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INTRODUCTION 

Les g lycopro t ides  son t  des  composés n a t u r e l s  ou a r t i f i c i e l s  q u i  

r é s u l t e n t  de l a  conjugaison d 'une f r a c t i o n  g luc id ique  appe lée  glycanne avec 

une f r a c t i o n  p r o t i d i q u e .  Suivant  l a  n a t u r e  de c e t t e  de rn i è r e ,  on d i s t i n g u e  

3 c l a s s e s  de g lycopro t ides  : 

- les glyco-amino-acides, 

- les g lycopept ides ,  

- les g lycopro té ines ,  

q u i  r é s u l t e n t  de 1 ' a s s o c i a t i o n  d'un g l u c i d e  avec, r e spec t  ivement, un ac ide  

aminé, un pep t ide  ou une p ro t é ine .  

La s t r u c t u r e  molécula i re  d 'un g lycopro t ide  pose donc t r o i s  pro- 

blèmes : 

- c e l u i  de  l a  s t r u c t u r e  du glycanne, 

- c e l u i  de l a  s t r u c t u r e  du groupement p ro t id ique ,  

- c e l u i  des modal i tQs de l a  l i a i s o n  du glycanne avec l e  p ro t ide .  

C ' e s t  à ce d e r n i e r  problème que nous nous sommes a t t a c h é s .  

Nos recherches  s ' i n s c r i v e n t  dans l e  cad re  du t r a v a i l  d 'équipe 

q u i  e s t  r é a l i s é  au Labora to i re  s u r  l a  c o n s t i t u t i o n  des g lycopro té ines .  E l  les 

ont e s sen t i e l l emen t  p o r t é  s u r  l e  problème des modal i tés  de l a  l i a i s o n  glu- 

c ide -p ro t ide  dans c e s  composés. 



Notre but  é t a i t  de m e t t r e  au po in t  des procédés or ig inaux d'ex- 

p l o r a t  ion de l a  s t r u c t u r e  du po in t  d '  a t t a c h e  ose-acide aminé suscep t ib l e s  

d ' ê t r e  appl iqués par  l e s  a u t r e s  membres de l ' équ ipe  q u i  t r a v a i l l a i e n t  s u r  

l e s  g lycopro té ines  l e s  p lus  d ive r se s ,  comme l'orosomucoYde, l a  t r a n s f e r r i n e ,  

l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e t  l e s  g lobul ines  i m u n e s .  

Nous nous sommes personnellement a t t a c h é  à l ' é t u d e  de l 'ovo- - 
mucoïde pour deux r a i sons .  La premiere e s t  que c e t t e  g lycopro té ine  du 

blanc d'oeuf p ré sen te  des c a r a c t é r i s t i q u e s  physico-chimiques vo i s ines  des 

composés précédents ,  q u ' e l l e  s e  pr6pare faci lement  en q u a n t i t é s  é levées  

e t  q u ' e l l e  r ep ré sen te  donc un e x c e l l e n t  matér iau pour m e t t r e  au poin t  des 

techniques dont 1 ' app l i ca t ion  e s t  e n s u i t e  étendue à d ' a u t r e s  substances.  

La seconde e s t  q u ' i l  e x i s t a i t ,  au moment où ces  recherches nous furent  

con£iées  , une "énigme de 1 ' ovomucoïde" . 
En e f f e t ,  l e  s u j e t  a v a i t  é t é  abordé par  Madame ADAM-CHOSSON 

q u i  a v a i t  conclu à l ' e x i s t e n c e ,  dans l'ovomuco'ide, de deux types d ' a t t ache  

glycanne-prot ide.  D'après l ' a u t e u r ,  deux c h a b e s  glycanniques é t a i e n t  con- 

juguées par  une l i a i s o n  p-N-aspartyl-N-acétylglucosylaminique ( v o i r  p. 49 ) 

e t  deux a u t r e s  par  uns l i a i s o n  O-thréonyl-N-acétylglu~osaminidi~ue (ADAM- 

CHOSSON) ( 1 ). Toutefo is ,  en t e n t a n t  d 'appor te r  l a  preuve d i r e c t e  de 

l ' e x i s t e n c e  de c e  de rn i e r  typc  de  l i a i s o n ,  nous avons obtenu des r e s u l t a t s  

q u i  i n f i rma ien t  l e s  conclusions d'ADAM-CHOSSON. 

Aussi,  avons-nous r e p r i s  l e s  t ravaux de c e t  au teur  en nous 

e f f o r ç a n t  de m e t t r e  au poin t  des procédés q u i  permettent  de  déterminer sans  

ambiguTt6 l a  n a t u r e  du poin t  d ' a t t ache ,  en posant comme p r i n c i p e  que l a  

démonstration ne  pouvait  ê t r e  appcr tée  que par  l ' i so lement  e t  l ' i d e n t i f i c a -  

t i o n  des deux "par tena i res"  conjugués : l ' o s e  e t  l ' a c i d e  aminé. 

L'exposé des t ravaux que nous avons e f f ec tués  e t  des  r é s u l t a t s  

que nous avons obtenus comportera donc t r o i s  p a r t i e s  : 



1 - Nous décrirons,  d'abord, l e s  p r o p r i é t é s  des deux "chalnons de 

conjugaison" ose-amino-acide q u i  son t  l e  p lus  couramment p ré sen t s  dans l e s  

g lycopro té ides  d ' o r i g i n e  animale e t  dont l ' e x i s t e n c e  a v a i t  é t é  envisagée 

dans 1'ovomucoïdc p a r  ADAM-CIiOSSON : l a  P-N-aspartyl-N-acétyl-glucosaminyl- 

amine e t  l e s  O-séryl e t  O-thréonyl-N-acétylglucosaminides. C e t t e  première 

s é r i e  de recherches nous a permis, en ou t r e ,  dc démontrer l e  mécanisme de 

l a  "P-élimination". E l l e  a f a i t  l ' o b j e t  des  notes  e t  mémoires su ivan t s  : 

- J. MONTREUIL, M. MONSIGNY e t  M. Th. BUCHET, Action des a l c a l i s  

s u r  l e s  O-séryl e t  O-thréonyl-p-N-acétyl-D-glucosaminides. Mécanisme de l a  

"B-éliminat ion", C .R. Acad. Sc i .  ; 1967, -> 264 2068 

- M. MûNSIGNY, M. Th. BUCHET e t  J. MONTREUIL, P rop r i é t é s  des O- 

s é r y l  e t  O-thréonyl-N-acétylglucosaminides de synthèse  e t  de  l e u r  dér ivés  : 

comportements chromatographique et é l ec t rophoré t  ique  ; s t a b i l i t é  vis-&-vis 

des ac ides  e t  des a l c a l i s .  Chromatographie Symposium I V ,  Soc ié t é  Belge des 

Sciences Pharmaceutiques, éd.,  Bruxel les  (sous p re s se ) .  

- M. MONSIGNY, Réduct ion  q u a n t i t a t i v e  des déhydro-amino-ac ides  

formés au cours  de  l a  rup tu re  des l i a i s o n s  O-glycosidiques des p-hydroxy- 

amino-acides par "p-élimination", Bul l .  Soc. Chim. Bio l .  (sous p re s se ) .  

2 - Nous décr i rons  e n s u i t e  l e s  r é s u l t a t s  que nous avons obtenus 

en appl iquant ,  à l'ovomuco'ide, l e s  procédés que nous avons mis au poin t  e t  

q u i  in f i rment  l ' e x i s t e n c e  de l i a i s o n s  O-thréonyl-N-acétyl-glucosaminidiques 

dans c e  de rn i e r .  Ces r é s u l t a t s  on t  é t é  r appor t é s  dans l e s  no te s  e t  mémoires 

su ivants  : 

- M. MONSIGNY e t  J .  MONTREUIL, Nature du po in t  d ' a t t a c h e  glycanne- 

p ro t ide  dans l'ovomucoilde, C .  R. Acad. Sc i .  , 1966, - 262, 1780 

- M. MONSIGNY, ADAM-CHOSSON e t  J. MONTREUIL, Détermination de 

l a  n a t u r e  du poin t  d ' a t t ache  glycanne-protéine dans l e s  p répa ra t ions  d'ovo- 

mucoside d e  Poule, Bu l l .  Soc. Chim. B io l .  (sous p re s se )  



3 - Nous exposerons en f in ,  d'une manière condensée, l e s  r é s u l t a t s  

q u i  ont  é t é  obtenus, en t r a v a i l  d 'équipe, par  d i f f é r e n t s  membres du Labora- 

t o i r e ,  g râce  à l ' a p p l i c a t i o n ,  à d ive r s  g lycopro té ides ,  des pro tocoles  expé- 

rimentaux que nous avons m i s  au po in t  à propos de l'ovomucoïde. La c o n t r i -  

bu t ion  que nous avons apportée à ces  recherches nous a permis de p a r t i c i p e r  

aux no te s  e t  mémoires su ivan t s  : 

- G. SPIK, M. MONSIGNY e t  J .  MONTREUIL, Etude s u r  l e s  g lycopro té i -  

des .  Mise en évidence d'une l i a i s o n  de l ' a c i d e  a s p a r t i q u e  avec l e  groupement 

mucopolyosidique dans l a  t r a n s f e r r i r i e  humaine. C .  R .  Acad. S c i .  , 1965, 

260, 4282. - 
- G. SPIK, M. MONSIGNY e t  J. MONTREUIL, Etudes s u r  l e s  glyco- 

p ro t é ides .  Mise en évidence d 'une l i a i s o n  de l ' a c i d e  a spa r t i que  e t  de l a  

glucosamine dans l a  t r a n s f e r r i n e  humaine. C.  R. Acad. Sci . ,  1965, -9 261 1137. 

- N.  DUQUESNE, M. MONSIGNY e t  J. MONTREUIL, Etudes s u r  l e s  gly- 

copro té ides  . Nature du po in t  d ' a t t a c h e  glycanne-protéine dans l e s  g lobul ines  

yG du sérum de Boeuf. C.  R. Acad. Sc i . ,  1965, - 261, 1430. 

- N .  DUQUESNE, M. MONSIGNY e t  J. MONTREUIL, Etudes s u r  les glyco- 

p ro t é ides .  Nature du poin t  d ' a t t a c h e  glycanne-protéine dans l e s  g lobul ines  

yG du sérum humain. C .  R. Acad. Sci . ,  1966, - 262 D, 2536. 

- G. SPIK, M. MONSIGNY e t  J. MONTREUIL, Etude s u r  l e s  glycopro- 

t é i d e s .  Mise en évidence d'une l i a i s o n  de l ' a c i d e  a spa r t i que  et  de l a  glu- 

cosamine e t  d 'une l i a i s o n  O-thréonyl-glycosidique dans l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

humaine. C.  R.  Acad. Sci . ,  1966, - 263 D, 893. 

- J. DESCAMPS, M. MONSIGNY e t  J. MONTREUIL, Mise en évidence de 

l i a i s o n s  O-séryl e t  O-thréonyl-N-acétylgalactosaminidiques et f3-N-aspartyl- 

-N-acétylglucosaminylaminiques dans l e s  g lobul ines  yA du l a i t  de  Femme. 

C. R. Acad. Sc i . ,  (sous p r e s s e ) .  

- A .  CHERON, M. MûNSIGNY, N.  ANTONY e t  J. MONTREUIL, Nature de  

l a  l i a i s o n  glycanne-protéine dans l e s  g lobul ines  yG du colostrum de Vache. 

Bu l l .  Soc. Chim. Biol., à p a r a t t r e .  



Enfin, l 'ensemble des r é s u l t a t s  que nous avons obtenus a f a i t  

l ' o b j e t  de l a  revue géné ra l e  su ivan te  : 

- M. MONSIGNY, Etude s u r  l e s  g lycopro té ides .  L 'ana lyse  chroma- 

tographique automatique dans l ' é t u d e  du po in t  d ' a t t a c h e  glucides-acides 

aminés dans l e s  g lycopro t ides .  Symposium 1965, Compagnie Technicon, France. 

Nous £erons précéder  l ' exposé  de nos t ravaux personnels  p a r  un 

chapPtre  dans l eque l  nous exposerons brièvement l l & t a t  a c t u e l  de nos con- 

na issances  s u r  les modal i tés  de l a  l i a i s o n  g luc ide-pro t6 ine  dans l e s  glyco- 

p ro t é ines ,  l e s  moyens d ' exp lo ra t ion  de c e t t e  d e r n i è r e  e t  l e  problème du po in t  

po in t  d ' a t t a c h e  glycanne-prot i d e  dans 1 'ovomuco'ide te l  qu '  il s e  p r é s e n t a i t  

au moment où nous avons commencé nos t ravaux.  



1" - Les d i £  f g r e n t s  types de 1 i a i sons  g luc ide-pro t ide .  

2" - Les procédés d ' exp lo ra t i on  de l a  s t r u c t u r e  des po in t s  d ' a t t a c h e  

g luc  ide-prot  i de .  

3" - Le problème du po in t  d ' a t t a c h e  glycanne-prot ide dans l'ovomucoïde. 



1 1 LIAISON GLUC IDE-PROTIDE I i 

De nombreux travaux ont  é t é  ef fec tués  dans l e s  dernières  années 

pour t e n t e r  de déterminer l a  na tu re  de l a  l i a i s o n  glycanne-protide dans les 

glycoprotides.  I ls  ont montré q u ' i l  e x i s t a i t  une c e r t a i n e  u n i t é  de c e  motif 

s t r u c t u r a l  e t  que l ' o n  pouvait d is t inguer  quat re  types de l i a i s o n s  : 

1 - Liaisons "es ter"  

II - Liaisons O-glycos idiques 

III - Liaisons "amide" 

I V  - Liaisons glycosylaminiques . 
En génbral,  l e s  deux premiers types de l i a i s o n s  passent pour ê t r e  

t r è s  l a b i l e s  en mi l ieu  a l c a l i n  e t  en mi l ieu  acide, t and i s  que l e s  deux a u t r e s  

sont s t a b l e s  en mil ieu a l c a l i n  e t  relativement r é s i s t a n t s  à l 'hydrolyse acide.  

