll,?r>rte 

de Porc se dissocient en 3 à 4 constituants. Dans l a s  glycopeptides bruts des 

GPS de l 'aorte de Cheval 5 à 10 constituants peuvent &tre m i s  en évidence. Les 

consti-I;uzJlts principaux des hydrolysats pronasiques possèdent un cwûotèro "neu- 

tre", Ils sont ninhydrine-positifs e t  migrent t r è s  légèrement en partie vers 

l'anode, e t  d'autre p& vers la  cathode. 

Les é l ec t rophorég r~cs  révélés à l a  ninhyùrine des glycopeptidos bruts 

des différentes fractions de GPS de l 'aorte da Porc sont démontrés sur la  figure 

17 (P* 61 ) *  

ûn a tenté égale- l a  séparation dans une solution borate de soude 

tamponnée â pH 9,2 pour obtenir des infornations sur l a  présence des osides 

dans l e s  conposants fiactionnés an électrophorèse. Après avoir révélé l e s  taches 

par l e  réactif  à l'acide trinitrobenzène sulfonique, l t é l e c t r o p h o r é g r ~  a été 

d i f f ic i le  à interpréter à c a s e  âe la mauvaise sépmation dos ~~~~~~~~~ts (for- 

mation dc t rabées) .  Nous avons donc procédé à Irélectrophorèse préparatitre dans 

l e  tampon d'acétate de pyridine e t  à l tandyse  des fractions éluées. La  chroma- 

tographie dos acides aminés e t  ltastimation dcs proportions des oses a 8tE  effec- 

tuée sur cos fractions, e t  Les résultats  sont représentés sur l e  tablornx 12 ( ~ 6 2 ) .  

Les résultats  nous montrat quo la  fraction 2 qui e s t  10 constituant majeur, 

ains i  que l e s  autres constituants révélés (3  ou 4 selon l e  type de lthydrolysat) 

sont tous des glycopeptidos, 

Les hydrolyses mccossives par l a  pronase cppliquées aux GPS, Eaq Us 

do l'aorte de porc ont été suivios d'électrophorèse sous haute tension à pH 6,3.  
Les résultats  que nous wons obtenus en électrophor~sa sont représentés sur l a  

figaro 18 (ph3 ) . Les glycopopt ides de GPS Ekq so dissociant en 4 e t  celui de U s  

en 3 constituants. Nous représentons les rendencnts mun l e  tableau 13 (p. 65 ) . 



Electrophorèse sur papier lihatman no 3 à 50  cm en tampon pyridine-acide 
acétique-eau (25 : 1 : 225) à pH 6 , 3  pendant 2 h des glycopeptides A, Eaq, 
3, Raq, C, Vs de l 'aorte de Porc. Révélation pas l e  réactif à l a  ninhydrine. 
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TABLEAU 12 

HYDROLYSE PRONASIQUE DES GPS DE L'AORTE DE PORC. 

FRACTIONS E-aq et Raq . 

Glycopeptides 
séparés par électrophorèse 

Hexoses 

galactose 
glucose 
mannose 

galactose 
glucose 
mannose 

galactose 
mannose 

galactose 
glucose 
mannose 

galactose 
glucose 
mannose 

galactose 
mannose 

galactose 
mannose 

Hexosamines 

glucoçamine 

glucosamine 

glucoçamine 2 
galactosamine 1 

glucos amine 
galactosamine 

glucosamine 

glucosamine 

glucosamine 
galactosamine 

Acides aminés 

Ala, Asp, Gly, Glu, Ler, 
Thr 0I-l Lys 

Ala, Asp, Glu, Gly, Ser, 
Pro, Thr. 

Ala, Asp, Glu, Gly, Ser, 
Pro, Thr. 

Ala, Asp, Glu, Gly, Ser, 
Thr, 

Glu, Gly, Ser, Thr. OKLysr 
Pro. 

Ala, Asp, Glu, Gly, Ser, 
Thr ,  OHLys, Pro. 

Ala, Asp, Glu, Gly, Ser, 



Electrophorèse sur papier I.btman no 3 à 50  cm pendant 2 h en f ampoa 
pyridine-acide acé-tique-eim (25 : 1 : 225) à pH 6*3 des g3ycoseptides pro- 
V-f des hydrolyse s pronasiques successi-<es des glycoprotéines : 

A) Glycoprotéine extrac-tible par l'eau àe ltacrte de porc (~aq) 

B) Glyooprotéine insoluble dais l'eau extractible à la  solution d'urée 8 M 
(US) de l'aorte de porc. Révélation pz;r l a  ninhydrine, Ler chqfres  de 
1 à 3 désignant le  nombre de l'hydrolyse pronasique effectuée. 



2 - Chromatogra~hk$-um colonne do casboyymdtlyT1-cellulo se 

La séparation a été pratiquée sur Clvb-cellulose (type 52 llpreswollen des 

glycopeptides bruts de l 'aorte de Cheval en opérant avec l e  gradient de concen- 

trat ion asacétate de pyriüine 0,005 %0,5 M. La courbe dlorcinol e t  ce l le  &e 

peptide par TNBS obtenues dans l a  solution effluente nontrent deux importcnts 

pics des oses, superposables avec l e s  pics des peptides (figure 19) (p.66). 

Les pics des glucides ne sont pas bien séparés. 

Les pics des glucides sont soumis à l'électrophorèse à 5,000 V e t  r6vélés 

pas l n  ninLhydrine. Le r é m l t  at es t  représenté sur l n  figure 20 (p,67 ) , 

La tache plus importante (légère migration vers l'anode) e s t  présente 

dans la  fraction No 1 à l ' é t a t  apparemment pur, de moins c'est l a  seule tache 

ninhydrine positive. Cette tache a été éluée, byürolyséa. La substance ninhydrine 

positive es t  un glycopeptide contenant de ltacide aspartique, & l'=ide glutami- 

que de lc  glycine, sérine, glucosamine, galactose e t  mannose (ces derniers daas 

la  proportion & 1 : 1,72. 

3 - Chromatographie sur - la colonne de D ~ e l l u l o s e  
P 

La courbe d'orcinol obtonue dms l e s  effluents & colonne es t  représon- 

-tee sur l a  figure 21 (p. 69). 

L a  colonne a é té  éluée par l e  tampon T r i s i H C l  b pH 8,O 0,005 ET pendat  

4 heures puis par lo  gradient. La première opération a donné deux importants 

lmges pics posi t ifs  à l torcinol,  corre~pond~wts anuc fiactions majeures obtenues 

pzx Clectrophorèse, L1électmghorèsc des effluents posi t i fs  à l lorcinol do colonne 

de cellulose échangeuse d'ion compasativement à llhydrolysat pronasique brut n'a 

pas démontré l a  supériorité do l a  séparation chromztographiquti par rapport à 

1' électmphorèse, 

4 - Estimation du po$~@_moléculaire 

Le poids moléculaire estimé sur l e s  plaques do Sephadex G 75 ut i l i sant  

los  glycopeptides de fibrinogène (FM : 2,500) e t  l e  cytochmne ( ~ o i d s  m l é m  

l a b o  : 72,000) conne rmbstmca de référence se situe aux environs de 3.000 conne 

vdour  myenne 



TABLEAU 13 

Rendement des glycopepti&s séparés par électrophorèse (mg/gGPS) 

C 1 112 1 v 6 

: ,63 (x) nhnt 

Fractions séparées en 
électrophorèse 

(x) Faible teneur en glucides. 

GPS de l'aorte de Porc 

EAQ Us 

I 



- Oses 
- - -- Peptide 

Diagramme de fractionnement des glycopeptides des GPS ( ~ a ~ )  de l r a o r t e  de 
Cheval préalablement pur i f iés  par chromatographie sur Sephadex G 25, sur 
colonne (1 ,5 x 20 cm) de carboxy-méthylcellulose de Whatman (type Cl1 52 
upremollenv) pour 10 mg de prépazation. Elution par l e  gradient linéaire 
de concentration dracétate de pyridine 0,005 - 0,5 M à pH 4.1 ; f iac t ions  
de 2,5 m l ,  débit  0,2 ml/mm. E h  traits pleins  : dosage des glucides par  l e  
réac t i f  à l 'orcinol,  en traits po in t i l l é s  : dosage des protides pas l 'acide 
trinitrobenzène sulfonique. Eh ordonnée, densité optique, en abscisse : 
numéro du tube de lrélua,t. 



+ 

Départ 

.- 

Souscfiactionnenont 6lectmphorétique sur papier I.lhr?tnan no 3 des &actions 
des glycopeptides dos GPS ( R ~ )  de l'aorte do Cheval obtenues pax chromto- 
graphie sur CM cellulose, à 50 V/un car pondant 2 heures, à pH 6,3. Rêvél* 
tion par la  n ~ d r i n e .  



C - Etude de la sépmation des gkycopeptides e t  des substances non - 
peptf dique s par duiitrozhén~lation. 