1 - LIAISON DE TYPE ESTER 

D e s  l i a i s o n s  e s t e r s ,  conjuguant: l a  fonction r4duct r icc  de  l!ose t e r -  

minal de l a  f r a c t i o n  glycannique e t  l a  fonction carboxylique d'un acide aminé 

de l a  chaîne  peptidique, ont é t é  ca rac té r i sées  dans c e r t a i n s  glycoprotéides.  

Par exemple, dans les mucines sous-maxillaires, GOTTSCHALK e t  ses collabora-  

t eu r s  (GOTTSCHALK et MURPIN (2) ; GOTTSCHALK, MURPHY e t  GRAHAM (3 )  ; GRAHAM, 

MIJRPHY et GOTTSCHALK ( 4 )  ; MURPHY e t  GOTTSCHALK (5)  ; GOTTSCHALK ( 6 ) )  ont 

montré qu'une p a r t i e  des un i t é s  diholosidiques é t a i e n t  l i é e s  à l a  protéine,  

d'une p a r t ,  par l e  groupement réducteur de l a  N-acétylgalactosamirie e t ,  

d ' au t re  p a r t ,  par  les fonctions carboxyliques $ de l ' a c i d e  aspar t ique  e t  y 



de l ' a c i d e  glutamique (F ig .  1 ; p. 9 ) .  

Dans l e s  deux glycopept ides  du mycoside C2 de Mycobacterium avium 

(Fig .  2 ; p%9 l e  carboxyle C-terminal de l a  D-alanine e s t é r i f i e  l thydroxy- 

l e  semi-acé 'que du 6-dksoxy-L-talose, dans l ' u n ,  du 3-0-méthyl-6-désoxy-L- 

t a l o s e ,  dans l ' a u t r e  (CHAPUT, MICHEL e t  LEDERER)(~) (+). 

Les l i a i s o n s  de  type  e s t e r  sont  t r è s  l a b i l e s  e t  son t  facilement 

rompues par  l e s  so lu t ions  a l c a l i n e s  d i luées ,  par  l 'hydroxylamine e t  par  l e  

borohydrure de  l i thium. Dans c e  d e r n i e r  cas ,  l a  rup tu re  s'accompagne de l a  

réduct ion  du groupement carboxylique de l ' a c i d e  aminé engagé dans l a  l i a i s o n  

e s t e r  en fonc t ion  a l coo l ique  pr imai re  ( v o i r  p. 19). 

II - LIAISONS O-GLYCOSIDIQUES 

Dans de nombreux g lycopro té ides ,  l a  fonc t ion  r é d u c t r i c e  de l ' o s e  

te rmina l  du glyeanne e s t  conjuguée avec l a  fonc t ion  a l coo l ique  d'un hydroxy- 

amino-acide de l a  chaene pept id ique  ( s e r i n e ,  thréonine,  hydroxylysine ou 

hydroxyproling. C e  type d e  l i a i s o n  a é t é  m i s  en évidence dans l e s  glyco- 

p r o t i d e s  su ivan t s  : 

1 - Mycoside C de Mycobacterium avium, dans l eque l  l e  3,4-di-O-méthyl-L- 2 
-rhamnose e s t  conjugué B l a  D-allo-thréor'nc - (Fig.  2 ; p. 9 )  (8) ; nycoside Cb 

de  ~ o b a c t e r i u m b u t y r i c u r n  --- dans l c q u c l  1~ 6-lcsoxy-L-faiooe co t  conjuguf à 

la. D-allo-thrboninc, (VILUS,  iBJAS, Di'&, I ~ ~ O J O L S T ~ ! I I L  e t  L E D ~ E R )  (9) . b 

2 - Mucines sous-maxi l la i res  

Dans les mucines sous-maxil la ires ,  des l i a i s o n s  O-thréonyl ou 

O-séryl-N-acétylgalactosaminides (F ig .  3 ; p. 10) ont  é t é  mises en évidence 

par  PIGMAN (10) ; HERMAN, HARBON, ROSSIGNOL e t  CLAUSER (11) ; HARBON, HERMAN- 

-BOUSSIER e t  CLAUSER (12) ; HARBON, H E W ,  ROSSIGNOL, JOLLES e t  CLAUSER (13) ; 

ANDERSON, SENO, SAMPSON, RILEY, HOFFMAN e t  MEYER (14) ; BHAVANANDAN, BUDDECKE, 

(+) JOLLES, MGUYEN TRUNG LUONG GROS e t  LEDERER (7  b i s )  ont  c a r a c t é r i s é ,  dans 
l a  c i r e  Cb d e  Mycobacterium tube rcu los i s ,  une l i a i s o n  e s t e r  e n t r e  l ' a l a -  
n i n e  ou l ' a c i d e  glutamique e t  l l a r a b i n o s e  ou l e  ga lac tose .  



J, 
GalNAc GalNAc 

Figure  1 

L ia i son  glycanne-prot ide de type  "ester" d é c r i t e  par  GOTTSCHALK 

et a l .  dans l a  mucine sous-maxi l la i re  du Mouton. 

H N- D- Phe- D- a l l o -  Thr-D-Ala- D - a l lo-Thr-  D -Ala-  CO &-Ose (+) 
2 

?' 
3 , 4 -  di-  O -méthyl- L- rhamnose 

F igure  2 

L e s  d i f f é r e n t s  types  de l i a i s o n  glycanne-prot ide dans l e  mycoside C de  2 
Mycobacterium avium (CHAPUT, MICHEL et LEDERER). 

(+) 6 -  désoxy- L-  t a l o s e -  ou. 3-O-méthyl- 6 -  désoxy- L- t a l o s e  



Figure 3 

Liaisons glycanne-protide de type O-glycosidique dans l e s  mucines 

sous-maxillaires du Mouton, du Boeuf e t  du Porc. 

Figure 4 

Liaison xylosidique de la  protéine e t  de l a  chaîne glycannique dans 

l 'acide chondroYtine sulfurique B .  



CARUBELLI e t  GOTTSCHALK (15) ; TANAKA e t  PIGMAN ( 16) ; CARUBELLI, BHAVANAN- 

DAN e t  GOTTSCHALK (17) ; BEST, BHAVANANDAN e t  GOTTSCHALK (18) ; GOTTSCHALK 

(19)  ; AD- (20, 21) ; BERTOLINI, TETTAMANTI e t  PIGMAN (22) ; BERTOLINI e t  

PIGMAN (23) ; CASTELLANI, ZONTA, BALDUINI e t  LATERZA (24) ; BHARGAVA e t  

GOTTSCHALK (25)  . 

3 - Glycosylamino-glycannes de l a  substance fondamentale 

Dans l e s  mucopolyosides a c i d e s  de l a  substance f.ondamentale, l e  

glycanne e s t  a t t a c h é  au p r o t i d e  par  une l i a i s o n  O-séryl-xylosidique : 

(F ig .  4 ; p. 10 ) .  

a - Héparine dans l a q u e l l e  l ' e x i s t e n c e  d'une l i a i s o n  O-glycosidi- 
I 

que de l a  s é r i n e  a é t é  démontrée pa r  MUIR (26) ; RODEN (27)  ; LIIW.,HL, - t -  

t 
e t  RODEN (28) .  Ultér ieurement ,  l ' o s e  f u t  i d e n t i f i é  au xylose pa r  

LINDAHL, CIFONELLI, LINDAHL e t  RODEN (29) ; LINDAHL (30) ; LINDAHL et 

RODON (31) ; KAPLAN (32) .  

b - Acides chondroi t  i nes  s u l f u r i q u e s  

a - Lia i son  O-glycosidique de l a  s é r i n e  : ANDERSON, HOFF- 
t 

MAN e t  MEYER (33, 34) ; CASTELLANI, ZONTA e t  DE LUCA ( 35) ; RODEN (36) ; 
f 

R O D ~ ,  GREGORY e t  LAURENT ( 3  7) ; GREGORY, LAURENT e t  RODEN ( 38 ) . 
f3 - Lia i son  O-glycosidique de  l a  s é r i n e  e t  de l a  th réonine  : 

SENO, MEYER, ANDERSON et HOFFMAN (39) ; MEYER, SENO, ANDERSON, LIPPMAN e t  

HOFFMAN (40) ; ANDERSON, SENO, BAMPSON, RILEY, HOFFMAN e t  MEYER (41)  ; 

y - Lia i son  O-séryl-xylosidique : LINDAHL e t  ROD& (42) ; 

RODEN e t  ARMAND (43) ; KATSURA e t  DAVIDSON (44) ; MARLER e t  DAVIDSON (45) . 
d - Lia i son  O-séryl e t  O-thréonyl-N-acétyl-galactosaminidi- 

que : BRAY, LIEBERMAN e t  MEYER (46) .  

4 - Lac to t r ans fe r r ine  humaine où un groupement glycannique e s t  conjugué à 

l a  fonct ion hydroxylée de la thréonine  (SPIK, MONSIGNY e t  MONTREUIL (47) ; 

SPIK e t  MDNTREUIL (48) ; GOT, GOUSSAULT e t  FONT (49))  ( v o i r  p. 180). 



5 - Substances de groupes sanguins.  La présence de l i a i s o n s  O-séryl e t  

O-thr6onyl-N-acétylgalactosaminidiques a é t é  démontrée dans l e s  substances 

de groupes sanguins par  KABAT, BASSETT, PRYZWANSKY, LLOYD, KAPLAN e t  LAYUG 

(50) ; SPRINGER, NAGAI e t  TEGTMEYER (51) ; LLOYD e t  KABAT (52)  ; KOCHMIKOV, 

DEREVITSKAYA e t  KARA-MTRZA (53, 54) ; WINZLER, HARRIS, PEKAS et JOHNSON (55). 

En o u t r e ,  une l i a i s o n  O-séryl (ou O-thréonyl)  ga l ac tos id ique  a é t é  mise en 

évidence pa r  KABAT, BASSETT, PRYZWANSKY, LLOYD, KAPLAN e t  LAYUG (56) ; LLOYD 

e t  KABAT (57) .  

6 - Tropocollagène dans l eque l  l e  ga l ac tose  e s t  conjugué à l a  fonc t ion  

hydroxylée de l a  6-hydroxy-lysine (BUTLER e t  CUNNINGHAM (58) ; e t  CUNNIFGHAM, 

FORD e t  SEGREST ( 5 9 ) ) .  

7 - Glycoprot6ines de l a  membrane basa l e  g lomérula i re  où une l i a i s o n  

a-glucosido-1,2-p-galactoside de l 'hydroxylys ine  a é t é  c a r a c t 6 r i s é e  p a r  

SPIRO ( 60) . 

8 - Globulines yA i s o l é e  du sérum de myélomateux (DAWSON et  CLAMP (61) ; 

KO, C L W ,  .DAWSON e t  CEBRA (62))  e t  du l a i t  de Femme (DESCAMPS, MûNSIGNY 

e t  MONTREUIL) (63) ( v o i r  de) : l i a i s o n s  O-séryl et O-thréonyl-N-acétyl- 

galactosaminides . 

9 - Globulines yG du Lapin dont une l'chaîne lourde" po r t e  un r é s i d u  de 

N-acétylgalactosamine l i é  à un r é s idu  de thréonine  (SMYTH e t  UTSUMI) (64) .  

10 - "Extensine", g lycopro té ide  v é g é t a l  e x t r a i t  de l a  Tomate dans l eque l  

e x i s t e n t  des  l i a i s o n s  O-hydroxy-prolyl de l ' a r a b i n o s e  (LAMPORT) (65) .  

Nota. Bien que les ac ides  te ichoïques ,  c o n s t i t u a n t s  des p a r o i s  bac tér iennes ,  - 
ne s o i e n t  pas,  à proprement p a r l e r ,  des g lycopro té ides ,  nous préc iserons  

q u ' i l  s ' a g i t  de chaînes polyphosphoribi tyl  ou polyphosphoglycéryl s u r  l e s -  

que l l e s  s e  g r e f f e n t  par  des l i a i s o n s  O-glycosidiques des o ses  ou des o s ides  

e t  p a r  des  l i a i s o n s  "es te rs"  des r e s t e s  d 'a lan ine .  



III - LIAISONS DE TYPE AMIDE 

D a n s  les m u r o p e p t i d e s  d e  l a  m u r ë i n e ,  c o n s t i t u a n t  d e  l a  p a r o i  d e  

n o m b r e u s e s  bactéries, l e  g l y c a n n e  est un i  B la  chaîne p e p t i d i q u e  p a r  une 

l i a i son  a m i d e  q u i  m e t  en j e u  l e  g r o u p e m e n t  c a r b o x y l i q u e  d e  l ' a c i d e  m u r a m i -  

q u e  e t  l a  f o n c t i o n  a m i n e  d e  l ' a lan ine  ( F i g .  5 ; p.  14) (+). 

u 
1 - A e r o b a c t e r  aerogenês (JUSIC) ( 6 8 ) .  

Q 
2 - A e r o b a c t e r  cloacae (SCHOCHER, JUSIC  e t  WATSON (69)  ; SCHOCHER, BAYLEY 

e t  WATSON ( 7 0 ) ) .  

3 - B a c i l l u s  m e g a t h e r i u m  (BRICAS, GHUYSEN e t  DEZELEE) (71) .  

4 - D i p l o c o c c u s  p n e u m o n i a e  (LIU e t  GOTSCHLICH) ( 7 2 ) .  

5 - E s c h e r i c h i a  c o l i  (PRIMOSIGH, PELZER, MAASS et  WEIDEL ( 7 3 )  ; PELZER (74 ) ) .  

6 - M i c r o c o c c u s  l y s o d e i k t i c u s  (GHUYSEN ( 7 5 )  ; BRUMFITT, WARDLAW e t  PARK ( 7 6 )  ; 

PERKINS et  ROGERS ( 7 7 )  ; GHUYSEN ( 7 8 )  ; SALTON e t  GHUYSEN (79) ; 
LEUTGEB e t  WEIDEL (80) ; CZERKAWSKI, PERKINS e t  ROGERS (81) ; 

MIRELMAN e t  SHARON (82)) .  

7 - S a l m o n e l l a  g a l b i n a r u m  (WEIDEL, FRANK et LEUTGEB) (83). 

8 - Staphylococcus aureus (souche C o p e n h a g u e )  (GHUYSEN, TIPPER,  BIRGE et 

STROMINGER (84) ; GHUYSEN e t  T I P P m  (85) ; PARK e t  STROMINGER (86) ; 

TIPPER,  STROMINGER et  ENSIGK ( 8 7 ) .  

9 - S t r e p t o c o c c u s  G r o u p e  14, t y p e  A (HEYMANN, MANNIELLO e t  BARKULIS) (88). 

10 - S t r e p t o m y c e s  a l b u s  G (PETIT, MUNOZ et GHUYSEN) (89). 

11 - S t r e p t o m y c e s  faecalis ( S o u c h e  ATCC 9 7 9 0 )  (GHUYSEN, BRICAS, LEYH-BOUILLE, 

LACHE et SHOCKMAN) (9) . 

(+) V o i r  les revues générales d e  WEIDEL et PELZER ( 6 6 )  e t  de SALTON ( 6 7 ) .  



P-1,6 8-1 4 8-126 
GlcNAc -> MurNAc y GlcNAc -> MurNAc 

I i 

NH 

I 
CH- CH3 

l 

O 

l 
CO- CH- 

I CH3 

NH 

I 
CH - 
l CH3 

CO 1 CO 

l 
Pept idyl 

l 
Pep t idyl 

Figure 5 

Mode de liaison du glycanne et de la fraction peptidique dans un 

muropeptide isol6 de la paroi dlEscherichia coli (in - WEIDEL et PELZER) 

(91) . 
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Figure 6 

Formule du 2 ac6tamido-1-$ (L-aspartamido) -1,Z-desoxy-D-glucopyrannose 

ou l-~-($-aspart~l)-1,2-didéoxy-2-acétamido-glucosy1mine (NEUBERGER 

et al. ; YAMASHINA et al.). - 



12 - Streptomyces pyogenes  ( ~ r o u p e  A) (HEYMANN, ZELEZNICK e t  MANNIELLO 

(92)  ; MUNOZ, GHUYSEN, LEYH-BOUILLE, PETIT, HEYMANN, BRICAS e t  

LEFRANCIER (93) ; MUNOZ, GHUYSEN e t  HEYMANN (94) .  

I V  - LIAISONS GLYCOSYLAMINIQUES 

A l a  s u i t e  des  t ravaux de  YAMASHINA e t  a l .  e t  de NEUBERGER e t  a l . ,  

on s a i t  que, dans de nombreux g lycopro té ides  d ' o r ig ine  animale, l e  groupe- 

ment glycannique e t  l a  f r a c t i o n  p ro t id ique  sont  un i s  par  une l i a i s o n  glyco- 

sylaminique formée par  l a  conjugaison du groupement réducteur  de  l a  N-acétyl- 

glucosamine e t  de l a  fonc t ion  amide de l ' a spa rag ine .  Le c h a b o n  q u i  u n i t  l e  

glycanne e t  l a  p ro t é ine  a é t é  i d e n t i f i é  par  l e s  au t eu r s  précédents  au 

2-acétamido-l-P (L-aspartamido) - 1,2-désoxy-D-glucose ou l-N-(p-aspartyl)- 

-1,2-didéoxy-2-acétamido-glucosylamine (Fig.  6 ; p. 14) .  

Ce type  de l i a i s o n  a 6 t é  c a r a c t é r i s é ,  sans ambiguïté,  dans les 

g lycopro té ides  su ivan t s  : 

1 - Ovalbumine (YAMASHINA e t  MAKINO (95) ; YAMASHINA e t  IZUMI (96) ; MARKS, 

MARSHALL e t  NEUBERGER (97) ; FLETCHER, MARSHALL e t  NEUBERGER (98) ; 

YAMASHINA, BAPU e t  MAKINO (99) ; MARSHALL e t  NEUBERGER (100) ; 

TSUKA?IQTa , YAMAMOTO e t  MIYASHITA (101) ; BOGDANOV, KAVERZNEVA et 

AtJDREJEVA (102) ; MONTGOMERY, LEE e t  'WU (103) ; MONTGOMERY, WU e t  

LEE (104) ; YAMASHINA, MAKINO, BAN-1 e t  KOJIMA (105)) .  

2 - OrosomucoYde du sérum humain (YAMASHINA, MAKINO, BAN-1 e t  KOJIMA (106) 

HUGUES e t  JEANLOZ (107) ; FOURNET (108)) e t  du s6rum de Cobaye 

(CUNNINGHAM e t  SIMKIN) ( 109) . 
3 - OvomucoYde (TANAKA (110) ; MONTREUIL, BISERTE e t  CHOSSON (111) ; MON- 

TREUIL, SPIK, CHOSSON, SEGARD e t  SCHEPPLER (112) ; MONTREUIL, CAS- 

TIGLIONI, ADAM-CHOSSON, CANER e t  QUEVAL ( 113) ; ADAM-CHOSSON et  

MûNTREUIL (114)) .  

4 - Trans fe r r ine  (SPIK, MONSIGNY et  MONTREUIL (115) ; SPIK e t  MONTREUIL 

(116) 1. 



5 - L a c t o t r a n s f e r r i n e  (SPIK, MONSIGNY e t  MONTREUIL (117) ; SPIK e t  MONTREUIL 

(118). 

6 - Globulines yG du sérum humain (ROTHFUS e t  SMITH (119) ; DUQUESNE, MONSI- 
. - 

GNY e t  MONTREUIL (120) ; du sérum bovin (DUQUESNE, MONSIGNY e t  MON-. 

TREUIL) (121) ; et  du colostrum de Vache (CHERON, MONSIGNY, ANTONY 

e t  MONTREUIL) (122) ( v o i r  p .  167).  

7 - Fibrinogène (MESTER, MOCZ IR, VASS e t  SZABADOS (123) ; HASCHE-MEYER, 

CYNKIN, HAN e t  TRINDLE (124) ) . 
En ou t r e ,  l ' e x i s t e n c e  de c e  type  de  l i a i s o n  e s t  posé en hypothèse 

dans l e s  g lycopro té ines  su ivantes  : haptoglobine (CHEFTEL, CLOAREC, MORETTI 

e t  JAYLE) (125), Taka-amylase A (ANAI, IKENAKA e t  MATSUSHIMA) (126) ; 

g lobu l ines  yA du sérum de myélomateux (DAWSON e t  CLAMP) (127) e t  du l a i t  de 

F m e  (DESCAMPS, MONSIGNY e t  MONTREUIL) (128) ( v o i r  p. 183) ; céruléoplasmine 

(JAMIESON) (129) ; thyroglobul ine  (CHEFTEL, BOUCHILLOUX et  LISSITZKY (130) ; 

SPIRO (131) ; MURTHY, RAGHUPATHY e t  CHAIKOFF (132))  ; albumine de l 'Orge 

(HOCHSTBASSER) ( 133) ; hémagglut i n i n e  du Har ico t  (LIS, SHARON e t  KATCHALSKI ) 

(134) . 



I PROCEDES D'EXPLORATION DE LA STRUCTURE i l 
I ! DU POINT D 'ATTACHE GLYCANNE-PROTIDE 

L'étude du po in t  d ' a t t a c h e  glycanne-protide dans un g lycopro t ide  

pase deux probl&mes : l ' u n  concerne la na tu re  de l a  l i a i s o n  e t  l ' a u t r e ,  l ' i den -  

t i f i c a t i o n  de  l ' o s e  et  de  l ' a c i d e  aminé impliqués dans c e t t e  l i a i s o n .  Ces 

deux problèmes peuvent ê t r e  abordés de q u a t r e  façons d i f f é r e n t e s .  S i ,  en 

e f f e t ,  nous schématisons un g lycopro t ide  de  l a  maniere su ivan te  (F ig .  7) : 

Figure 7 

I Glycanne 

on v o i t  que l a  dégradat ion de l a  molécule peut  ê t r e  envisagée se lon  q u a t r e  

types d i £  f é r e n t s  . 

P r o t i d e  

Dégradation du type 1. Les procéd6s enzymatiques e t  chimiques 

de degrada t ion  de c e  type  permettent  de d i s s o c i e r  la  f r a c t i o n  

g luc id ique  de l a  f r a c t i o n  pept id ique .  L 'appar i t ion  de fonc t ions  

nouvel les  peut a l o r s  f o u r n i r  des renseignements s u r  les modali- 

tes de  l a  l i a i s o n  glucide-protéine.  

1 



Dégradation du type 2. Dans c e  type de dégradation, e s sen t i e l -  

lement r é a l i s é  par  des agents  chimiques d'hydrolyse, corne l e s  

ac ides  d i lués  ou l e s  r é s ines  polystyrènes-sulfonées, on a t t a -  

que, à l a  f o i s ,  l e  groupement osidique e t  l a  f r a c t i o n  p ro t i -  

dique des glycoprotides dans l ' e s p o i r  de parvenir  au fragment 

u l t ime cons t i tué  par  l ' a s s o c i a t i o n  d'un ose e t  d'un acide aminé. 

Dégradation du type 3 .  Les procéd6s d'hydrolyse du type 3 

u t i l i s e n t  à l a  f o i s  l e s  agents  chimiques e t  l e s  enzymes. I ls  

doivent logiquement conduire à des produi ts  de dégradation 

form$s par  l ' a s soc ia t ion  d'un ose avec l e  p ro t ide  i n t a c t .  

Dégradation du type 4. La dégradation enzymatique de l a  f rac-  

t i o n  protéique représente  l a  méthode de choix pour déterminer 

l ' a c i d e  aminé impliqué dans l a  l i a i s o n  g lucide  protéine,  c a r  

l'enzyme s e r a  incaphle de sc inder  l a  l i a i s o n  non peptidique 

ose-acide aminé e t  l ' on  ob t i en t  de c e t t e  manière, l e  groupe- 

ment osidique i n t a c t  auquel demeure a t t aché  l'amino-acide q u i  

1 ' u n i t  a l a  chafne peptidique .&ns daax cas  p a r t  i c u l  iezs seule-  

ment, une hydrolyse a l c a l i n e  permet d 'obteni r  un glyco-amino- 

-acide. 

1' - PROCEDES DE DEGRADATION DU TYPE 1 --. 

Les prockdés de dégradation du type 1 permettent de d i s soc ie r  l e  

point  d ' a t t ache  glucide-prot ide  en f a i s a n t  appara t t r e  l e s  fonctions de 1 ' ose,  

d'une pa r t ,  e t  de llamino-acide, d ' au t re  p a r t ,  engagées dans l a  l i a i s o n .  On 

peut, de c e t t e  manière, i d e n t i f i e r  l ' o s e  et l'amino-acide conjugués e t  p r é c i s e r  

l a  na ture  de l a  l i a i s o n .  Appliqués aux glycoprotéines na t ives ,  les procédés 

de dégradation du type 1 sont  essentiel lemeut chimiques, puisque l e s  enzymes 

sont ,  en généra1,incapables d'hydrolyser l a  l i a i s o n  glucide-protéine. Au 

con t ra i r e ,  l 'hydrolyse enzymatique se ra  parfaitement appl icable  aux glyco- 

prot ides  cons t i tu6s  par  l ' a s s o c i a t i o n  d'un ose e t  d'un p ro t ide  ou d'un gly- 

canne e t  d 'un amino-ac ide. 



1 - RUPTURE ENZYMATIQUE DES LIAISONS GLUCIDE-PROTIDE 

Le procédé n ' e s t  appl icable  qu'aux produi ts  de l a  dégradation 

profonde d'une glycoprotéine d 5 j à  effec tuée  s o i t  par  voie  chimique, s o i t  par  

voie  enzymatique (procédés du type 2, 3 e t  (ou) 4) .  

Nous avons i l l u s t r é  par  des sch6mas quelques r é s u l t a t s  q u i  ont  

é t é  obtenus à propos de l a  muré'ine (Fig. 8 ; p. 201, des mucines sous-rnaxil- 

l a i r e s  (Fig. 9 ; p. 21) et  de l a  N-(P-aspartyll-N-acétylglucosaminylamine (+) 

(Fig. 10 ; p. 22). 

11 - RUPTURE CHIMIQUE DES LIAISONS GLUCIDE-PROTIDE 

L'hydrolyse chimique de la l i a i s o n  glucide-protide permet de 

me t t r e  en évidence l e s  l i a i s o n s  e s t e r s  e t  les l i a i s o n s  O-glycosidiques des 

$-hydroxy-amino-ac ides . 
Les l i a i s o n s  e s t e r s  sont spécifiquement coupées par  l e  borohy- 

drure  de l i thium. Les deux types de l i a i s o n s  sont  rompues par  l e s  so lu t ions  

a l c a l i n e s .  

A - Reduction des l i a i s o n s  e s t e r s  

par l e  borohydrure de l i thium. 

On s a i t ,  depuis les travaux de NYSTROM, CHAIKEN et BROWN (136) et  

de CHIBNALL et  REES (137) que l e  borohydrure de l i th ium rédu i t  les fonctions 

esters en respectant  l e s  fonctions amides et peptidiques.  Ce t t e  r éac t ion  a 

trouv6 une première appl  i c a t  ion dans 1ô détenninat  ion des groupements 

C-terminaux des proté ines  (CHIBNALL e t  REES) (138) . 
- 

(+) KAVERZNEVA (135) e s t  parvenue à rompre l a  l i a i s o n  de l 'aspartyl-glycanne 

de l'ovalbumine dans lequel  l e  groupement glucidique e s t  resté i n t a c t .  
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Figure 8 

Mise en évidence d'une liaison amide de l'acide N-acétylmuramique et de 

l'alanine dans les muropeptides par 1 'action combinée du lysozyme et de 

la muramylamidase (de Sh-eptomyces albus G, p .e.) (GHUYSEN) (139). 

MurNAc = acide N-acétylmuramique dont nous avons dégagé le reste "lactyl". 