Nos essais ont porté sur l a  séparation des DNErglycopeptides-peptides 

par chromatographie bidimensionnelle sur papier e t  sur couche mince en silice 

e t  cellulose nicrooristdlinci. Les qystèmes de solvants EtOAGpyridine4cCrH-H20 

(5 : 5 : 1 : 3) (FISCHER ma) et da C I I C ~ ~  WsQH-ACOR (72 : 28 : 3) dans la 
première dimension, BuOH-AcCE-K20 (12 : 3 : 5) ou l e  mélangg de FIS--mEL 

en deuxième dimension nront pas donné la migratim satisfaisante sur plaque de 

silice. 

La chromatographie prépasative sur papkr suivie d'une élution par 

NaHCO3 à 0,l nous a démontré l a  présenoe de 5.1 $ des peptides. Lshétéro&néit6 

de DNP-glycopeptide s 'est révélée après lfhydrolyse acide e t  l textraction à l ré-  

ther (DISERTE e t  OSTEXX) (207). 

D - Composition des gQc~peJbides 

La  composition des glycopeptides bruts provenant des fractions W Eaq. 

e t  R a q  es t  résumée sur l e  tableau 11 (p. 57). L'électrophorèse sous haute tension 

de ces substances a démontré qu'elles sont cons t i l é e s  de plusieurs fragments 

glycopep-tidiques (voir tableau 12, (p. 62) figures 16 (p.59 ) e t  17 (p.61 ). 
Ies résultats  groupés sur l e  tableau 1 1 ne peuvent donner que l e s  valeurs dr orien- 

tation. Ifalgr6 ce fait, i l s  permettent d3 apprécier l a  nature glycoprotidique des 

fractions isolées, ainsi  qte if absence des mcopolysaccharides acides e t  des 

fragments du collagène. Cette observation résulte üe l'absence de l'acide umnique 

e t  de lrhydroxyproline dans l e s  glycopeptides. 

Les résultats  r e l a t i f s  aux 4 composants do l3a.q e t  aux 3 fractions de U s  

glycopeptides ( l 'aorte de porc); séparés pax électrophorèse préparative sont gmw 

pés sur l e s  tableaux 14 eS 15 (?.70,71)Les résultats  présentent l e s  valeurs obte- 

nues après l a  3e hydrolyse pronasique de GPS (Eq ) e t  l a  2e hydrolyse pronasique 

de GPS Us, 

Los fractions du Srpe B e t  C (16ger déplacement vers l'anode) sont i es  

plus riches en hexoses e t  hexosamines. Le composant D es t  absent dans l e s  gbco- 

peptides Us. Les chaînes glucidiques du glycopeptide Eaq de l 'aorte de Porc 

renferment l e  galactose, l e  glucose, l e  mannoso e t  l a  glucosamine. Ceux du 



D i a g m a m  de fkactionncnen~ des glycopeptiûes de GPS (RW) de llmrbe 3.e 
Ched préalablement pur i f iés  par chmmato ~,phio s u r  Séphaiiex (1 25, sur 
colonne do 1,2 x 30 cn, tic DEAE Cellulose type 52 wpresrrollon") 
pour 19 5 cg de prêp,?~.ation. Elution par l e  tmpon Tris-HC1 0,005 T l  
( p ~  8,0) pendant 4 h., puis l e  gradient l inéa i re  do concontrction 0,005 
0,5 l t l .  du &ne tampon. f i m t i o n s  de 2 ml. ,  débit  0,2 m l  /on? 
corrposés glycopeptidiquos p w  l e  r éac t i f  à l 'orcinol. 

'.- 



TABLEAU 14 

HYDROLYSE SUCCESSIVE DE GPS (Eaq) DE L 'AORTE DE. PORC. 

RESULTATS OBTENUS APRES LA TROISIEME HYDROLYSE PRONASIQUE. 

r 
Composition I Fractions séparées par électrophorèse 

A B C 

Hexoses % I 19,s 

Proportion molaire des I i 

oses : - 
galactose 1 1 1 1 

glucose 0,75 O s 3 5  O 111 

mannose 1 l t 1 6  1 2 

glucosamine 1170 0, @7 0,79 I 1 
0965 

Proportion des acides 1 ' 
aminés (relative ~sp,) 

acide aspartique 1 1 1 1 

alanine 2 2 9 5  2,5 2,5 

acide glutamique 0,6  o s 5  0, 2 ot4 

glycocolle 2 : 2 I ,5  2 t 5 

serine 1 1 1 0, 8 

thréorirnc 

hydroxylys ine 

Acide aminé 
N-terminal 
(par dinitrophénylation) 

D 

3 8 40 20t4 
i 



TABLEAU 15 

HYDROLYSE SUCCESSIVE DE GPS (US) DE L'AORTE DE PORC, 

RESULTATS OBTENUS APRES LA DEUXIBIE HYDROLYSE PRONASIQUEo 

* 
Composition 

Hexoses % 

Fractions séparées par électrophorése 

A ' 

28.7 

Proportion molaires des 1 f 1 

B' I C ' 

44 3 1 

oses : - 
galactose 

mannose 

glucosamine 

& 

1 

I,47 

2.3 

Proport ion des acides 
aminés (relative 2t Asp) 

acide aspartique 

1 

2 

1 

1.47 

2,18 

l 
1947 

1 1 1 

0, 8 

0, 2 

0,s 

1: 

0, 2 

alanine 1 0, 8 

Acide glutamique 0,5 

J 
acide aminé 
N-terminal (par 
dini trophénylation) Glu, ASF Ala 

glycocolle 

sérine ot7 

thréonine os3 

1 Ala 

1 

1 

0.3 

proline 0, 8 095 

1 



gîycopeptidc U s  contiennent cependant l e  galactose, l e  mannose e t  l a  glucostlmineb 

L*absence du glucose dans les glycopeptides &e l a  prépasation U s  de lsaorte de 

Porc appara2t comme une différence significative compmativement à la GPS Eaq. 

Lo glucose est  présent surtout dans l e s  composants mineurs du glycopep 

t ide Zaq de l 'aorte de Porc, h s  l e s  fi.actions obtenues par passage sur Sephat 

dex c%t premier hydro1ysa.t pronesique de GPS Eaq de porc, c'est l e  deuxième pe t i t  

pic (teneur en hexoses 3 $1 q u i  contient l e  gaiactose, l e  glucose e t  l e  mannose 

daas l a  proportion 1 : 1,3 r 1. 

La proportion des aciües aminés e s t  estimée p a  chromatographie sur 

couche mince par appréciation visuelle, Ltélution du chromophore e t  l e  dosage 

spectrophotométrique des taches éluées à 500 rn Fi selon ITUNIER, T H O ~ v W Y  e t  

SARRAZIN (208) nlont pas fourni l e s  valeurs reproductibles au point de vue de l a  

teowr en glycocolle e t  du rapport molaire acide asp~tique/hexosarnUzob cc 

qui concerne l a  composition en acides aminés, l e s  glycopeptides de CES Eaq se 

distine;ucmt ceux de GPS U s  pas  leur teneur relativement élevée en danine e t  

en glycocolle. Lthydrorryproline cst absente dans l es  glycopeptides. ûn p u t  

ident if i e r  1 @ alanine, 1 mide aspwt ique , 1 ' a o i b  glutamique, l e  glycoco 110, 

l a  séruia e t  l a  thréonine dans chaque fraction glycopeptidique séparée pm élec- 

tropho&sa de GPS Eaq e t  Us* La  proline a été détectée dans l e s  Eaq e t  UslgLy- 

copeptides également, Pour l 'aorte àe Porc, le conposmt A e t  l e  compowt 

C du glycopoptide Eaq, ùc mane que l e s  composants A r  e t  B' du glycopcptib U s  ron- 

fernonfi la proline. 

Les résultzts  da la dinitmphénylation do l a  fonction N-terminaIo dos 

fiactions A, A @ ,  B e t  B* , séparées par électrophorèse, sont denontrés sur l e s  Tai- 

ble- 14 et  45 (P. 70; 11). Lc, f ' rxt ion majeure B du glycopeptide Eaq (porc) e t  

le  fraction Et du glycopoptide U s  (porc) possèdent l tacide aspartique, e t  l e s  

fractions C e t  C* l'alanine en position &terminale, Pm contre, l e s  cori~osmts 

A e t  A t  ont fourni daux acides ,minés dinitrophénylés ûifférents : 

At:  DNP-Ala o t  DNP-Glu, 

La fonction C-terninale a été recherchée par l lm t ion  de le carboxypep 

tidase A bovine. Nous avons constaté que l1enzyne ntr?, pzs d4grcadé l e  glycopeptide, 

LSacide aspmtique e t  l e  glycocolle sont détectés sous forne d'acides libres, nais  

présents également dans les solutions t&oins6 



Ltbydr0i.y~ pronasiquo dos glycoprotéines isolées pair l e s  deux étapes 

différentes de l%xtrmtion conduit à l a  formation drun mélange des glycopeptidas. 