Muc ine 

PRONASE 

Sialo-N-acétylgalactosaminido-pept ides 

NEURAMINIDASE 

~ - a c é t ~ l ~ a l a c k o s a m i n i d o - ~ e ~ t i d e s  f Acide N-acétylneuraminique 

PEPTIDASES 

O-sbryl (ou O- thréonyl) -N-acétylgalactosaminides + acides aminés 

fi-N-ACETYL GALACTOSAMINIDASE 

Sérine (ou thréonine) + N-ac6tylgalactosamine 

Figure 9 

Mise en évidence de l ia isons  O-sgryl e t  O-thréonyl-N-acbtyl+galactosa- 

minides dans l a  mucine sous-maxillaire ovine (BHAVANANDAN, BUDDECKE, CARU- 

BELLI e t  GOTTSCHALK (140) ; BEST, BHAVANANDAN e t  GOTTSCHALK (141) ; 

GOTTSCHALK ( 142) ) . 
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L'emploi du borohydrure de l i th ium dans l a  détermination du 

point  d ' a t t ache  glucide-protéine a é t é  i n t r o d u i t  par  GOTTSCHALK (148) et  par  

GOTTSCHALK e t  MüRPHY (149) pour démontrer l ' ex i s t ence  de l i a i s o n s  "esters 

glycosidiques" de l ' a c i d e  aspar t ique  e t  de l ' a c i d e  glutamique dans l e s  muci- 

nes sous-maxillaires ovine e t  bovine ( v o i r  Fig. 1 ; p. 9 ) .  Selon GOTTSCHALK 

le  borohydrura de l i th ium r é d u i t  spdCifiquement en fonction a lcool ique  l e  

groupement carboxylique de l ' a c i d e  aminé q u i  e s t  engagé dans l a  l i a i s o n  

ester e t  qu i  peut ê t r e ,  de c e t t e  maniere, aisément i d e n t i f i é .  Lorsque 

l ' a c i d e  aminé " e s t é r i f i e "  l a  fonction réduc t r i ce  de l ' o s e  impliqu6 dans l a  

l i a i s o n  glucide-protéine, l e  borohydrure respecte  l a  fonction semi-ac6tali- 

que. Les r éac t ions  de c l i v a g e  des l i a i s o n s  e s t e r s  par  l e  borohydrure se 

sch6matisent donc, selon GOTTSCHALK, de la  manière suivante : 

- c a s  d'un ester "vraill 

1 
H- C -O - CO- R H - C - OH + HOH2C - R 

1 t - c a s  d'un e s t e r  llglycosidique" 
I 

Dans l e s  deux cas ,  l ' ac ide  aspar t ique  e s t  rédui t  en homosérine e t ,  

1 'ac ide  glutamiqu9,en a c i d e  a-mino$-hydroxY-n-valérique (l?ig. 11 ; p. 24) . 
Le mécanisme de l a  r éac t ion  e s t  préc isé  dans l a  f i g u r e  12 (p. 25). 

L 'applicat ion de c e  mode opéra to i re  a permis à GOTTSCHALK e t  a l .  

de démontrer l ' ex i s t ence  de l i a i s o n s  esters des ac ides  aspar t ique  e t  g lu ta -  

mique e t  de l a  N-acétylgalactosamine dans l e s  mucines sous-maxillaires du 

Mouton e t  du Boeuf e t ,  à JOLLES e t  a l . ,  de c a r a c t é r i s e r  des l i a i s o n s  e s t e r s  

de l a  phénylalanine dans l a  casé ine  kappa bovine. 



ANAN 
J/ 

GalNAc 

ANAN 

\lr 
GalNAc 

Aspartique 1 ( Glutamique 

- - - - - HN - CH - CO - - - - - - HN - CH- CO----- 

AN AN AN AN 
4 

GalNAc 
+ 

GalNAc 

Honosérine îH2 
Figure 11 

Action du borohydrure de lithium sur les  mucines sous-maxillaires du 

Mouton et  du Boeuf. Mise en évidence de l iaison "esters glycosidiques" 

de la  N-acétylgalactosamine et  des acides aspartique et  glutamique. 

(GOTTSCHALK (150) ; GOTTSCHALK et  MURPHY (151)). 
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B - Rupture des l i a i s o n s  e s t e r s  

p a r  l e s  s o l u t  ions a l c a l i n e s .  

La rupture  des l i a i s o n s  e s t e r s  peut ê t r e  r é a l i s 6 e  1') par  hydro- 

l y s e  a l c a l i n e ,  2') pa r  hydroxylaminolysc. 

1" - Hydrolyse a l c a l i n e  

L'hydrolyse des  l i a i s o n s  g luc ide-pro t ide  de type  e s t e r  e s t  e f f ec -  

t uée ,  g râce  à l e u r  grande l a b i l i t é ,  dans des cond i t i ons  relat ivement  douces : 

- NaOH 0 , l  N o u 0 , 2  N, à 100°C, pendant 5 m n  

0 ,01  N,  à 8O8C, pendant 4 h 

0,05 N, à 100°C, pendant 0 ,5  h 

- B ~ ( o H ) ~  0 ,01  N ou 3 pH 11,5 à 80°C pendant 15 mn 

- L i  OH 0,18 N à 100°C pendant 40 mn 

- CO+#a2 0,04 N à l00OC pendant 20 m. 

La r éac t ion  e s t  du premier ordre .  Selon GOTTSCHALK, se s  constan-  

tes s e r a i e n t  l e s  su ivan te s ,  dans l e  c a s  des mucines sous-maxil la ires  : 

avec NaOH 0 , l  N B 10ooC k = 2,37 x 10- lmn 
- 1 

avec NaOH 0 , 2  N à 100°C k = 4,9 x 10-1 r.@-l 

L'hydrolyse a l c a l i n e  des l i a i s o n s  e s t e r s  des g lycopro t ides  s ' a c -  

compagne de  l a  d e s t r u c t i o n  de l ' o s e  terminal  réducteur .  C ' e s t  pourquoi, e l l e  

d o i t  Bt re  r é a l i s é e  en m i l i e u  reducteur  ( B H ~ P J ~ . ) .  On peut a i n s i  déterminer l a  

n a t u r e  de l ' o s e  engagé dans la  l i a i s o n  p u i s q u ' i l  e s t ,  au f u r  e t  à mesure de  

l 'hydrolyse,  transformé en un polyol  dont l ' i d e n t i f i c a t i o n  e s t  a i s ée .  

L ' app l i ca t ion  de  c e  procédé a permis de  m e t t r e  en évidence des  

l i a i s o n s  e s t e r s  de l ' a c i d e  a spa r t i que  e t  de l ' a c i d e  glutamique dans l e s  

muc ines  sous-maxil la ires  (GOTTSCHALK ( 154) ; GOTTSCHALK e t  MURPHY (155) ; 

GOTTSCHALK, MURPHY e t  GRAHAM ( 156) ; GRAHAM, MURPHY e t  GOTTSCHALK (157) 1, 
de l a  c y s t i n e  dans ltovomucoïde (MONTREUIL, BISERTE e t  OHOSSON) (1581, 



de polyr ib i to l -phosphates  (ou de polyglycérol-phosphates) e t  d 'ac ides  

aminés dans les ac ides  te ichoïques .  En ou t r e ,  s e lon  GIBBONS e t  ROBERTS (159),  

des  l i a i s o n s  e s t e r s  e x i s t e r a i e n t  dans l e  mucus c e r v i c a l  de la  Vache, mais les 

au teu r s  n ' on t  pas p r é c i s é  l a  na tu re  de c e s  d e r n i a r e s ,  

S p é c i f i c i t é  de l a  r éac t ion .  Nous verrons p lus  l o i n  (p.  29)  que l e s  solu- 

t i o n s  a l c a l i n e s  sont  capables ,  dans c e r t a i n e s  condi t ions ,  de rompre des 

l i a i s o n s  O-glycos idiques des p-hydroxy-amino-acides . Toutefo is ,  l a  v i t e s s e  

de l a  r é a c t i o n  de l y s e  de c e s  de rn i è re s  e s t  environ 200 f o i s  i n f é r i e u r e  i3 

c e l l e  des l i a i s o n s  e s t e r s  (GRAHAM, MURPHY et GOTTSCHALK) (160) : 

avec Na OH 0 , l  N a 100°C k = 1,89 x 10-~ mn 
- 1 

La déterminat ion des cons t an te s  des r éac t ions  de l y s e  a l c a l i n e  

des g lycopro t ides  est donc néces sa i r e .  E l l e  apporte ,  en e f f e t ,  des  rense i -  

gnements préc ieux  s u r  la  n a t u r e  des l i a i s o n s  a l c a l i - l a b i l e s  p ré sen te s  dans 

les composés e t  met B l ' a b r i  de t o u t e  cause  d ' e r r e u r  d ' i n t e r p r é t a t i o n .  

2" - Hydroxylaminolyse (+) 

Le p r inc ipe  de l a  méthode e s t  fondé s u r  l a  p r o p r i é t é  que possè- 

dent  l e s  d é r i v é s  des a c i d e s  organiques ( e s t e r s  e t  anhydrides)  de r é a g i r  

avec l 'hydroxylanine en donnant des ac ides  hydroxamiques que l ' on  dose sous 

l a  forme de complexes f e r r i q u e s .  Le mécanisme des r é a c t i o n s  e s t  p r é c i s 6  dans 

les schémas s u i v a n t s  : 

R-CO-O-R' + NH20H -> R-CO-NHOH + R'OH 

R-CO- O-CO-R'  + NH20H-> R-CO-NHOH + R ' d C O O H  

p u i s  

+H- 
R-CO-NHOH + F e  ->Hydroxamateferr ique([  = 5 0 0 i 3 5 4 0 m p  

max 
Ac ide  hydroxamique su ivant  l a  méthode u t i l i s é e ) .  

(+) On t rouvera  une e x c e l l e n t e  revue g h é r a l e  de l a  ques t ion  dans l a  t h é s e  

de S. HARBON (161).  



Le pro tocole  expérimental peut s e  résumer de la  manikre s u i v a n t e  : 

1 - Les g lycopro t ides  sont  t r a i t é s  par  une s o l u t i o n  d'hydroxyl- 

amine à des  températures v a r i a n t  de 20 à 100°C pendant des  temps a l l a n t  de  

5 m n à 3 5 h :  

- Hydroxylamine 1 , 6  M ; pH 12,8 ; B 20 - 50 ou 80-C ; pendant 

quelques minutes à p l u s i e u r s  heures  (HARBON (162) ; HARBON, HERMAN- 

BOUSSIER e t  CLAUSER (163) ; HERMAN-BOUSSIER, W B O N  e t  CLAUSER 

(164)) .  

- Hydroxylamine 4 M ; pH 12,2 ; à 37OC (GOTTSCHALK e t  MURPHY (165) ; 

GRAHAM e t  GOTTSCHALK (166) ; GOTTSCHALK, MURPHY e t  GR&IAM (167)) .  

- Hydroxylamine 1 M ; pH 12 ; à 3 7 ' ~  ; pendant 7  h (ADAMS) (168). 

- Hydroxylamine 2 M ; pH 11 - 11,2 ; pendant 5,s à 35 h 

(KAVERZNEVA e t  LAPUK) ( 1 70) . 
La r é a c t i o n  e s t  a r r ê t é e  par  l ' a d d i t i o n  d ' ac ide  chlorhydrique.  

2  - Les hydroxamates formés son t  dosés sous la forme de complexes 

f e r r i q u e s  p a r  l e s  procédés de HESTRIN (171) ou de SCHWEET (172).  Ils peuvent 

ê t r e  i d e n t i f i é s ,  ap rè s  p u r i f i c a t i o n  s u r  échangeurs d ' ions ,  p a r  chromatogra- 

ph ie  s u r  pap ie r  (HARBON) (173).  

S p é c i f i c i t é  de l a  r éac t ion .  L ' ac t ion  de l 'hydroxylamine ne semble pas s e  

p o r t e r  sp6cifiquement s u r  l e s  l i a i s o n s  e s t e r s ,  BERGMAN ( 174),  GA~LLOP c t  al, (175) 

ont  ddnontr6 quc c c r t a i n o s  l i a i s o n s  a n i d c i  'ct ixq~ticl iques 6taZont.coup6es eit que 

La r b c t i o n  s'ncconipagnait de  l a  formation d'hydroxamates. 

En ou t r e ,  l 'hydroxylamine coupe c e r t a i n e s  l i a i s o n s  O-glycosidi- 

q u e s , c b m e c e l l e s  de  l a  s é r i n e  e t  de  l a  thréoninc,  par  un mécanisme de 

"fi-éliminat ion" ident ique  B c e l u i  que nous invoquerons p lus  l o i n  pour ex- 

p l ique r  l ' a c t i o n  des  s o l u t i o n s  a l c a l i n e s  s u r  ce s  l i a i s o n s  ( v o i r  p.29 ). 

Selon HARBON, HERMAN-BOUSSIER e t  CLAUSER (1761, l a  coupure de  ces  l i a i s o n s  

s e r a i t  r é a l i s é e  p l u s  par  l a  soude p ré sen te  dans l e  mi l i eu  r é a c t i o n n e l  que 



par 1 'hydroxylamine . Cependant, pour G@Hk..,M, MURPHY e t  GOTTSCHALK (1771, c e  

phénomène s ' exp l iquera i t  par une "act ivat ion" de l'hydroxylamine par l a  

soude q u i  dép lace ra i t  vers  l a  d r o i t e  l ' e q u i l i b r e  de d i s soc ia t ion  : 

k = 2,3.  IO-^ mn-1 avec llhydroxylamine à pH 12,2. 

k = 0,6.  IO-^ mn'l avec l a  soude à pH 12,2. 

Toutefois,  quel  que s o i t  l e  mécanisme de l ' a c t i o n  de l'hydroxylamine en 

milieu a l c a l i n ,  l a r é a c t l o n  dhydroxylaminoiyse des l i a i s o n s  e s t e r s  e s t  plu- 

s i eu r s  centa ines  de f o i s  plus rapide que c e l l e  des l i a i s o n s  O-glycosidiques 

e t  l ' on  é v i t e r a ,  l à  encore, t o u t e  e r r e u r  d ' i n t e r p r é t a t i o n  en ef fec tuant  

l 'hydroxylaminolyse à pH e t  à force  ionique constants  de maniare détenni- 

ner  les constantes  de v i tes=:  des r éac t ions  (HARBON, HERMAN-BOUSSIER e t  

CLAUSER) ( 178 ) . 

C - Rupture des l i a i s o n s  O-glycosidiques 

Dar les so lu t  ions a l c a l i n e s  

Depuis les travaux de MEYER et de RODEN s u r  l e s  ac ides  chondro'i- 

t ine-sulfuriques,  d'une pa r t  ( v o i r  p. 111, de GOTTSCHALK e t  c o l l .  et de 

PIGMAN e t  c o l l .  s u r  l e s  mucines sous-maxillaires ovine e t  bovine, d ' au t re  

p a r t .  ( v o i r  p. 8 ) ,  on s a i t  qu'  il e x i s t e ,  dans ces glycoprotéines,  des l i a i -  

sons O-sQryl e t  O-thréonyl-glycosidiques q u i  sont  t r è s  l a b i l e s  en mi l ieu  

a l c a l i n  e t  dont l 'hydrolyse s'accompagne d'une modification s t r u c t u r a l e  du 

p-hydroxy-amino-acide engagé dans l a  l i a i s o n  par  un mécanisme d i t  de 

"B-61 iminat ion" . 
Les condi t  ions d '  ac t ion  des s o l u t  ions a l c a l  ines va r i en t  su ivant  

l e s  auteurs  : 

- NaOH 0,5  N ,  à 2OC, pendant 7 à 20 h (ANDERSON, HOFFMAN e t  MEYER) 

(179, 180) ;(ANDERSON, SENO, SAMPSON, RILEY, HOFFMAN e t  MEYER) (181) ; 

- NaOH 0,5 N, à O'C, pendant 68 h (BHAvANADAN, BUDDECKE, CARUBEL- 

L I  e t  GOTTSCHALK)(~~~) ; (CARUBELLI, BHAVANANDAN e t  GOTTSCHALK) (183) ; 

(BEsT, BHAVANANDAN e t  GOTTSCHALK) (184) ; 



30 

- KOH 0,45N à20°C, pendant 20 h (ANDERSON, SENO, ShMPSON, RILEY, 

HOFFMAN et MEXER) (185) ; 

- so lu t ions  a l ca l ines  de pH 12,8, et  de force  ionique 1,6 à 70°C, 

pendant 45 mn (HABBoN, HERMAN, ROSSIGNOL, 2QLLES e t  CLAUSER) (186). 

Le mei l leur  procédé cons i s t e  à e f fec tue r  des hydrolyses c i n é t i -  

ques q u i  sont  prolongées jusqu'à c e  que l e  taux de des t ruct ion  des P-hydroxy- 

-amino-acides r e s t e  constant  ; NaOH 0 , l  N, 3 SOC, pendant des temps va r i an t  

de 1 à 10 jours (TANAKA, BERTOLINI e t  PIGMAN) (187) ou NaOH 0 , l  N,  à 20°C, 

pendant des temps va r i an t  généralement de 1 à 6 jours (Procédé appliqué au 

l abora to i re ) .  

1"  - RESULTAT DE LA "B-ELIMINATION" 

Corne l e  mécanisme intime de l a  y@-blimination" n ' é t a i t  pas connu 

au moment où nous avons en t repr i s  nos travaux e t  que, d ' au t re  p a r t ,  nous 

l 'avons nous-même élucidé,  nous l e  décrirons en d é t a i l  dans l a  p a r t i e  de 

not re  mémoire reservée à nos travsat personnels ( v o i r  p. 104) . Nous nous 

bornerons donc à préc i se r ,  pour l ' i n s t a n t ,  que l a  soude provoque l a  rupture  

des 1 ia i sons  O-glycos idiques des $-hydroxy-amino-ac ides.  Les g l  yc annes sont  

l i b é r é s  e t  les 6-hydroxy-amino-acides sont  transformés en "déhydro-amino- 

acides" pa r  l ' é l iminat ion  "interne" d'une molécule d'eau dont l a  formation 

f a i t  i n t e r v e n i r  l e u r  fonct ion"f3-hydroxyle". 

Dans l e  cas  des O-glycosides de l a  s é r i n e  e t  de l a  thréonine con- 

juguées dans des c h a h e s  peptidiques, on v o i t  que l ' a c t i o n  des a l c a l i s  déta- 

che l a  f r a c t i o n  glucidique e t  transforme l a  - s6 r ine  en ac ide  2-amino-2-propé- 

noïque ( ou "déhydro-alanine" ou acide a-amino-acryl ique) e t  l a  thréonine en 

acide 2-amino-2-buténoTque (Fig. 13 ; p.  31) q u i  r e s t e n t  conjugués au s e i n  

de l a  chalne peptidique. 

L'étude de l ' a c t i o n  des a l c a l i s  s u r  l e s  glycoprotéines pose donc 

deux problèmes : 1 )  c e l u i  de l ' isolement et de l ' é t u d e  de l a  s t r u c t u r e  du 

glycanne l i b é r 6  q u i  permettra d ' i d e n t i f i e r  l ' o s e  engagé dans l a  l i a i s o n  

O-glycosidique ; 2) c e l u i  de 1' i d e n t i f i c a t i o n  e t  du dosage des "déhydro- 
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2" - ETUDE DES GLYCANNES DETACHES PAR LA ?Q-ELIMIWLTIONff 

L'isolement des glycannes l i b é r é s  par l ' ac t ion  des a l c a l i s  est 

un problème p a r t i c u l i e r  à chaque glycoprotide e t  nous nous l imiterons à 

exposer l e  pr incipe  des techniques q u i  ont é t é  appliquées B une glycopro- 

t é i n e  ( l a  mucine sous-maxillaire) e t  à des glycopeptides de l a  lac to t rans-  

f e r r ine .  

Dans l e  cas  de l ' a c t i o n  des so lu t ions  a lca l ines  s u r  des glyco- 

protéines nat ives ,  l a  disproport ion e n t r e  les masses molécu la~res  des gly- 

cannes l i b d r é s  e t  de l a  proté ine  est t e l l e  que l e  problème de l ' isolement 

des f rac t ions  glucidiques peut &tre facilement résolu  par l a  d ia lyse  ou par  

l a  chromatographie s u r  ge l s  de Sephadex. En appliquant ces  procéd8s, GOTT- 

SCHALK, MURPHY e t  GRAHAM (188) sont  parvenus à i s o l e r  l e s  u n i t é s  diholosi- 

digues détachées par  l a  soude de l a  mucine sous-maxillaire ovine. 

Dans l e  cas  des glycopeptides, l a  quest ion s e  complique du f a i t  

que les glycannes l i b é r 6 s  par les a l c a l i s  possèdent des masses mol4culaires 

voisines de celles des glycopeptides restes i n t a c t s .  Cet te  p a r t i c u l a r i t é  

exclut  l 'emploi de la d ia lyse  et de l a  chromatographie de f i l t r a t i o n  s u r  ge l .  

On peut a l o r s  tirer p a r t i  des d i f férences  de charges portdes par  les gly- 

cannes et par  les glycopeptides et appliquer des procédés électrophorét iques.  

SPIK, MûNSIGNY e t  MûNTREUIL (189) ont pu, de c e t t e  manière, séparer  l e  gly- 

canne "neutreft,  détaché par l ' a c t i o n  de l a  soude s u r  l e s  glycopeptides de l a  

l ac to t rans fe r r ine ,  des glycopeptides s t a b l e s  de ca rac tè re  cat ionique,  à pH 

acide (voi r  p. 182). 

L'application, aux glycannes a i n s i  i so lés ,  des procédés c l a s s i -  

ques de détermination des oses en posi t ion  réduct r ice  terminale, -1' ident  i- 

f i c a t i o n  du p o l y o l  provenant de l a  reduction de c e  dernier,  en pa r t i cu l i e r - ,  

permet d ' i d e n t i f i e r  les oses impliqu4s dans des l i a i s o n s  O-glycosidiques 

avec l a  protéine.  

En gdnéral,  l ' a c t i o n  des so lu t ions  a lca l ines  e s t  e f fec tuée  en 

milieu reducteur de manière Ci c e  que l a  rupture  de la  l i a i s o n  glycanne- 

prot ide  s'accompagne de l a  réduction de l a  fonction semi-acétalique de l ' o s e  



conjugué. Ce d e r n i e r  e s t  donc, à l a  f o i s ,  " s t a b i l i s é "  vis-à-vis  de l ' a l c a l i  

e t  désigné,  pa r  l a  modi f ica t ion  q u ' i l  a subie ,  comme l e  g luc ide  engagé dans 

l a  l i a i s o n  avec l a  p ro t é ine .  

Les condi t ions  dans l e s q u e l l e s  e s t  e f f e c t u é e  l a  rup tu re  réduc- 

t i v e  des O-glycosyl-protides v a r i e n t  avec l e s  au t eu r s .  E l l e s  sont  c e l l e s  

q u i  ont  é t é  p réc i sées  à l a  p a g e 2 9 ,  à la  d i f f é rence  p r è s  que du borohydrure 

de sodium ou de  potassium e s t  a j o u t é  à l a  s o l u t i o n  a l c a l i n e  à une concentra- 

t i o n  environ 0 ,3  M. Par exemple, TANAKA, BERTOLINI e t  PIGMAN (190) r é a l i s e n t  

la r u p t u r e  r éduc t ivc  de l a  mucine sous-maxil la ire  bovine avec une s o l u t i o n  

0 , l  N en soude e t  0 ,3 M en borohydrure de  sodium, à 5'C, pendant des temps 

échelonnés de 24  à 216 h ( v o i r  l a  f i g u r e  14 ; p.  34).  

3' - IDENTIFICATION ET DOSAGE DES "DEHYDRO-AMINO-ACIDES" 

L ' i n s t a b i l i t é  des ac ides  2-amino-2-propénoYque e t  2-amino-2-bu- 

ténoïque ne  permet pas de  l e s  c a r a c t é r i s e r  dans l e s  hydro lysa ts  chlorhydri-  

ques des g lycopro t ides  préalablement  t r a i t é s  par l a  soude. En e f f e t ,  dans 

les cond i t i ons  d 'hydrolyse des p ro t ides  conjugués (HC1 5,6 N, à 105'C, pen- 

dant  24 à 72 h ) ,  i l s  son t  désaminés oxydativement et s e  t ransforment  en 

ac ides  a-acétoniques (BERGMANN e t  GRLIFE (191) ; CLARKE et INOUYE (192) ; 

RILEY, TUEWBULL et WILSON (193) ; PATCHORNIK e t  SOKOLOVSKS (194, 195)) : 

a c i d e  pyruvique (CH -CO-COOH), dans l e  c a s  de l a  "déhydro-alanine", ac ide  
3 

a-céto-butyrique (CH -CH CO-COOH), dans l e  ca s  de l'acide-2-amino-2-buté- 3 2- 
noïque. Les déhydro-amino-acides p ré sen t s  dans l e s  cha'ines pept id iques  

s e r o n t  donc i d e n t  i f i é s  par  des procédés " indi rec ts" .  

a - Mesures dans l ' u l t r a - v i o l e t  

La formation de  déhydro-amino-acides au s e i n  de l a  moldcule pro- 

téTque s'accompagne d'une augmentation de l'absorbante des s o l u t i o n s  réac- 

t i o n n e l l e s  à 240 - 241 mp (MECHAM e t  OLCOTT) (196) due aux déhydro-amino- 

ac ides  q u i  possèdent une absorbance é l evée  e t  spéc i f ique  à c e t t e  longueur 

d'onde ( c o e f f i c i e n t  d ' e x t i n c t i o n  mola i re  : 5.300) (CARUBELLI, BHAVANANDAN 

e t  GOTTSCHALK) (197). On peut  donc aisément s u i v r e  l e  développement de l a  

r é a c t i o n  d'hydrolyse. Toutefo is ,  n o t r e  expérience pe r sonne l l e  nous permet 
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Figure 14 

Modification de  l a  teneur (en pM p.100 mg) en serine et en thr6onine, 
d'une part, en alanine et en acide a-aminobutyriquc, d'autre part, de 
la mucine sous-maxillaire bovine traitee par l a  soude 0,l N en presence 
de borohydrure de sodium O,) M (dlapr&s TANAKA, BERTOLJNI et PIGMAN) 
(198).  



d'émettre de sér ieuses  réserves s u r  l a  va leur  de c e  procédé dont l ' appl ica-  

t i o n  d o i t  s e  l i m i t e r ,  d'une pa r t ,  à l ' é t u d e  de glycopeptides e t  non à c e l l e  

de glycoprotéines qui ,  en mil ieu basique, i n t e r f è r e n t  dans une l a rge  mesure 

dans l ' absorp t ion  de l ' u l t r a - v i o l e t  e t ,  d ' au t re  p a r t ,  à l 'observat ion  de 

l ' évo lu t ion  de l a  réac t ion ,  en excluant t o u t e  pré tent ion  de dosage. 

b - Hydrolyse d i r e c t e  des "déhydro-prot ides" 

Après l ' a c t i o n  des so lu t ions  a l ca l ines ,  l e s  produits  de l a  réac- 

t i o n  sont  p u r i f i é s  s u r  des échangeurs d ' ions ou fract ionnés de manière 3 

i s o l e r ,  d'une p a r t ,  l e s  f r ac t ions  glycanniques l ibé rées  et,  d ' a u t r e  p a r t ,  

l a  f r a c t i o n  prot id ique .  Cel le-c i  e s t  hydrolysée dans l e s  condit ions c l a s s i -  

ques (HC1 5 ,6  N ; à 100-105°C ; pendant 24 à 72 h) e t  l e s  ac ides  aminés sont  

dosés généralement par  chromatographie automatique s u r  colonne, à l ' a i d e  

d'  "Auto-Analyseurs'' . On compare ensu i t e  l a  composition en amino-ac ides des 

prot ides  n a t i f s  e t  des prot ides  modifi6s e t  l a  diminution du t aux  des hydro- 

xy-amino-ac ides apporte un sér ieux argument à 1 ' existence de 1 ia isons  O-gly- 

cosidiques engageant ces  derniers .  La f i g u r e  14 (p. 34) e s t  à c e t  égard t r è s  

démonstrative : e l l e  montre, en fonction du temps d 'ac t ion  de l a  soude s u r  

l a  mucine sous-maxil laire  bovine, la d)miNtion de l a  ~ Q r i n e  et de la threonine. 