. Les ~ a l y s e s  ont été effectuées sur l e s  mélanges des giycopeptides bru-bs pour 

démontrer lbbsence du collagène et  des mucopolysmcharides acides. Iûs exp& . 

riences dtoriantation ont porté sur l e s  GPS extractibles à l'eau e t  los GPS 

du &sidu dfextrwtion de l 'aorte de Porc e t  de Chevd. Aume différence signi- 

ficative nYappa.?aît quant à la teneur centésimale dss hexoses e t  hexosemines des 

deux GPS de mama espèce. Les rapports molaires ~lrsctoso/glucose/mmnoso e t  l e s  

rapports glucosamine/ga.lacto samino se rlistinguent nettomont. La similitudo de 
, 

la composition en acides zrnulbs dans un mélange de glycopvptides des W S  6% ' 

diées de Porc ot do Cheval ne noxs laisse pas tircr do conclusi~ns sur leur ,-. 
s t r u c m ,  Par contre, ces résul ta ts  sur la  composition des glycopepti&s bruts 

nous mnhlont confirmer lo caractère g l y c o p m t i d i ~  dss deux extra i ts  précisés 

piua hw-b . 
Pas l a  suite,  il nous est resté à examiner si l e s  fractions Eaq, Raq 

e t  U s  ( l 'extrai t  purifié de ~ a q )  rep~ésentent des ent i tés  chisiquement àiff érentes. 

Dans ce bu% nous avons cherché à obtenir des informaVions sur l e s  glycopeptides 

de GPS Eaq e t  U s  de l'am-te do Porc. D'une part, l'aorte de Porc se prete mieux 

B la  prépasation de l'homogénat que cel le du Cheval. D k t x e  pmt  l e s  éloctropho- 

ré-amnes de GPS de l1wr t e  de Porc sont moins complexes. Les glycopeptides brutes 

de lt aorte de Cheval contiernent 5 à 11 composants, tandis que l e s  glycopeptides 

de l'aorte de Porc n'en contiennent que 3 à 4. 

Les éfectrophorég~ammas des figures 16, (p,gy ), 17 (p.61 ), 18 (P. 63) 

e t  l e s  profi ls  dt Qlution de la  cluonabgraphie s u r  DELIE e t  CKCellulose (fi'&res 

l g  e t  21)(~,6;6,6~)permettcnt l e s  constatations suivantes : Le mdlange du glyco- 

p e p t i b  Eaq se dissocie on électrophorèse, en 4 composants A, B, C, e t  D. Le 

composant D a;yant la migration l a  plus forte vors l'anode n'est présent que 

dails l e  glycopeptide Eaq. h s  composants A, A t  (légère migration vers l ' h o d ~ )  1 

B, Bf e t  C,  C' (d6placament vers la cath0d.e) posaèrlent -me rnigsationpritJ;j.c- 

quement identique. 



Lc sëpwation prztiquéa sur C~~Ccl lu lose  présm-tre deux pics ,L~polrtûtlts 

correspondmt m x  oses superposables avec les pics des peptides. Les PLCG dcs 

oses no sont pas bion sdpcrés, LsCleetrophorèso pSpr'sc.tivo à 5.000 V des e ~ u c ? n t s  

(figure 20) (p.67 ) révèlc I1idcntité do la f ~ x t i o n  P 1 avec 10 coqosé ~o 

chcva~c!~c~1ent dcs p i c s  ateluticn provoqué sur Çr.P-Cellulose rend l a  s ê p ~ ~ a t i o n  

déliccte nrr ce tjrpe diécki~ageurs deions, QI c j  tent8 Clonc d'effectuer la sépcxb 

t ion de 1 * hydroly sat pronasiquo cl0 s glycoprot6b-c s sur DEAE.cellulo sa, La courbe 

dfélu.tion clos osos sur l a  fi- 21 (p. 69) frac0 dom pics 10x903 cvoc 108 épm- 

iomnts, e t  cinq pics nineu~s ilont 2 ne sont pas symétriques. 

L,r nEthode do dinitmph6nylaticn selon SANGER (209) sur les néLwes 

dos glycoprotfdes isolés 8.~~89 la  36 hydmly'se pronssiquci du gïycoprotbi.no Zaq 

e t  1z 20 ùigastj.on de GPS U s  (porc) ont été effectués b t - ~ s  Le but dc sépizsor 

l a s  glycopeptides e t  l e s  substances peptidiques. Cotte m6thoao a été prz.%iqude 

par FlüBTICi3 e t  C ~ ~ ~ E , *  (210) pour dos glycopeptibs do PJovEllb~ba 4.ont 

l e s  L ! ~ ï y c o p o p ~ t i ~ ~ s  o ~ t  C-t6 ~ 6 2 ~ 6  s pcvl l a  distri3u.tion à con~recourmt  . 
Dms nos 0xp4~tienc0s on ri, pu déaontrer la présence de 5 à 7 $ de popti&s 

pm clmnctographie sur pcpier. Plusiours wateurs sont pasvenus à dëgmdor los 

glycope~.tidQs par ~ n t s  protéowiquss e t  B isoler  p w  chromatogrsphie un gly- 

copeptib no contenmt plcs quo l'acide aspartique. Nous citerons à cût G p d  

l o s  t m v m  de YIWASHINA 0% I.IAI(IEJO (211), SPIK 0% 0011. (212), (213), da IKX@RE;TTIL 

e t  coJ.1. (214), de WûlJSIGIiY IXETRElflL, (2153 (1&y$roly-se) pronasicPo) ébt 

de IWaCil e t  CUNI-0 (216) ( h y ~ l y s e  trypsiquo o t  chymotrypsique). 

Au cours de nos expériences portant sur l e s  glycopeptides isolds après 

les 2c ot 36 hydrolyse pronasiquo, nous nkvons pcs réussi à obtenir dss glyco- 

popfidos conposés uniquonont do l t w i a e  aspmtique o t  la fkaction glucidiquo. 

Les fractions naj,jwos contiennent de L1danine o t  clu glycocolle dans l e s  proporcc 

t ions co!apmables à colles clo lQacide hspartique. 

La conposition des glycopoptides s ê p a t s  nous sonblo confimer quo los  GPS 

E q  03; U s  sont l e s  ent i tés  g*coprotidiques différontos, Cos daux présmations 

fournissent l e s  nélanges Cle glycopoptidos pûs d a g r e t i o n  enzynatique dont l e s  con- 

possllts majeurs posséCanL les aigrations électro~hor6tiques analogues se diffèrent 

r,cttenant par  leur conpo::ition glycannique e t  pm leur proportion dtilcidos minés 

A,slative à l'acide aspartique. Ls@droqylysine e s t  présonte en faible quwti t6  

d a s  los glycopeptides & C;DS Eaq. 
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C O N C L U S  I O N S  

Les infornations obkznos aur l'hydrolyse pronasique des g&mgam3;éines, 

la sépwation e t  la  cooposition dos glycopeptitlos pexivent Bt,w résrnées de la 

f q o n  suivante : 

1) ltabsencs des aicides uroniques e t  de xylose d'une part, e t  de l t ~ d r o -  

syprolYie dtruitre p w t  dans l e s  glycopeptiiles bruts hétérogènes à 

1 %ét érogènes à 1 t 8lectrophorè se indique quo l e s  h;idro lysat s pronasi- 

ques ne sont pcs contminés par des fragnents des nucopolymcchwides 

mides, e t  ceux du collagène., 

2) Lt électrophorèse prGpasat ive nous pernet d1 isoler t r o i s  à quatre glyco- 

peptides d i f f é r a t s  p m i  l e s p l s  l e s  plus abondants ont ttr cmntère 

"neutrett, narqukt toutefois un léger Cléplircerikent vers 1s cathode qafon 

peut attribuer à l~éloctro-osmose. 

3) Les oses neutres présen-ts dans l e s  glycopeptides de GPS Ehq sont : 

l e  galactosel l e  mannose e t  l e  g3ucose, Ce dernier e s t  r e b u v é  enus- 

tout dans l e s  frcstions nineuros. Les glycopeptides de GPS Us  ron fep~  

nent l e  ne ose e t  10 narinose. 

4) L'osmina présente e s t  l a  glucosanino. La gclactosmine a Oté iàenti- 

f iée  dans un coraposr?ult nïneur de glycopeptide de GPS EElq présence 

de la glucostuab dsns la  m t i o n  la  plus basique. 

5) Los acides minés : alanine, mido sspwtique, acide glutmiquo, g l p  

cocollo, sérine e t  thréonine sont présents àans chaque glyoopoptide 

sépcLi?é. 

6) lslrtlgré l'h6férogénéité des glycopeptiClos on peut constatsr une coaso- 

sition analogue en acides minés. 

7) La chronatowphie des glycoprotiàes Clinitro~hénylés démontra la 

présence d i s  tracs des peptides. 