Toutefois ,  l a  plus grande prudence devra ê t r e  observée dans l ' i n -  

t e r p r é t a t i o n  des r é s u l t a t s .  En e f f e t ,  l e s  r a r e s  travaux q u i  ont  étk  e f fec tués  

jusqu'à  présent  s u r  l a  s p é c i f i c i t é  de l ' a c t i o n  des so lu t ions  a l c a l i n e s  s u r  

les hydroxy-amino-acides conjugués montrent que ceux-ci subissent  une des- 

t r u c t i o n  p a r t i e l l e ,  même quand l e u r  groupement hydroxylé n ' e s t  pas subs t i -  

tué .  BHAVANANDAN, BUDDECKE, CARUBELLI e t  GOTTSCHALK (199) ont  montré que 

l ' a c t i o n  de l a  soude 1 N, à O°C, pendant 68 h, su r  l a  séryl-glycyl-glycina- 

mide e t  s u r  l a  séryl- leucyl- leucine s'accompagnait de l a  p e r t e  de 10 p.100 

de s é r i n e .  HARBON, HERMAN, ROSSIGNOL, JOLLES e t  CLAUSER (200) sont  parvenus 

à l a  même conclusion à propos du lysozyme dont 15 p.100 de l a  s é r i n e  e t  de 

l a  thréonine sont  d é t r u i t s  à pH 12,8 ( f o r c e  ionique 1,6 ; à 70°C ; pendant 

45 NI. 



Ident  i f  i c a t  ion des ac ides  a-cétoniques formés au cours  de 1 'hydrolyse 

L' i den t  i f  i c a t  ion  des ac ides  a-cétoniques formés au cours  de 

l ' hyd ro lyse  de  déhydro-protides appor te  une confirmation à l a  présence de  

déhydro-amino-ac ides  . 
ADAMS (201, 202) HARBON (203) e t  HARBON, HERMAN e t  CLAUSER (204) 

ont adapté  aux "déhydro-protides" (+) l e  procédé de PATCHORNIK e t  SOKOLOVSKY 

(205, 206) appl iqué  par  ces  au teurs  des composés d e  synthese.  I ls r é a l i -  

s en t  l ' hyd ro lyse  des déhydro-protides par  l ' a c i d e  chlorhydrique 2,5 à 4 N, 

en présence d'o-phénylène-diamine, à llO°C, pendant 18 h environ e t  iden- 

t i f i e n t  par  chromatographie s u r  papier  ou s u r  couche mince l e s  quinoxa- 

l i n o l s  (Fig.  15 ; p. 37) e x t r a i t s  par  l e  chloroforme ou par  l ' a c é t a t e  

d ' é thy le .  

ADAMS (207) a d é c r i t  un deuxième procédé dans lequel  l ' hyd ro lyse  

e s t  e f f e c t u é e  pa r  1 ' ac ide  s u l f u r i q u e  3 N en  présence de 2,4-dinitrophényl- 

hydrazine. Les ac ides  a-cétoniques son t  i d e n t i f i é s  pa r  chromatographie s u r  

pap ie r  sous l a  forme de 2,4-dinitrophénylhydrazones. 

Nos recherches personnel les  s u r  l a  ques t ion  ont montré que l e  

procédé n ' é t a i t  a p p l i c a b l e  que dans l a  mesure où les g luc ides  son t  en 

f a i b l e  propor t ion  dans l e s  mi l ieux  r é a c t i o n n e l s  c a r  i l s  i n t e r f è r e n t  dans 

l a  r é a c t i o n  avec 1'0-phénylene-diamine ou l a  2,4-dinitrophénylhydrazine. a 

Quand l a  concen t r a t ion  en g luc ides  e s t  é l evée ,  il e s t  indispendable de l e s  

s épa re r  des déhydro-protides avant d ' e f f e c t u e r  l ' hyd ro lyse  de c e s  d e r n i e r s  

en présence d'o-phénylène-diamine ou de 2,4-dinitrophénylhydrazine ( v o i r  l e  

chapPtre  des t ravaux personnels  ; p ,187 1. 

c - Hydrolyse des "déhydro-protides" préalablement modif iés  

La s t a b i l i s a t i o n  des déhydro-amino-acides peut ê t r e  r é a l i s é e ,  

avant d ' e f f e c t u e r  l 'hydro lyse  chlorhydrique,  par  réduct ion  ou pa r  a d d i t i o n  

(+) Nous appelons "déhydro-prot ides"  l a  f r a c t i o n  p r o t  id ique  d'une glyco- 

p r o t é i n e  q u i  a Q t é  d i s soc i ée  par  "f5-élimination" en mi l ieu  a l c a l i n .  



Quinoxal in01 

Figure  15 

Formation de quinoxal inols  pa r  a c t i o n  de 1'0-ph6nylène-diamine s u r  des 

ac ides  a-cétoniques p rodu i t s  par  l 'hydro lyse  ac ide  des " d é h y d r ~ - ~ r o t  ides".  



d 'ac ide  su l fu reux  ou de t h i o a c é t a t e  de sodium, Le premier procédé e s t  app l i -  

c a b l e  à tous  l e s  déhydro-amino-acides conjugués ; l e  second e s t  l i m i t é  à l a  

déhydro-alanine. Les schémas des r éac t ions  sont  p r é c i s é s  dans l a  f i g u r e  16  

(p.  39). 

a - Réduction des "déhydro-prot ides1' conjugués 

Les ac ides  2-amino-2-propénoïque e t  2-amino-2-buténoïque conju- 

gu6s dans des chafnes pept id iques  peuvent ê t r e  r é d u i t s ,  respectivement,  en 

a l an ine  e t  en a c i d e  a-amino-butyrique, avant  l 'hydro lyse  chlorhydrique des 

p ro t ides .  D i f f é r e n t s  procédés de  réduct ion  ont  é t é  proposés : 

1 )  r6duct ion  par  l e  borohydrure de  sodium ou de potassium a j o u t é  

aux s o l u t i o n s  a l c a l i n e s  ( v o i r  p.33). 

2)  r6duct ion  par  l e  borohydrure e f f e c t u é e  dans l e s  cond i t i ons  

d é c r i t e s  à l a  p. 33, s u i v i e  d'une seconde r6duct ion  de l a  s o l u t i o n  réac- 

t i o n n e l l e  p a r  un mélange de borohydrure de  sodium et de ch lo ru re  d e  p a l l a -  

dium, e f f e c t u é e  à 27-28°C pendant 1 heure  (TANAKA e t  PIGMAN) (208). 

3) hydrogénation c a t a l y t i q u e  en présence de p l a t i n e  adsorbé s u r  

charbon de l a  f r a c t i o n  a d i a l y s a b l e  des g lycopro t ides  préalablement trait& 

pa r  l a  soude d i l u é e  (ANDERSON, SENO, SAMPSON, RILEY, HOFFMAN et MEYER) (209). 

4)  hydrogénation, en présence du c a t a l y s e u r  d'ADAMS (210) à 

l 'oxyde de p l a t i n e ,  r é a l i s é e  au cours  de l ' a c t i o n  même des s o l u t i o n s  a lca-  

l i n e s  (ANDERSOM, SENO, SAMPSON, RILEY, HOFFMAN e t  MEYER) (211).  

Dans tous  l e s  cas ,  l a  réduct ion  est incomplète e t  po r t e ,  en ou t r e ,  

essent ie l lement  s u r  l a  "déhydro-alanine" ( v o i r  Fig. 14 ; p. 34)  vraisembla- 

blement à cause  de l a  p r o t e c t i o n  de l a  double l i a i s o n  par  l e  r a d i c a l  méthyle 

de l ' a c i d e  2-amino-2-buténo'ique. Nous avons obtenu l e s  me i l l eu r s  r é s u l t a t s  

avec l e  procédé de  réduct ion  de TANAKA e t  PIGMAN (212) ( r éduc t ion  de  80 

p. 100 de l a  "déhydro-alanine" e t  de 30 à 40 p . I O 0  de l ' a c i d e  2-amino-2- 

-buténoYque (+)). C'es t  pourquoi nous nous sommes a t t a c h é  à m e t t r e  au  po in t  

(+) 8 0  à 8 5  p.100 d ' ap rè s  TANAKA e t  PIGMAN (213) .  
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un procédé de réduction plus e f f i cace .  Nous y sonmies parvenu en u t i l i s a n t  

l e  sodium e t  l'ammoniac (vo i r  a ; p. 211). 

B - Addition d 'ac ide  sulfureux s u r  l a  déhydro-alanine conjuguée 

HARBON, HERMAN, ROSSIGNOL, JOLLES et CLAUSER (214) ef fec tuent  

l 'hydrolyse  a l c a l i n e  des l i a i s o n s  O-glycosidiques à pH 9 pendant 24 h en 

présence de s u l f i t e  de sodium 0 , l  M. Ce subs t i tuan t  nucléophile  s e  f i x e  s u r  

l a  double l i a i s o n  de l a  déhydro-alanine conjuguée. Celle-ci  e s t  transformée 

en ac ide  cystéYque (Fig. 16 ; p. 39) q u i  est ensu i t e  aisément i d e n t i f i é  e t  

dosé dans les hydrolysats  chlorhydriques. L'acide 2-amino-2-buténoYque ne 

donne pas  l i e u  à l a  formation d'un dér ivé  sulfoné, probablement par  un em- 

pechement s t é r i q u e  dQ à l a  présence du r a d i c a l  méthyle au voisinage de l a  

double 1 ia ison.  

y - Addit ion de th ioacé ta te  de sodium s u r  l a  déhydro-alanine conjuguée 

L 'ac t ion  des a l c a l i s  s u r  l e s  glycoprotéines en présence de thio- 

a c é t a t e  de sodium s'accompagne d'une réac t ion  d 'addi t ion  de c e  de rn ie r  s u r  

l a  double 1 ia ison de l a  "déhydro-alanine1' conjuguée q u i  e s t  t r a n s  f ormée en 

S-acétyl-cystéYne (Fig. 16 ; p. 39). Cel le-c i  e s t  l i b é r é e  par  l 'hydrolyse 

chlorhydrique de l a  protgine sous l a  forme de cys té ïne  (ZIOUDROU, WILCHEK 

e t  PATCHORNIK) (215). 

2' - PROCEDES DE DEGRADATION DU TYPE 2 

Les dégradations de c e  type sont  r é a l i s é e s  uniquement pa r  des 

agents chimiques d'hydrolyse q u i  a t taquent ,  à l a  f o i s ,  l e  groupement gly- 

cannique et  l a  f r a c t i o n  peptidique. On obt ient ,  de c e t t e  maniere des oses 

e t  des os ides  mél6s à des ac ides  aminés e t  à des peptides. Dans ce r t a ines  

condit ions d'hydrolyse, on r é a l i s e  une dégradation poussée du glycanne e t  

du pept ide  en respectant  l a  l i a i s o n  gluc ide-prot ide  e t  on r é u s s i t  pa r fo i s ,  

pripcipsleroent dene les CAS .où l'hydrolyse'e~adtesse B des glyco-amino- 

-acides, a obteni r  un composé formé uniquement de l ' o s e  e t  de l ' a c i d e  

aminé conjugués. 



La dégradat ion r écu r ren te  s imultanée du glycanne e t  du p r o t i d e  

e s t  e f f e c t u é e  en m i l i e u  ac ide .  E l l e  f o u r n i t  deux s e r i e s  de r é s u l t a t s .  Les 

uns concernent  l ' e x p l o r a t i o n  de la  s t r u c t u r e  de l a  f r a c t i o n  g luc id ique  et 

nous les exposerons t r è s  brièvement. Les a u t r e s  i n t é r e s s e n t  l e s  modalitEs 

de l ' a t t a c h e  g luc ide-pro t ide .  

l0 - Explorat ion de l a  s t r u c t u r e  du groupement glycannique des g lycopro t ides  

Le problème de l a  s t r u c t u r e  du glycanne des g lycopro t ides  s o r t  

de nos préoccupat ions e t  nous nous l imi t e rons  à un t r è s  cou r t  exposé des 

méthodes employées e t  des r é s u l t a t s  obtenus. 

L 'hydrolyse ac ide  ménag6e des groupements glycanniques est géné- 

ralement e f f e c t u é e  par  des ac ides  d i l u é s  (HC1 0 , l  à 1 N ou S04H2 0 , l  à 2 N) ,  

à 100°C, pendant des  temps v a r i a n t  de  quelques minutes à p l u s i e u r s  heures.  

On o b t i e n t  d e  c e t t e  manière, -mélés à des p rodu i t s  de l a  dégradat ion du 

p r o t i d e  que l ' o n  é l imine ,  avec l ' a g e n t  d 'hydrolyse, par  un passage s u r  des 

colonnes d'échangeurs d ' ions- ,  des oses  e t  une f a i b l e  propor t ion  d 'os ides .  

Les ac ides  d i l u é s  r é a l i s e n t  donc une dégradat ion progress ive  du glycanne en l i  

l i b d r a n t  p ré fé ren t i e l l emen t  des o ses .  L 'é tude de  l a  c i n é t i q u e  de l i b é r a t i o n  

de  ces  d e r n i e r s  au cours  de l ' hyd ro lyse  appor te  donc des renseignements 

précieux s u r  l e s  p o s i t i o n s  r e l a t i v e s  des oses  dans l a  molécule glycannique 

(MONTREUIL, ADAM-CHOSSON e t  SPIK) (216).  