8) La valeur noyenne du poids noléculaire dos glycopeptides bruts se 

si- ri;ux environs CIG 3.000, 



9) L'étude conpasative ac la Prmtion najeuro séparée pas électrophorèse 

des glycopeptides c les  GPS Eaq e t  U s  clo l * m r t o  de Porc mntro que : 

- l e s  deux fractions possèaent l e  nêne acide miné ( l tmfde aspas- 

tique) an fonction N-terninale , 
- L'aciile en position Gte rn indc  nros t  pas attaqué pm la c a b  

xy-peptidaso A. 

- Les proportions molaires des oses o t  celles des acides minés 

relative à lamide aspartique ne son-t pas identiques, 

10) Ces résultats  nous panet tent  de concluro que l a  fraction Ecq et 

U s  des glycoprotéines de structure b l y m r t o  de Porc sépméos pm 

attraction sélective sont des ent i tés  chiniques différentes, 



LI-- - * * -  

: 3.4. ETüDB SUE: LE GROUPEEXIT POLYOSIDIQUE : 
b 

ili--.-i - -4- __t 

D w s  ce chcpitro, nous rapportons l e s  r8su l t a . t~  quo nous avons obtenus 

sur la structure du groupenont yolyosidique cf sur  la  nature de l a  licdson gly- 

cmc-protitlo dans l o s  glycopcptido s des glycoprot cines do structure de 1 * mr-te 

de Porc ot de Cheval. 

a) , )~copept ides  

Los glycopeptides de GPS Eq, U s  de l t m r t e  de Porc et  l a  f r x t i o n  E q  

de llwrt;e clo Cheval sont prépmés p w  hydrolyse pronasique corne décrita au 

CHIIPFI?RE 3.3.. Les frw-bions najoures B e t  Bf ont CZé sépûsées après lc  20 hydro- 

lyse sronasique de U s  ot l e  3% t ra i tenant  enzpatique Clo Eaq glycoprotfine p w  

éloctro~horêso prépwative (voir chapitre 3.3. 'fléthoclcs C-1 ) (p. 51 ) . Les glyco- 

peptides de llovalbunine ont 6t6 obtenues par l' ?&ion de Ia pronase sur 1 goval- 

bunine. 

b - - Réactifs - 
Périoda-te de sodiun, aniline, boro:l;yilrure de sodium, iodure b nêthyle, 

lyilroxydo do bxriun, mide mbtique, acide sulfurique, ninhyàrine, chlorure do 

thionyle d i s t i l l é ,  annonique liquide, soude en pas t i l les ,  iodure do potassiun, 

anidon, n i t r a t e  d1 asgent, oxyde b w i m .  



c - 8olvant s 

Acétate d'éthyle, n-htanol,  pyridine, diméthylsulfoyyde, méthyxthyl- 

cétone, chlorure de méthylène, méthanol. 

d - Echangeurs d'ions e t  A-- chromatographie - 
Résine échangeuse de cations : Amberlite IR 120 (meah 40, sous sa ?orme 

acide). 

Résine échangeuse d'anions : Amberlite IR 400 (sous sa forme dtacéta%). , 

Sephadex G 25 (~harrrnacia) . 
Chromatoplaques de cellulose niomirrisrlvallSnc,   chl lei cher Schüll 14.40) s f  de 

s i l i c e    chl lei cher Schüll 1500) , 

Electrophorè se : papier idhatman No 3 : appareil de Gilson. 

A - Oxydation périodique - 
5 mg de glycopeptide sont t r a i t é s  par 0,5 m l ,  de solution de periodate 

de soude à 1 $ pendant 24 h, à OOC (~~ALAPRADE) (2 17) , (EYLAR e t  JFANLoz) (2 18) 

et EOZ3IT (219). L'excès de périodate e s t  dé t ru i t  pas addition d'une goutte d'é- 

thylène glycol. L'élimination des ions 10 ' e s t  réal isée par chromatographie 3 
d9exclusion sur colonne de Sephadex G 25 (diamètre 8 mm; hauteur 140 mm ) en 

u t i l i s a n t  la solution de pyridine-acide acétique 0,1 Ef tamponnée à pH 5,l pour - 
élution. Lcs effluents de 0,2 m l  sont recuei l l is .  La présence des ions 10 dans 3 
les effluents e s t  démontrée par l e  réact i f  au iodure de potassium acide sulfb- 

rique-amidon. Les échantillons de 10 1. sont prélevés e t  la  coloration e s t  

vérif iée pas une réaction de goutte. Les fract ions exemptes d'iodure sont recueil- 

l i e s  e t  lyophylisées, 

D'une part  on réduit  l e s  groupements aldéhydes présents dans l e  mélange 

réactionnel par l e  borohydrure de sodium (ROIIIFUS e t  SI~IITH), d'autre part  on 

dose la teneur en hexoses e t  hoxosamines e t  on détermine l e s  proportions molaires 

des OSOS. 

Réduction pas le borohydrure de sodium : dans 0,3 m l  de la  solution 

rigoureusement neutre de 3 mg do résidu de l*osrydation périodique, 5 m g  de 

borohydrure de sodium sont ajoutés. La solution e s t  abandonnée 20 minutes à 5 O C ,  



puis 30 minutes à l a  température ambiante, L'excès de N a H 4  es t  d é t r ~ i t  pas addi- 

tion de CH3COOH O, 1 N puis l a  solution e s t  purifiée pas un passage swr une peti te  

colonne d'échangeur de cations. La solution effluente es t  évaporée b siccité,  

ûn élimine l'acide borigre en reprenant l e  résidu sec plusieurs fo is  consécutivee 

avec du méthanol e t  évaporé sous vide. Le polyol e s t  hydrolysé pas HC1 2 N  à 

100°C. L1hydrolysat es t  neutralisé par échangeurs d'anions fortement basique 

sous sa forme acétate e t  lyophylisé, 

La recherche du glycérol e t  do lQéry thr i to l  est  réalisé par chromato- 

graphie sur couche mince de cellulose m i c r o c ~ i s ~ l i n e  (~chle icher  Schüll 1 4 0 )  

dans l e s  systèmes de solvants : 

- acétate d'éthyle-pyridine-acide acétique-eau (5 : 5 : 1 : 3 ) ~  

n butanol-acide acétique-eau (1 2 : 3 : 5 

Les taches sont révélées par l e  réactif a;u nitrate d'argent d c a l i n  

de m Y A N ,  PROCTOR e t  HARRISON. 

B - 1Eth.ylation 

La méthylation des glycopeptides a été effectuée selon KüiiN, TRISCDlANN 

e t  LOFJ (220) e t  WALLEXFBLS, BECHTI+ER, KUHN e t  T R I S C D W  (221)- 

Dans l a  solution de 3 m g  de glycopeptiae dans 20 1 de A20 e t  0,5 m l  

de DIE0 d i s t i l l é ,  50 mg d'oxyde de barium e t  0'15 m l  d'iodure de méthyle sont 

ajoutés, Le mélange réactionnel es t  agité 1 heure à l a  température ambiante 

l 'abri  de l a  lumière e t  abanùonné ensuite 8 heures à l a  chambre froide, On verse 

la suspension dans 3 m l  d'eau, Les ions de BEL*+ sont éliminés en faisant b&o- 

t e r  C% dans la solution, BaCO3 e s t  centrifugé e t  l e  surnageant est  lyophylisé. 

On élimine l e  DIB0 en reprenant l e  résidu sec plusieurs fo i s  consécufives avec 

du toluène suivi d'évaporation sous vide, On dissout l e  résidu dans 1 m l  d'eau 

e t  l a  solution es t  purifiée par passage sur une petito colonne de Sephadex G 25 

(1 x 25 cm ) (MOCZAR et I ~ T T R )  (22 U) Les effluents üo 0,5 m l  sont r 6 3 ~ ~ e i l l i s  

e t  l a  présence des ions tle 1- es t  recherchée par l e  réactif au Na14 - 3 S O 4  - 
amidon, Les fractions exemptes d1iodure sont réunies, concentrées sous vide e t  

sèches pcz lyophylisation. 

Sur l e  résidu lyophylisé, l e  procédé de mé-tbylation es t  appliqué une deu- 

xième fois. 



Les glycopeptides a ~ u c  groupements polyo sidiques méthylés sont hydrolysés 

dans 0,2 m l  d'acide formique à 90 % pendant 1 heure au bain-marie bouillant 

dans une première étape : puis 1 m l  de HC1 0,l N sont additionnés e t  lthyàro- 

lyse e s t  continuée pendant 4 h, 

La chromatographie des oses méthylés es t  effectués sur couche mince 

de s i l i ce  dans l e  système cle solvants : CH2C12-CH30H ( 9  : 1). On révèle pm l e  

réactif  à. l toxalate d'aniline do PARTRIDGE (222). 

C - Chromatographie bidimensionnelle -..--a des ~ 1 . s a - J ~  part iels  des oligosides 

Nous avons appliqué la  méthode décrite an CHAPITRE 3,2,2, (p. 4). 

D - Djterminat ion du -. m o r t  molaire des oses 

Le rapport molaire des oses a été déterminé pas l a  méthode chromafogra- 

phique précisée au CHAPITRE 3-2.1. (P.38 ). 

E - Etude sur l a  liaiso~olyoside-protéine - 
1) - Recherche d'une -- l iaison de l'acide aspartique e t  de l a  glucosamm. 

a - Hydrolyse past iel le  de llovalbumine. Ltisolement de la substance 

témoin. 

30 mg de glycopeptide de ltovalbumine (JEVONS) (223) sont isolés e t  

hydrolyses selon BOGDANOV, KAVERZNEVA e t  ANDREJEVA (224) par 3 m l  d'acide sui* 

rique 2 I\J à 100°C pendant 20 ninutes, L'hydrolysat es t  dilué par 15 m l  d'eau 

dis t i l l6e  e t  l e  pH es t  rmené par l'eau de baryte (on u t i l i s e  l e  surnageant 

de l a  suspension de 4,O g de BttO dans 50 m l  d'eau) à pH 7,2. Le pi3 f inal  pour 

éliminer l J ~ x c è s  de Ba  OH)^, est ajusté à 4,5 par l '=ide acétique à 10 5. Après 

centrifkgation l'hydrolysat e s t  concentré au-dessous de 30°C e t  soumis à l'élec- 

trophorèse pr8parative à pH 6 ,3  dans la solution t q o n  pyridine-acide acétique- 

eau (25 : 12 : 25) e t  à pH 2,6 dans l'acide acétique 0,25 No Les taches want une 

mobilité analogue à l ' a s p ~ , g i n e  sont éluées e t  chromatographiées pendant 36 heu- 

res  sur couche mince en cellulose micrucristdlbf3   chl lei cher Schüll 1440) dans 

l e s  systèmes de solvants suivants : 



Apxès révélation à l a  nhh$rine précédée d'une pulvérisation de di& 

thylmino-méthylét~lcétondthanoL (0,l : 1 : 9 8 , ~ )  la  tache correspondant 

à uns coloration orangeanamon (YWSHINA e t  MAKIHO) (226) avant un RP lê&rement 

plus bas Co- celui de lta.sparagine dans les systèmes de solvm:s Pndiqués .ci- 

dessus est éluéè e t  hydrolysée. 

b - H.ydro1'rse pq&lle des e:Iycope~tides do GPS de l ' a o & e A  

Porc e t  ds cheval. 

L'hydrolyse part iel le  décrite par BEDANOV, KIIVERZNEVA e t  A N D W A  (227) 

à propos da ltovalbumine a, é t é  appliquée aux glycopeptides bruts de GPS R c q  de 

Iraorte de Cheval e t  aux glycopeptides purifiés (fraction B e t  B') des W S  : 

Eaq e t  U s  de l 'aorte de Porc, 

- Aorte de Cheval : 
Y 

30 m g  de glycopeptide de GPS Raq sont hydrolysés avec 1 m l  de H2S04 - .  
2N et traités comme précisé en cas de l'ovalbumine cirdssmrs. 

- Aorte de Porc : 

10 mg de glycopeptide bruts de GPS Raq e t  2-2 m g  de glyoopeptido 

(fraction B e t  B*) de GPS Eaq e t  U s  sont hyàrolysés pas 1 e t  0,8 ml. %SO 2 N 4 
respect ivement dans l e s  condit ions décrites pour 1' ovalbumine, 

N- p -Aapartyl-N-aoétylglucos~uniny18mine a été identifié par chmmato- 

graphie sur couche mince à l'ai& de l a  substance témoin isolée à par t i r  de 

l'hydroiysat par t ie l  du gïycopeptide de lTova3bun3ne. 

2) - Recherche d'une I i . .son O-~Lyco sidiq-o 

a - Dinitroph&i.AcJti~n & la foncf ion _Etenninale e t  e s t é O r i ï i o n  

e t  amidificatio_bs -- la fono.éion C-_tonninala. 

La dinitmphénylation selon SANGER (228) (voir chapitre 3.3. 1.Ethodes D) 

est appliquée sur 10 mg de glycopeptide bruts des GPS de l 'aorte de Porc e t  

do Cheval.. 

Pour l 'estérif icst ion nous avons procédé selon l a  méthode do SOKOLOVSKY, 

SADEN e t  PATCHORNIX (229) adaptée également pas l\i1oltPREUïL, MONSI(SPIP e t  BUCHET 

(230) au glyco side des N..casbobenzoxpGsérine e t  bthréonine , 



IO mg de DNP glycopeptide sont dissous h s  0,5 m l  d'alcool méthglique 

absolu e t  5,5 mg de chlorure de thionyle d i s t i l l é  sont aüditionnés à froid, 

Lo mélange es t  abandonné 3 heures à l a  température mbianto, La solution ert 

évzporée au dessiccateur sous vide, Le résidu ost  repris  plusieurs fo i s  p a  méth* 

no1 e t  évaporé. Le résidu sec e s t  t r a i t é  par ammoniaque liquide (3  ml ) puii on 

l'abandowro 20 minutes à la température ambiante, La solution aqueuse de l a  mbs- 

tance es t  purifiée pa~n un passage sur des peti tes colonnes d'échangeurs d'anions, 

puis ùe cations. L'effluent e s t  évaporé au siccité. 

b - I iyàrolyse~ar  l a  soude 0,2 N 

3,55 mg de glycopeptide es tér i f ié  e t  amidifié comme décrit ci-dessus 

sont fraL.tés pas 300 ,M 1 do la soude 0,2 N à 20°C pendant 60 heures, Le pH est 

ramené à 4 par l'addition d'acide acétique. L a  substznce e s t  lyophylisée. 

1) Dosages color imét ,mm 

Le dosage des hexoses a été effectué pas l a  méthode à l'orcinol àe 

TILULC1NNS et PHILIPPI (231) modifiée par RIMINWON (232) (voir aussi E10lTEüXïL 

e t  SPIK (233). Les hexosamvles ont été déterminées selon PALMER, SMYTH e t  ~~ 
(234). 

2) Chromatoma-s acides aminés 

Las acides minés ont été identifiés par chromatographie sur couche 

sur celluiose fi9cmcrirrtcJlfazo comme décrit su CHAPITRE 3.3. 0 .  %chniques dt+ 

n d y  sa (P. 53 1. 

RESCLlPATS ETP DISCUSSION 

Les GPS de 19aorte û;ymt une faible teneur on glucides (tableau 8) ( p 3 5 )  

et une faible solubilité dans lteaxr e t  l'acide dilu6 se prête mal aux expériences 

de l'étude de structura osidique. Nos travaux on-t porté sur l e s  glycopeptides 

des glycoprotéines de structure : Eaq e t  Raq de l ' a ~ r t o  de Porc e t  de C h e v d .  

e t  U s  do l t m r t e  de Porc, Les informztions sur la  structure du groupement 



polyo sidique ont é t é  obtenues par méthylation, oqydation périodique e t  hydrolyse 

ménzigée crssociéa à l a  chromatographie sur couche mince, 

Llétude de la  na- du point d'attache glyci~nne-protéine consiste à 

mettre en évidonce l 'existence du composé 1-IG (p-asp;irtyl)-1 ,2-didéop2-wino- 

g ~ c o s y l ~ & e  et à étudier lrm?;ion de l a  sou& 0,2 N sur l e s  glycopeptidcs, 

A - L'oxydation p é r ~ ~ ~ ~ ~ @ f o  

L'oxydation périodique nous a démontré la disparition to ta le .  du galactose 

e t  du glucose e t  l a  dégradation par t ie l le  du mannose dans l e s  glycopeptides de 

Eaq, Raq e t  U s  glycoprotéines. Les hexosamines n'ont pas é t é  dégradés en cas 

des glycopeptides Eaq, e t  une perte de 90 $ environ a é té  observée on cas de gly- 

copeptide de GPS Us. L a  réduction par l e  borohydrure de sodium a fourni l e  gly- 

cérol provenant des hexoses ayant la fonction OH l ib re  sur l e s  atomes Cabon 

en position 3 e t  4. 

B w Pth.ylation 

Nous avons adoptb lc méthode de KUHN, TRBCBIANN e t  L W  (235) en u t i l i -  

sant 1 8  iodure de méthyle dans l e  diméthylsulfoxytle cornno agent de néthylation. 

La réaction a été effec0tuéo en phase hétérogène, duo à l a  fa ib le  so lubi l i té  du 

gIycopepti.de dans l e  diméthylsuifoxyde. 

Lo réac t i f  de méthylction et l e s  glycopep.tidas méthylés sur l a  frac2ion 

glucidique ont été  sépa~:ês selon par chromatographie d~exclusion sur Sephdex 

G 25 (IIOCWIR e t  MESTER) (236). 