L 'hydrolyse ménagée des groupements glycanniques par  les échan- 

geurs  de  c a t i o n s  polystyrène-su1 fonés f o u r n i t  principalement des os i de s ,  C e  

type de dégrada t ion  r ep ré sen te  donc l e  procédé de choix  pour o b t e n i r  des 

q u a n t i t é s  é levées  d 'os ides  dont l ' i so lement  e t  l ' é t u d e  de l a  s t r u c t u r e  son t  

l e  pré lude  à l a  r e c o n s t i t u t i o n  de la  molécule glycannique (MONTREUIL, ADAM- 

CHOSSON e t  SPIK) (217).  

L 'hydrolyse par  l e s  a c i d e o u  par  l e s  échangeurs de c a r i o n s  a é t é  

largement u t i l i s é e  pa r  de nombreux au teu r s  pour explorer  l a  s t r u c t u r e  du 

glycanne de  d i v e r s  glycoprotéides : orosomucoïde (EYLAR e t  JEANLOZ (218) ; 

JEANLOZ (219) ; JEANLOZ e t  EYLAR (220) ; SONNET (221) ; WINZLER (222))  ; 

ovomucoïde (BRAGG et HOUGH (223) ; CHATTERJEE e t  MONTGOMERY (224) ; MDNTREuIL, 

CHOSSON e t  SCHEPPLER (225) ; MDNTREUIL, ADAM-CHOSSON e t  SPIK (226))  ; 



ovalbumine (LEE e t  MONTGOMERY (22 7) ) ; ; f é t u i n e  (SPIRO) (228 ) .; f ibr inogène  

(MESTER, MOCZAR e t  LAKI) (229) ; haptaglobine  (JAYLE) (230) ; glycoproté ine  

a*-Ba du serum humain (KAMIYAMA e t  SCHMID) (231). 

2' - Explora t ion  du poin t  d ' a t t a c h e  glycanne-protide 

L'emploi e x c l u s i f  ou combiné des ac ides  e t  des r é s i n e s  polystyréne-  

su l fonées  a permis d ' ob ten i r  des  composés formés uniquement d 'un ose e t  d 'un 

a c i d e  aminé dont l a  connaissance de l a  s t r u c t u r e  a permis d ' é l u c i d e r  l e  pro- 

blème des modal i tds  de l ' a t t a c h e  glycanne-protéine dans d ive r se s  glycopro- 

t é i n e s .  

Dans c e r t a i n s  ca s ,  l ' hyd ro lyse  a é t é  e f f e c t u é e  s u r  l e s  glycopro- 

t é i n e s  n a t i v e s .  Ce procédé e s t  rarement appl iqué c a r  l ' i so lement  de f a i b l e s  

propor t ions  de glyco-amino-acides mélés à des q u a n t i t é s  é levées  de  p rodu i t s  

de dégrada t ion  g luc id iques  e t  p ro t id iques  est s ingul ierement  d é l i c a t ,  11 a 

t o u t e f o i s  permis à M A S W E  (232) d ' i s o l e r  un Bther de l a  s é r i n e  e t  de l a  

N-acétyllactosamine à p a r t i r  d 'une subs tance  de groupe sanguin et  à BOGDANOV, 

KAVERZNEVA ET ANDREJEVA (233) d ' ob ten i r  l a  N-(p-aspartyll-N-acétylglucosaminyl- 

amine ( v o i r  Fig. 6 ; p.  14) à p a r t i r  de 1 'ovalbumine. 

En généra l ,  l ' hyd ro lyse  ac ide  ménagée e s t  appl iquée  à des glyco- 

p r o t i d e s  dont l a  f r a c t i o n  pept i d ique  e s t  simple. Les me i l l e u r e s  cond i t  ions 

sont  remplies  quand un s e u l  a c i d e  aminé ou dé r ivé  d ' ac ide  amine est conjugué 

à la  f r a c t i o n  glycannique. Dans ce cas ,  en e f f e t ,  l a  dégradat ion de c e t t e  

d e r n i è r e  s ' e f f e c t u e  dans des condi t ions  d 'hydrolyse q u i  r e spec t en t  la l i a i s o n  

ose-acide aminé. Une technique couramment employée au l a b o r a t o i r e  c o n s i s t e  à 

hydrolyser  p a r  l ' a c i d e  chlorhydrique 1,5 N, à 100°C, pendant 1 , 5  h, l e s  

glyco-amino-acides obtenus par  dégradat ions pro té inas iques  des g lycopro té ines  

ou l e s  PTH-dérivés de glyco-amino-acides obtenus pa r  l e  procédé de dégrada- 

t i o n  r é c u r r e n t e  dlEDMAN appliqué à des glycopept ides  ( v o i r  p.143). Dans l e  

premier c a s ,  on o b t i e n t  l ' o s e  a t t a c h é  à l ' a c i d e  amine e t ,  dans l e  second cas ,  

l ' o s e  a t t a c h 4  au PTH-dérivé de l ' a c i d e  aminé. Nous avons largement appl iqué 

l ' é t u d e  de l a  l i a i s o n  glycanne-protdine de nombreuses g lycopro té ines .  Les 

pro tocoles  expérimentaux que nous avons appl iqués e t  l e s  r é s u l t a t s  que nous 

avons obtenus son t  d é c r i t s  dans l e  c h a p î t r e  r é se rvé  à nos t ravaux personnels  

( v o i r  p. 156). 



.'30 - PROCEDES DE DEGRADATION DU TYPE 3 

La f r a c t i o n  glycannique peut être dégradée par  v o i e  enzymatique 

ou par  v o i e  chimique. 

A - PROCEDES DE DEGRADATION ENZYMATIQUE 

Ces procédés met ten t  en oeuvre des o s idases  spéc i f iques .  Ils ont  

regu, jusqu'  à présen t ,  peu d ' app l i ca t ions  en r a i s o n  des imperfect ions des 

méthodes d 'hydrolyse enzymatique dues, en p a r t i c u l i e r ,  au défaut  de  prépa- 

r a t  ion d ' enzymes, comme l e s  ga l ac tos  idases ,  mannos idases ,  fucos idases ,  

N-acétylosaminidases, capables  d ' hydro lyse r  en t o t a l i t é  l e s  glycannes. 

Dans c e  type  de dégradat ion,  il convient  de  ranger  l a  méthode 

de BARKER, PARDOE, STACEY e t  HOPTON (234) fondé s u r  l 'hydro lyse  r écu r ren te  

du glycanne par  des enzymes a d a p t a t i f s  e x c r é t é s  pa r  Rhodopaeudomonas 

p a l u s t r i s  n* 3574, au  f u r  e t  à mesure de l ' a p p a r i t i o n  de nouveau types de  

l i a i s o n s  os id iques .  On v o i t  a i n s i  s e  l i b é r e r  successivement, à p a r t i r  de 

llorosomuco'ide pa r  exemple, en fonc t ion  de l e u r  p o s i t i o n  dans l a  molécule, 

l ' a c i d e  N-acétylneuraminique, l e  fucose, l e  ga lac tose ,  l a  N-acétylglucosa- 

mine. Le proc6dé ne  permet t o u t e f o i s  pas d 'accéder  au  de rn i e r  o se  de l a  

cha%ne glycannique conjugué au p ro t ide .  

L ' u t i l i s a t i o n  du lysozyme se p l a c e  dans c e t t e  c a t é g o r i e  d'hydro- 

lyse .  Appliquée à 1 'é tude  de  glycopept ides  de  p a r o i s  de bac t é r i e s  comme 

Micrococcus ly sode ik t  i cus  (GHUYSEN et  SALTON (235) ; SALTON e t  GHUYSEN (236) ) , 
e l l e  a condui t ,  d 'une p a r t ,  à l ' i so lement  de  l ' u n i t é  d iholos id ique  de  répé- 

t i t i o n  (N-acétyl-glucosaminido-1,6-acide N-acétylnurooique) e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  

à un glycopept ide formé d'une u n i t é  d iholos id ique  u n i e  par  une fonc t ion  amide, 

que c l i v e  une amidase spéc i f ique  ( v o i r  F ig .  8 ; p. 201, j e t é e  e n t r e  l ' a c i d e  

N-acétylmuramique e t  l ' a l a n i n e  en p o s i t i o n  N-terminale dans l a  chafne  pep t i -  

d ique . 
Nous pouvons encore c i t e r ,  pour l 'exemple, l a  dégradat ion par  une 

neuraminidase des u n i t é s  d iholos id iques  des glycopept ides  obtenus pa r  a c t i o n  

de l a  pronase s u r  l a  mucine sous-maxi l la i re  ovine q u i  conduit  à l a  formation 



de P-N-acétylgalactosaminido-pept ides ( v o i r  p. 21 ) e t  du DNP-glycopeptide 

de l'ovalbumine par  l 'émulsine q u i  a permis à LEE, WU e t  MONTGOMERY (237) 

d '  i s o l e r  la  N-(P-DNP-aspartyl)-N-a~ét~lglucosarnin~lamine. 

B - PROCEDES DE DEGRADATION CHIMIOUE 

1" - Hydrolyse ac ide  du glycanne 

Les procédés c lass iques  d'hydrolyse ac ide  des osides (acides 

chlorhydrique ou su l fu r ique  1 ou 2 N, pendant des temps va r i an t  de 1 à 2 h, 

par exemple) sont parfaitement applicables à l a  dégradation complete de5 

glycannes conjugués à l a  condit ion évidente que l a  l i a i s o n  de l ' o s e  e t  dy 

prot ide  s o i t  relativement s t ab le .  Leur u t i l i s a t i o n  e s t  part icul ièrement pré- 

cieuse dans l e  cas de glyco-amino-acides c a r  on obt ient  a lo r s ,  comme nous . 
l 'avons vu plus haut ( v o i r  p.42 1, l ' o s e  conjugué à un acide aminé. Dans l e  

cas  de glyco-oligopeptides, on r é a l i s e  d'abord l a  dégradation récurrente  de 

l a  chaPne oligo-pept idique, s o i t  par vo ie  enz y matique à 1 'a ide  d'exopept i- 

dase e t  l ' o n  parvient  a l o r s  à un glyco-amino-acide, s o i t  par  vo ie  chimique 

en appliquant par exemple, l a  méthode dlEDMAN dont l e  produit f i n a l  de 

réact ion e s t  l e  PTH-dérivé d'un glyco-amino-acide (vo i r  p. 143). 

Par c e  procédé, l a  fi-(N-aspartyll-glucosaminylamine n a t i v e  ou 

sous l a  forme de DNP- ou de PTH-dérivés a é t é  i d e n t i f i é e  dans les produits  

de l 'hydrolyse  ac ide  des glycoprotides obtenus par  hydrolyse proté inas ique  

des glycoprotéines su ivantes  : 

- orosomucoYde : hydrolyse par  HC1 2 N ; à 100°C ; pendant 20 

mn de l 'aspartyl-glycanne (YAMASHINA, M K I N C ,  BAN-1 e t  KOJIM) (238) ; 

- ovalbumine :-hydrolyse de l 'aspartyl-glycanne par  HC1 2 N ; 

à 100°C ; pendant 20 mn (YAMASHINA, BAN-1 e t  MAKINO) (239), pendant 25 mn 

( T s W T O ,  YAMAMOTO et MIYASHITA) (240) ou pendant 12 mn (FLETCHER, MARSHALL 

e t  NEUBERGER (241) ; MARSHALL e t  NEUBERGER (242)).  

-hydrolyse de l 'nspartyl-glycanne par  SO H 2 N, 4 2 
à 100°C, pendant 20 mn (BOGDANOV, KAVERZNEVA e t  ANDREJEVA) (243). 



-hydrolyse du DNP-aspartyl-glycanne pa r  H C l  

0 , l  N, à 100°C, pendant 3 h et i d e n t i f i c a t i o n  de l a  N-($-DNP-aspartyll- 

glucosaminylamine (LEE e t  MONTGOMERY (244) ; MONTGOMERY, LEE e t  WU (245)). 

- ovomucoYde : hydrolyse par  S04H2 2 N, à 100°C, pendant 20 mn 

du DNP-aspartyl-glycanne e t  i d e n t i f i c a t i o n  d'un composé formé de glucosa- 

mine e t  de 1 lac  ide  DNP-aspart ique (TANAKA) (246) . 

Au l a b o r a t o i r e ,  nous avons, l e s  premiers ,  démontré sans  ambi- 

guYté l ' e x i s t e n c e  de l i a i s o n s  N-(p-aspartyl)-glucosaminylûmine en ca rac t é -  

r i s a n t  c e  composé ou son  PTH-dérivé parmi  les p rodu i t s  de l ' hyd ro lyse  pa r  

HCl 1 , 5  N, à LOOOC, pendant 1 ,5  h des aspartyl-glycannes ou des PTH-aspartyl- 

glycannes ou des PTH-aspartylglycannes obtenus a p a r t i r  des hydro lysa t s  pro- 

nasiques des g lycopro té ines  su ivan te s  : t r a n s f e r r i n e ,  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  

ovomucoYde, g lobu l ines  yG des sérums humain e t  bovin, g lobu l ines  yG du 

colostrum de Vache, g l o b u l i n e s  yA du l a i t  de  Femme ( v o i r  p. 3 e t  l e  chapPt re  

des  t ravaux personnels ,  p.154 e t  p . i67) .  

2' - Dégradation r é c u r r e n t e  d e  SMITH 

GOLDSTEIN, 1-GY , LEVLS e t  SMITH (247) ont  d é c r i t  un pro- 

cédé de dégradat ion r é c u r r e n t e  de l a  f r a c t i o n  glycannique des g lycopro t ides  

dont l e  p r i n c i p e  du mode opé ra to i r e ,  i l l u s t r é  par  l a  f i g u r e  17 (p. 46) e s t  

l e  su ivant  : la  f r a c t i o n  g luc id ique  est d 'abord oxydée par  l ' a c i d e  per iodi -  

que q u i  transforme les oses  conjugués po r t eu r s  de fonc t ions  a-glycol iques 

en dialdéhydes ; dans un second temps, l e s  fonc t ions  aldéhydiques s o n t  

r é d u i t e s  en fonc t ions  a l coo l iques  par  l e  borohydrure de potassium ; dans un 

t ro i s i ème  temps, l e  g lycopro t  i de  modifié e s t  t r a i t é ,  B 20°C pendant 24 h, 

par l ' a c i d e  ch lorhydr ique  0 , l  N q u i  hydrolyse l e s  l i a i s o n s  "glycos idiques" 

l a b i l i s é e s  pa r  l a  t ransformat ion  des oses  en a c é t a l s  l i n é a i r e s .  C e  mode 

o p é r a t o i r e  e s t  r épé t é  l e  nombre de f o i s  n é c e s s a i r e  pour oxyder, r édu i r e ,  

pu i s  l i b e r e r  tous  l e s  oses ,  sauf  c e l u i  q u i  e s t  l i b  au p r o t i d e  e t  q u i  pourra,  

de cette manière, i-tre i d e n t i f i é .  