On a ident i f ié  l e  tétrméthylgalsactoso e t  lo t6traméthylglucoso pour 

des glycopeptides de GPS Ecq o t  R q  (porc e t   hov val) e t  le  tétraméthylgdmtoso 

pour des glycopeptides de CZPS US de Porc. 

C -. _ ~ d r o l y s e  pa r t i e l l e  

1) M;ude des 0 l i .~s2d=  

L'hydrolyse pa r t i e l l e  pris acide dilué da l a  -tien glucidique des 

gfycoprotéines a forné des sujets de nonbreux travaux (KUHN, GAUHE e t  BAER) (237); 
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Chromatographie bidimensionnelle sur couche mince des oligosides des glycopeptides de la fraction (R) 
de GPS de l'aorte de Porc, Mouton et de Cheval sur cellulose microcristalline (Schleicher et Schüll 1440). 
Système Solvant : n - butanol - acide acétique - eau (12 : 3 : 5) en première dimension, 
pyridine - acétate d'éthyle - acide acétique - eau (5 : 5 : 1 : 3) en deuxième dimension. Révélation par , 
trempage successive dans une solution, AgNO3 à lp. 100 dans l'alcool à 90 p. 100 et après séchage 
dans une solution méthanolique de potasse 0,s % . 



- 84 - 
(scHIFIB~ANN, LESKaWIIZ e t  KABAT) (238) e t  (EPLBR e t  JE4NLO!Z) (239). Cette méthode 

permet l'exploration du groupement osidique dans une certaine limite, àue à la  

décomposit ion des oligosides (CHOSSON e t  MONTREXTIL) , Nous avons appliqud llhy- 

drolyse pas résine échangeuse de cations de polys-ène sulfonée selon 11-IL 

e t  CHOSSQN (241 ) aux glycopeptides de GPS délipi dés (R. fig. 8) (p. 19 ) , lt aorte 

de Porc, de Cheval e t  de Idbuton e t  aux glycopepfides do Eaq, U s  de Porc. 

La c h r o m t o ~ ~ e  Bidinonsionnelle dos oligo sides bBs glycowptidos 

de la Fraction R de GPS de l 'aorte de Porc, de Chval  e t  de kuton, dénontre l a  

différancc des fizrguents oligosidiques suivcnt î*espèca (Figure 22) (p. 84 bis) L e  

nmobiose-1,6 a pu a t m  identif ié  dans l e s  gïycopeptides das t ro i s  espècos 6 . b  

diées. 

Mous ronarquons aussi üms llonpreinte do cos glycopeptides l'absence 

de tachos ~w~..dessus de l a  l ip  virtuelle rel iant  l e  gdactose au -obiose- 

1,6, Ce fait indique que la  SbTUcture osidique de ces glycopeptides doit différer  

de cel le  de l a  plupart des glycoprotéines dlorigino aninale déjà étudiées 

(MONTREUIL, CHOSSON e t  SPIK) (242). 

1) - Rapport molaire dos---s après llhydro- totale e t  l thydroï~se  nenaRQe 

Les valeurs du rapport rriolaire galactose/glucose/.ose après l*hydrolym 

nénagêe e t  lvhydrolyso to ta le  des glycopeptidos dos GFS Eaq e t  R a q  do l 'aorte 

de e t  de Cheval sont p u p ë o s  sur l e  tableau 11. ( ~ ~ 5 3  ). En conpûsrrnt la  

prédoninmao relative Ilu gdzctose e t  du glucosa &s 1Qycirolysa.t p - d i e l  par 

rapport à ltlqydrolysat Co ta i ,  on peut conclure que l a  galactose e t  l e  glucose 

forment, au moins en p e t i o ,  l e s  groupements tonnlriaa~.~ non réducteurs de l a  

fiaction polyosidique. Ce résultat  e s t  en bon accord avec la dégradation du g a ~  

lactose et glucose demontrée au cours de ltolrydation périodique. Eb nous f o ~  

dant , dlune part, sur la lib&a%ion târdive du mannose e t  la  présence de m821no- 

biose - 1,6 dans llhydrolysat part iel ,  nous pouvons conclure que l e  mannose 

&C trouve en position interne des unit& polysacchasidiques. Le mannose e s t  l i é  

partiellement par l e s  liaisons mi. co qui explique la  démadation par 

l1 osiydation périodique. 



E - ~Iï.&x.we du point  -A-----. d'attache . , r L g c a a i n o - m  

11-JIL 0% SPIK (243)  à la bsee des travaux publiés ont inontré qu'on 

sti~guer quatre types de liaisons : 

1) Liaisons %sboYt 

2)  liaisons ~gi;.cosidlques 

3) l iaisoas anide 

4) liaison glyco sjlaminique S. 

Les liaisons 60 -type ester formées entre la fonction réaucfrise tlo 

l ross  0.1; l a  fonction c a a r b ~ l i q u e  d'un acide aminé de l a  chaîne peptidique sont 

faciloslent hydr~lysèss pcce Ics solutions dcalines. Lour p~ésence a été démontrée 

dans certains mycosides, (c-, BUCHl3L e t  LEDEUR) (244) 

Dans l e s  liaisons B-glycosidique la glycanno e s t  unie avec la fonction 

a,lcooliquû dtuq hydroxy-amho-mids ds l a  chabo peptifique. Ca typo de liaison 

peut 8 tro hydrolysé pax des solu%ions aqueuses do mudo 0,1 N à la  tompérafuro 

aorbiante (TQTPXA, I!i*LTûLINI, e t  PIGIrIAN (245). Cotto modalité de conjugaison a 

été miso en évidence : dans les mcinos sous-rnexillairos : liaison k s é y l  

et Q-t4sréonyl-N-acé%y1~1~ saminidyl ; (GMTsCHALK (246) (TANAKA e t  PI(~PIAN) 

(247) 

- Bans l e s  substmcos de groupes sanguins : liaison O-sEryl et CbUhrêorgl- 

t>-alactosaminidyl ou galactosidyl ; (KABAT, BASSEIT, F'RYZFIANSKY, LLOYD, UPL.4.N et 

LAWo (248), ( W L N Z ~ ,  PEICAS, JOH2SOES e t  wEB@ (249). 

-  ans le collagène liaison ~bhydso~iysyï-bdactosidyl (BUTLER e t  

cU'JWXGIXFATJ) (250) ; C-1, FORD et SmREST (251). 

- Dans ltextensine (g~~rcoprotéine isolée des cellules de tomate) : liai- 

son Q-hydrox;yproiyla;raàb myl (LAI~IPORT) (252) : 
Le groupement carbo yyliqye d'un wide osanine-carbxylique con jus4  

avec l a  fonction amine de ltacido miné faisant paxtio de la chahe peptiàiquo 

mprSsente une liaison de %ype amido, comme ctest aémontré dans les mucopcptides 

(tmn 0% P ~ E R )  (253). 

Ltautre Uype de conju,@.son du glycarae-protéine es t  l a  liaison glyco- 

sylminique entre la fonction réductsice de l a  IL~é ty lg~uconâmin~  ot de l a  



fonction amide de 1' aspasagine. C e  type de liaison polyoside-protéino a fait l'oh- 

jet & nombrousos recherches : 11 a été casactérisé. 

- Dans l e s  glo'3ulinea d du sérum : 
( R O S ~  e t  SIlITfl) (254) ; (DUQUESNE, IlONSIaNY e t  MONTREUIL) (275), 
(DESCWS, MONSlGNP et MONTFEUIL) (256), (JIAllSON e t  CWP) (257), (NOLAN 

ot SMITH) (258), 

- dans 180valbumhe : 

(JOHANSEN, ~ . I w i S ~ ~ L  et NEUBERGER) ( 2 ~ 9 ) ~  (YAIIASHINA e t  FUINO) (260)~ 

(FIAKINO e t  YA~USEIXA) (261) (JEVONS) (262), (BOGDANOV, KAVERZMEVA 0% 

m-A) (263). 

- Dans llorosomcoZdo : 

(YQUSHINA, IWLITIO, BAN e t  ~03SllA) (264), 

- Dans l a  transferrulo 

(JAJIIESON) (265), (SPIK, MONSIGNY e t  l s i m I L )  (266). 

- Dans l e  fibrinogène 

(mm, MOCZAR, VASS e t  S Z ~ )  (267). 

1) Recherche d l u n u n ~ ~ i + o n  de l'acide aspxiqzre et de l a  glu- 

NOUS avons étendu aux glycopeptides bruts e t  purifiés (fraction majeure 

B e t  B*) de GPS Ebq, U s  de l 'aorte de Porc e t  R a q  do l t m r t e  de Chevd l e  procédé 

de lthydroiyse par t ie l le  décrit  pas BOGDANOV, KA-A e t  ANDREJEVA (268) 

à propos de llovalbumîne. Dans notre cas, l'byilmlyse pas l'acide sulfîmique 2 N 

appliquée pax l e s  auteurs pour aégrader l e  complexe acide aspartigu8-glyca33n09 

pour isoler 1 ) aspaztylamido-hacétyl-gluco samine a 6 t é  appliqu4e aux glycopep- 

t ides  de l 'wr t e .  

Avant d'aborder ce probléma, la  (1-N- f i  Waspartyl) - 1,2 - diaéo-2- 

ccEt~.zidoglucosylamine a ét6 isolé à par t i r  do lthydrolysat sulf'urique de glyco- 

peptide de l'ovaibumine dans l e  but d'obtenir la  substance témoin. 

A l'aide de l a  substmce témoin, nous avons pu identifier l a  tache corres- 

pondant à 1' aspastylanido-if-r^~6Z,y1gl uco samine dms l*hydrolysat pwtie l  des glyco- 

peptides bruts de GPS Eaq R q  de Porc e t  de Cheval, ainsi que dans l e s  glycopep. 

tidos purifiés (fraction majeuro B e t  BI) des GPS %q e t  U s  de l l aor te  de Porc, 



L%ydrolrolyse chlorhydrique de la  substance identifiée ahsi e t  isolée parc c h r o m  

togmphie préparative rnrr couche mince mivie dSélu%ion a fourni uniquement 

l'micte aspartique e t  l a  glucosamine. 

La vitesse de migration de l a  1-N ( p -aspwtyl) - 1,2-didéoxy-2-acétani- 

do-gluco syl,mine relative à 1' aspaxagine dans les qptèmes de solvants u t i l i s é s  

e s t  montré dans 1s tableau 16 (p. 88 ) . 
Cette méthode nous 2" pernis de montrer l e  présence d'une liaison du type 

1-N ( P -aspartyl)-4, 2-didéoxy-2-acét amido-gluco l e  dais l e s  glycopeptides 

bruts de la fraction Eq, U s  de Porc e t  R a q  de Cheval, ainsi que dans l e  glyco- 

peptide purifié par électrophorèse (composant mzjeur B e t  BI). 

2) Recherche d'une *A liaison - ---* & R ~ ; Y C O S ~ ~ ~ ~  . +- 

HARTLEX e t  JEVONS (269), puis W O N ,  ~ ~ B û ü S S ï E 3  ot  CLhüSIB  (270) 

ont émis l'hypothèse que la l iaison O-glycosidique placée en positionil d'un 

groupement carboxylique peut btre  coupée en milieu aïcalin à condition quc l e  

groupement carbonyle s o i t  conjugzié, GüïTSCHALK (271) souligne Qgalemont quo l o s  

fonctions mine e t  carboxyle àc la  sérine e t  de l a  thréonine doivent btro bloquées 

pour quo l a  p-élimination puisse ê t re  réalisée. Ces constatations s'appuient 

on pmt ie  sur l e s  travaux do LINS=, OtlTEN e t  I;WB (272) e t  de PHOTNCI (273) sur 

l e s  esters  des acides hydroxylés e t  acyles en position 9 , 
La  preuve de ces hypothèses a &té apportée pm NONTFiEUIL, 1.iOIJSIGîiY e t  

BU- (274) en étudiant l lsfPct  dcts solutions a l u é o s  do soudo sur l es  b s é r y l  

e t  O-thréonyl- 6 -N-iu?étyl-glucosarninides e t  sur leurs amides. 

Lo composant majeur (13) des glycopeptides séparrés par électrophorèse do 

Eaq. Us (porc) e t  Raq de CIlevaJ. t r a i t é  par  la sou& 0,5 N à 20° C pcildant 24 

e t  48 heures ( B ~ v ~ ~ N ~ U D A X ?  e t  ~011,) (275) en présence de borohjrdrure de sodiun 

0,3 ri (BINAKA, BERTOLINT e t  PIG~IUT) (276) a apporté l e s  résultats  suivmts : 

- l a  tenour on hexoses et hexosamùics z h s i  que l a  propoPtion d ~ s  

hexoses no sont pas affectées, - la composition en acides aminês estimée s u r  chromatographi~ en 

couche mince reste inchangée, 

ITous avons tenté ùonc de transformer l e  groupement c c ? x b o ~ l i ~  l ibra 

de l'acide C-terminal en amide, Nous avons procédé à l~e s t é r i f i c a t i on  du D m  



TABLEAU 16 

La vitesse de migration de I-N(# -aspartyl) -1,24idéoxy-2-acétamido- 
l 

glycosylamine relative 2 lqasparagine. 

Chromatographie sur couche mince de cellulose microcristalline. 



glycopoptide, puis  à l*amidification comme décri t  par I J I O ~ I L  e t  coll. (2n) 

pour l e s  anides da s N-carbobonmxy.-Lsérine e t  L t h r é o n k e  (SOKOLOVSXY, S.ADEN 

e t  PJLTCHORNIK (278). Lrestér i f  ication directo avec l e  diazométhane s a s  blocage 

préalable de l a  fonction &e n'a pas donne l e  r é su l t a t  voulu conforrnc5aent 

aux travaux do KUHN et  RüDINS (279). 

Lo traitement par la soude 0,2 N pendant 60 heures du DNP-giycopeptide 

amidifié n'a apporté axxcun changenont dans l a  composition en acides minés  esti- 

mée pc.r appréciation visuel le  sur chromatographie cn couche mince et par  élution 

Chr clwnophore e t  dosage spectrophotométrique solon EUNIER, TH0MJIM:AY st SARRAZIN, 

Nous n'avons pas pu constater une différence bris llipitensité des taches de l a  sé- 

rine et de l a  thréonine r e l a t ive  aux autres  acides aminés présents dzns le glyco- 

peptide sounis à l 'action âe l a  soude e t  dans les glycopeptides t6noi.n~. 

Dms l e s  glycopeptides êstudiés l 'existence d'une l ia ison glycc-inna-protide 

du type OLsêryl ou O.thr6onyl-glycoside n'est  donc pas ~ L s o  on évidence. 

C O N C L U S I O W S  - -&A--,* 

De lfensenble des resultrl ts  qus nous avons obtenus, il se dé- l e s  

conclusions suivantes : 

* 10 galactose se trouve en position externo par  rapport au resta do l a  

molécule, Les r e s u l t a t s  de l'oxydation périodique e t  de la  néthylation 

sont en faveur de cot te  conception, 

La l ibérat ion t e i v e  du mannose au cours do l'hydrolyse ménzgéo c t  l a  

s t a b i l i t é  re la t ive  d*une f a ib l e  par t ie  ctu nrcnnose à l t o w b t i o n  pério- 

dique indique que l e  n m o s e  occupe une position "interner1 d;3 la chabe. 

Ltisolement d'un nannobiose - 1,6 e t  la  d6graüation dtenviron l o s  3/4 
du ~ilruinoose pm lToqydation périodique sont en faveur d'une l ia i son  do 

typo-i ,6. 

- La gluco samine se trouve sous sa forme Ikxcétylée puisque l a  DNP-gluco- 

samine n'a pas é t é  détecté au cours de l a  dinitrophénylation, 



- La liaison glycame-protide es t  du type N- P -aspastyl-N-~éS.lglucoscti. 

miny 1 mine, 

- Les osides identifi8s sont l e  mannobios~-1,6 e t  l a  N-acétyllrzctosdne, 

Xi c s t  intéressant de rapprocher l e s  résuif &s que nous avons obtenus 

à propos des glycopaptidas des glycoprotéines de s.t;m\cture de l 'aorte de d m  

espèces : l e  Cheval e t  l e  Porc, Dans l e s  deux cas, malgré l e s  différences qui 

existent dans l e s  rapports nolcd~es du galactoso/glucoso/mannose e t  dos hexosair 

mines (TABLWU 11) (p. ) me ressemblance structurale semble exister entre 

la  copule glucidique e t  la  pazntio peptidique qui est  1i0e aux polyosides, D'une 

part l e s  glycoprotéines de structure extrcvstibles Û, l'eau ( ~ a ~ )  e t  lcs glycopro- 

téines de structure provcnat du résidu de l ' e x t r d t  cqueux ( ~ a ~  US) de ltr?orte 

de Porc e t  do Cheval ont l e s  chcpyies glycannicps unies à 1' acide sspmtiquo 

de l a  mlhe manière, Dl autre parkt ces chaînes glucidiques possèdent u n  trait 

cocmun dans leur stnioture : le  galactose e t ,  selon l e  cas, l e  glucose se trou- 

vent en position "externett p w  rapport à un flnoyault plus résistant conposé dc nan- 

nose e t  de ~acétylgluoosamine. 

Il nous waît ïnt6ressant de rapprocher ce résultat  également do c o n  

qui ont été obtenus par d'mtres auteurs avec difhFérentes glycoprotéines. Hous 

citerons à cet égasd l e s  travcax de NClNTRmTIL ot coll. (280), qui en bon accord 

avec los observations de plusieurs auteurs (JEI~WI;OZ) (281) ; EYM e t  JBNLOZ 

(282) ont proposé "un schba  g$néralH de structure connunc à de nombreux glyco- 

protéines dans lesquels la  N-~Ctyllacto saxninc sarai t  toujours présent et'. Lcs 

a i d e s  sidiques,  l e  fucose, l e  galactose e t  uno partie des N-acétyllactosûnines 

formerait une fraction ltexternev par rapport à une fraction plus 11intornc17 e t  

plus résistante de l a  molécule qui contiendrait le reste des osamines e t  l e  man- 

no se. 

lb tenant compte des résultats  obtenus au cours de l'étude des &copep- 

t i h s  dos glycoprotéines de structure de l 'aorte de Porc e t  de Cheval, nous pouvons 

preciser que l e s  différoncos dans l a  structure des glycopeptides des GSS de ltitori- 

t e  e t  celle de l'orosoonico~de, des immunoglobulines humaines e t  du fibrinogène 

bovin sont les suivantes : lrorosomcoTde h u n d  es t  plus riche en dzsctose 

qu'en nannosc, la  c h a e  pepticlique renferme l a  -sine. (-OZ) (283), 

(~mm* IjlICHON e t  de (302) (284), 



La fraction glucidiquc des ~ o g l o b u l l n e s  humaines, de Cheval et &e 

Lapin est plus riche en nannoso qu'en galactose, L c  proportion molaire da cos 

hexoses ressemble à celle trouvée chez los  glycopeptides des GPS de lf mh. 

Pas contre, la  partie peptidique des immuiog3obulines contient des acides minés 

mmt iqr tes  : l a  tyrosine e t  la phénylalanine ot 3 moles d'acide glutamique 

par rapport à l'acide asp&iquo en fornant l n  séquence : Glu-Glu-Gl~sp. 

( m s  ca PORTER (285). 

Les glycopeptides du fibrinogène (MESTER e0t coll.) (284) différent 

pm l e s  teneurs en Lysine (typo A) e t  en asginhe e t  leuoine (type B), 

De nombreux problènes restent cependant à résoudre en ce qui concerne 

la locdisa t ion des glycoprotéines dans l es  tissus, le développenent des nCWodes 

dt électronicm scopie peuvent üonner la réponse. 



ROBERT et al. ont montré que les extraits d'aorte préparés à 

partir du stroma insoluble de la média après l'extraction du collagPne par 

l'acide trichloacétique aqueux à chaud, a un caractère antigénique et . 
l'injection rgp6tée de ces extraits declenche un processus ath&omateux chez 

le Lapin. Ces extraits sont compoçés dTcrcides aminés, d'oses et dlosamines et 

ont été dénmés tlglycoprotéine de structuren par ROBERT et DISCHE. 

La méthode d'extraction sélective mise au point dans notre laboratoire 

pour les tissus conjonctifs comme la cornée consiste en l'extraction préala- 

ble des protéides solubleç (comme le collagène soluble, leç protéines de 

sérwn et les complexes des mucopolysaccharides) suivie de la solubiliçation 

et l'extraction du "collagène insolubleM par l'acide trichlorac&tique dilué 

à 90'0. 

Le but de notre étude a été d'essayer d'adapter cette méthode 

d'extraction à l'aorte dont le tissu est plus riche en élastine et plus 

complexe que celle de la cornée ; de séparer et caractériser des éléments 

structuraux extractibles par la solution d'urée 8 M h partir d14 résidu d1extrac- 

tion du collagène, ainsi que d'élucider la structure primaire de ces substan- 

ces en ce qui concerne la composition de la £raction glycannique et la nature 

du point d'attache glycanne-protide. 

Nous avonç effectué les extractions à partir de la media de l'aorte 

thoracique de différentes espèces animales comme le Porc, le Mouton, et le 

Cheval. 



Nous avons obtenu à partir du résidu d'extraction du collagèneune 

fraction extractible par la solution d'urée 8M, Cette fraction s'est ré~élée 

hétérogène en électrophorése sur bandes d'acétate de cellulose. Nous av- 

fractionné ces extraits de la façon suivante t 

- Extraction par le sys tèmesolvant chlorof orme-méthanol (2 t 1) a 
éliminé d'une part les substances réagissant avec les colorants des lipide sur 

CLootropbr6gr~mer d'autre part les corps réagissant avec la ninhydrine vais 

donnant une réaction dgative 21 l'hnid0ScI~i:~~tz (colorant des 

- Le traitement par l'eau à 40°C de cette substance délipidée nous 

a permis d'isoler deux fractions différentes en vue de leur solubilité dans l'eau, 

La fraction insoluble peut être solubilisée Cians la solution d%&e ûM, 

Ces deux fractions séparées par extraction aqueuse de l'extrait 

délipidé présentent un comportement analogue à llultrclcentrif"ugai,ion : iiûns 

la solution d'urée 4M les vitesses de sédimentation ont wi m&e ordre de 

grandeur. L'électrophorèse sur Collogel des d5w fzac-Lions d o m  m e  3wde 

révélée par le colorant Amidoschwartz. Les méthodes analytiqes démontrent 

llalsence des acides sialiques, et celle de lthydroxyproline, acide aminé 

caractéristique du collagène. 

L'absence de l'acide sialique peut etre due à lvhydrolyse du stroma par 

l'acide trichloracétique à 2,7 % 2i 90°C. L'acide sialique est hydrolysé dans 

ces conditions comme nous lsavonç démontre en étudiant les sialoglycopeptides 

du fibrinogène. 

L'hydrolyse pronasique de la fraction délipidée ainsi que celle de 

la fraction hydrosoluble et de son résidu mais 21 permis d'isoler les glyco- 

peptides, 

Les conclusions que nous pouvons tirer de nos travaux sur lshydrolyse 

pronasique des vlGlycoprotéines de structurefl de l'aorte de Porc sont les 

suivantes : 

- L'électrophorèse préparative sur papier de 18hydrolysat pronasique 
de la fraction hydrosoluble et celui du résidu de cette extraction solubilisé 

dans la solution d'urée 8M,nous a permis dtobtenir trois 2I quatre glycopeptides 



différents parmi lesquels les plus abondants ont un caractère "neutreft 

(léger deplacement vers 19anode). 

- Les oses neutres présents dans les glycopeptides de l'extrait 
hydrosoluble sont : le galactose, le mannose et le glucose, Ce dernier est r e  

trouvé surtout dans les fractions mineures. Les glympeptides de l'extrait 

solubilisé dans la solution d'urée 8M (résidu de l'extraction aqueuse) renfer- 

ment le galactose et le mannose. 

- L'osamine présente est la glucosamine, La galactosamine a été 

identifiée dans le composant le plus basique des glycopeptides provenant 

de la fraction hydrosoluble. 

- Les acides aminés : l'alanine, l'acide aspartique, l'acide gluta- 

mique, le glycocolle, la sérine et la thréorùne sont présents dans chaque 

glycopeptide séparé. 

- La liaison glycanne-protide est du type glycosylaminique. 
- Les fractions majeures des glycopeptides provenant des substances 

séparées par l'extraction aqueuse different dans leur composition en glucides et 

dans leur rapport molaire des acides aminés relatif A l'acide aspartique, Malgré 

les différences de composition en glucides, ces glycopeptides présentent une 

certaine ressemblance dans leur stmictwe glycannique : le ga1actose:se trouve 

en position externe par rapport au mannose et aux osamines, 

L'étude comparative des wglycoprotéines de structure de l'aorte de 

Porc et de Cheval montre que : 

- les fractions osidiques sont liées par des liaisons "N-aspartyl- 
glucosaminylaminen b la chaîne peptidique. 

- la différence des rapports molaires des oses, les chromatogrammes 
bidimensionnels des oligosides indiquent que les glycannes sont différentes. 

- une ressemblance structurale existe entre les glppeptides de 
ces deux espèces comme le montre l'analogie de la composition en acides aminés 

et la position terminale du galactose et du glucose par rapport au mannose 

et aux osamines, 



Ces études confirment que le stroma insoluble de la m e d i a  de 

Porc et de Cheval. renPernient les glycoprotéines. Ayant la composition 

complexe, la structure de la fraction osidique de ces glycoproeines repre- 

sente une iso-glycanne (dénomination proposée par MONTREUIL et al. pour les 

glycannes llrenfermant de nombreux types dcoses associés en mol6cules ramifiéeso). 

D'autre part, le trait commun dans la structure des chafnes glucidiques met en 

évidence une analogie de structure qui existe entre nombreux glycoprotéides 

animaux. 

La signification biologique et hiochimique de ces glycoprotéines 

tissulaires forme puur le moment le sujet de recherche. Toutefois, les 

expériences démontrent que les llglycoprotéines de structurel* ont un r81e dans 

les phénomènes immwiopathologiques. 
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