Le procédé d e  dégradat ion r é c u r r e n t e  de SMïTH n ' e s t  a p p l i c a b l e  





qu'aux g lycopro t  i des  dont la  fonc t ion  r é d u c t r i c e  de 1 'ose pénu l t  i èke  e s t  

conjugu6e avec une fonc t ion  hydroxyle d e  l ' o s e  te rmina l  de t e l l e  manière que 

c e  d e r n i e r  n e  possède p lus  de fonc t ion  a-glycolique. C e t t e  cond i t i on  e s t  

r é a l i s é e  p a r  exemple, lo rsque  l ' o s e  p6nultième e s t  conjugué avec l 'hydroxyle 

en 3 ou cn 4 d'une N-acétylhexosamine ou avec l 'hydroxyle en  3 d'un hexose 
I l  neutre".  

Ce procédé a é t é  appl iqué  aux glycopept ides  obtenus par  dégradat ion 

pro téas ique  des g lycopro té ines  su ivan te s  : globul ines  yG humaines (ROTHFUS 

1248) ; ROTHFUS e t  SMITH ( 2 4 9 ) )  ; ovomucoïde (CHATTERJEE e t  MûNTGOMERY) (250) ; 

ovalbumine (MONTGOMERY, WU e t  LEE) (251) ; orosomucoïde (JEANMZ)(~ommunica- 

t i o n  pe r sonne l l e  1. Les r é s u l t a t s  n ' o n t  pas apporté  de renseignements p r6c i s  

s u r  la n a t u r e  du p o i n t  d ' a t t a c h e  glycanne-prot ide dans ces  glycopept ides ,  

c a r  l e s  a u t e u r s  ne s o n t  pas parvenus B l ' u l t i m e  chaînon. Cependant, MAKINO 

e t  YAMASHINA (252) o n t  récemment démontré l a  v a l e u r  de l a  méthode en i s o l a n t  

par  dégradat ion r é c u r r e n t e  de l ' aspar ty l -g lycanne  obtenu pa r  hydrolyse pro- 

téas ique  poussée de l 'ovalbumine, l a  N-(@-asparty1)-N-acétylglucosaminylamine. 

Les au teu r s  ont  p r g c i s é  l e s  cond i t i ons  q u ' i l  f a l l a i t  observer  pour parveni r  

jusqu'à c e  composé : u t i l i s e r  l e s  aspartyl-glycannes ; é v i t e r  l a  "suroxyda- 

t ion"  pa r  l ' a c i d e  per iodique  ; i s o l e r  e t  p u r i f i e r  l e s  p rodu i t s  de l a  dégra- 

da t ion  a p r è s  chaque é t ape .  Le rendement e s t  t r è s  Blevé puisque MAKINO e t  

YAMASHINA on t  obtenu 65 p. 100 de l a  q u a n t i t é  théor ique  de N-(p-aspartyl l -  

-N-acétylglucosaminylamine. Les a u t e u r s  proposent meme c e  mode o p é r a t o i r e  

pour preparer  des q u a n t i t é s  importantes de c e  composé. 

I V  - PROCEDES DE DEGRADATION DU TYPE 4 

Io - Hydrolyse enzymatique 

La dégradat ion de l a  f r a c t i o n  pro té ique  des g lycopro té ines  par  

des p r o t i d e s e s  d i v e r s e s  e s t  l e  procédé l e  p lus  couramment appl iqué  pour dé- 

terminer  l a  na tu re  d e  l ' a c i d e  aminé impliqué dans l a  l i a i s o n  glycanne- 

protékne. L'hydrolyse e s t  d 'abord r é a l i s é e  par  des endopeptidases employées 

seu le s  ou a s soc i ées  : pepsine, t ryps ine ,  chymotryps ine ,  papaïne, nagarse,  

pronase, Les hydro lysa ts  sont  e n s u i t e  f r ac t ionnés  en combinant l 'emploi  



de l a  chromatographie s u r  échangeurs d ' ions,  la f i l t r a t i o n  s u r  g e l  de 

dextrannes (sephadex) e t  l l é l e c t r o p h o r & s e  p répa ra t ive  de  zone. On parv ien t  

généralement à i s o l e r  un ou p l u s i e u r s  g lycopro t ides  c o n s t i t u é s  par  l e  gly- 

canne i n t a c t  conjugué s o i t  à un s e u l  amino-acide, s o i t  à un pep t ide  dont on 

achève l a  dégradat ion jusqu 'à  l ' a c i d e  aminé conjugué au glycanne, par  hydro- 

l y s e  r écu r ren te .  Ce l l e - c i  e s t  r é a l i s é e  s o i t  par  vo ie  enzymatique, avec des 

exopept idases  ( c a r b o ~ ~ p e p t i d a s e s  A e t  B, leucine-amino-peptidase, pro l inase ,  

p r o l i d a s e ) ,  s o i t  par  vo ie  chimique (dégradat ion dlEDMAN, par  exemple). 

Dans l e  second temps, on appl ique au glyco-amino-acide ou à son 

dé r ivé  l ' u n e  des techniques d 'hydrolyse de l a  f r a c t i o n  glycannique que nous 

avons d é c r i t e s  dans l e  paragraphe précédent ( v o i r  p. 41, ) de manière à par- 

v e n i r  à un compos6 c o n s t i t u é  uniquement par  l ' a s s o c i a t i o n  d'un ose  e t  d 'un 

ac ide  aminé. 

2' - Dégradation chimique 

a - Hydrazynolyse. MüRPHY (253) a d é c r i t  un procédé de  dégrada- 

t i o n  de l a  f r a c t i o n  pept id ique  des g lycopro té ines  par  l ' hyd raz ine  anhydre 

(à 1 0 0 g C ,  pendant 4 h )  q u i  coupe sélect ivement  l e s  fonc t ions  pept id iques  

e t  r e s p e c t e  l e s  fonc t ions  O-glycosidiques.  La méthode a é t é  appl iquée à l a  

mucine sous-maxi l la i re  ovine par  GRAHAM, MURPHY e t  GOTTSCHALK (254).  E l l e  a 

conduit  à 1' isolement de gnloctosaminideo de la  s4rine. 

b - Hydrolyse a l c a l i n e .  SPIRO (255) e t  CUNNINGHAM, FORD e t  SE- 

GREST (256) ont  t i r 6  p a r t i  de l a  s t a b i l i t é  des l i a i s o n s  O-hydroxy-lysyl-O>;& 

( v o i r  p.104) du co l lagene  pour dégrader t r é s  profondément par  la soude 

(0 , l  N, à 37OC, pendant 16 h ou 2 N ,  à 90°C, pendant 10 h )  l a  f r a c t i o n  pro- 

t é ique .  Ils ont  obtenu, de c e t t e  manière, l e  O-hydroxy-lysyl. 

LAMTORT (257)  a i s o l é  un O-hydroxy-prolyl-arabinoside parmi l e s  

p rodu i t s  de dégradat ion ba ry t ique  (ba ry t e  0 ,43  N ; 30°C ; pendant 8 h )  des 

pa ro i s  d e  Lycopers icon esculentum. 
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LE PROBLEME DU POINT D'ATTACHE SLYCANNE-PROTIDE 

DANS L'OVOPRTCOIDE 
1 

Au moment où nous avons r e p r i s  les travaux d'ADAM-CHOSSON, l e  

problème de l a  na ture  du point  d ' a t t ache  glycanne-protide dans llovomucoïde 

s u b s i s t a i t .  Pour l e  d é c r i r e  d'une manière préc ise ,  t e l  q u ' i l  se posai t  en 

1364, nous nous proposuns de r e t r a c e r  l ' évo lu t ion  qu'ont subie, au Labora- 

t o i r e ,  l e s  recherches e t  l e s  idées s u r  c e t t e  question. 

En 1963, MONTREUIL, BISERTE e t  CHOSSON (258) décrivent  l ' i s o l e -  

ment, par  chromatographie s u r  SE-cellulose, associée à l ' é lec t rophorèse  

prépara t ive  s u r  papier,  à p a r t i r  d 'hydrolysats  pronasiques dlovomucoTde, 

-pur i f i é s  s u r  échangeurs de ca t ions  e t  d'anions e t  s u r  Sephadex-, de 3 

glycoprotides (glycoprotides a P e t  y) dont l a  composition e s t  préc isée  4' 
dans l e  tableau 1 (p. 50.) .  

Rapidement l a  s t r u c t u r e  du composé p devint l e  problème de 

s t r u c t u r e  p r inc ipa l .  En e f f e t ,  l e s  quan t i t é s  de glycoprotides n e t  y dont 4 
disposaient  l e s  auteurs é t a i e n t  t r o p  f a i b l e s  pour q u ' i l s  puissent  envisa- 

ger une étude de s t r u c t u r e  complète. Toutefois ,  l a  na tu re  des acides aminés . 

engagés dans les l i a i s o n s  glycanne-protide de ces compos4s f u t  précisde : 

acide aspar t ique  dans l e  glycoprotide a ; acide aspar t ique  e t  cys té ine ,  4 
l i 6 e  par  une l i a i s o n  e s t e r  t r è s  a l c a l i - l a b i l e ,  dans l e  glycoprot ide y .  

Mais l e s  modalités même de l a  conjugaison e t  l a  na ture  des oses engagés 

dans c e l l e - c i  r e s t a i e n t  indéterminées. 

Dans l e  cas du glycopeptide p, l e s  r é s u l t a t s  é t a i e n t  ambigus e t  

p lus ieurs  schémas de s t r u c t u r e  fu ren t  successivement proposés par  ADAM- 

CHOSSON e t  a l .  

A l a  s u i t e  d'une premiere s é r i e  de recherches, MONTREUIL, BISERTE 

et CHOSSON ( 2 5 9 )  proposérent un schéma (Fig 18 a ; p. 51) dans lequel  l ' a c i d e  

aspar t ique  e t  l a  thréonine é t a i e n t  l ies  au même groupement glycannique, 

1 'ac ide aspar t ique ,  vraisemblablement par  une 1 ia ison "asparaginyl-glucosami- 

ne, l a  thréonine, par une l i a i e o n  éther-oxyde. En e f f e t  : 



Tableau 1 

Composition molaire en glucides e t  en acides aminés des glycoprotides u4, 

f3 et  y isolés des hydrolysats pronasiques de 1'ovomucoYde (ADAM-CHOSSON) 

(260) ;(MONTREUIL, BISERTE et CHOSSON) (261). 

Galactose 

Mannose 

N-acétylglucosmhe 

Ac ide N-acBtylneuraminique 

Ac ide aspartique 

Thréonine 

Cys t ine 



CH - CH3 

H2N - 1 
CH- COOH 

r 

( Glycanne 1 

( a )  

H2N- CH- COOH 

H N- CH - COOH 2 

Glycanne 

Figure 18 

I 
O 

J/ 
NH 

I I 



a - l ' a p p l i c a t i o n  du procédé de d in i t rophényla t ion  de SANGER 

conduisai t  au DNP-asprtique e t  à l a  DNP-thréonine, en proportions égales ; 

b - l a  carboxypeptidase e t  l 'aminopeptidase ne l i b é r a i e n t  aucun 

des ac ides  aminés ; 

c - l e  glycoprotide p é t a n t  s t a b l e  vis-à-vis de la soude, l ' a c i d e  

aminé n ' é t a i t  pas u n i  au glycanne par  une l i a i s o n  e s t e r .  

Associant ces r é s u l t a t s  à ceux q u i  concernaient l e  glycoprotide 

y, les auteurs  propos5rent deux schémas de s t r u c t u r e  de l'ovomucoïde (Fig.19 ; 

p. 53). 

Dans une seconde s é r i e  de travaux, ADAM-CHOSSON (2 621, ADAM-CHOS- 

SON et  MûNTREUIL (263), MONTREUIL, CASTIGLIONI, ADAM-CHOSSON, CANER e t  

QUEVAL (264) infirmaient  c e t t e  s t r u c t u r e  e t  proposaient l e  schéma b (Fig.18 ; 

p. 51) dans lequel  l a  thréonine d t a i t  a t tachée  à un glycanne par  une l i a i -  

son N-(@-aspartyl)-N-acétylglucosaminylaminique. 

En e f f e t  : 

a - l 'hydrolyse ac ide  p a r t i e l l e  du glycoprotide p (HC1 1 ,5  N ; 

100°C ; 1,5  h)  conduisai t  à une f r a c t i o n  BI , i s o l é e  par  électrophorèse 

prépara t  ive  s u r  papier .  Ce t t e  f r ac t ion ,  non réduct r ice ,  possède l a  compo- 

s i t i o n  molaire suivante : 

2 rés idus  de glucosamine 

1 r é s  idu d 'ac ide aspar t ique  

1 rés idu de thréonine 

b - l 'oxydation periodique de c e t t e  f r a c t i o n  é t a i t  sans ac t ion  

s u r  l a  thréonine,  c e  q u i  impliquait  l e  blocage de l a  fonction hydroxylée 

de c e t t e  derniSre.  Les auteurs parvinrent  de c e t t e  manière à l a  conclusion 

que l e  composé i3 1 é t a i t  un mélange de deux glyco-amino-acides : l a  N-(p- 

-aspartyl)-glucosaminylamine e t  l e  O-thréonyl-glucosaminide. 



Glycanne s 
Glycanne u 

1 Glycanne 1 
Figure 19 

Schémas de structure de 1 'ovomucoïde proposes par MONTREUIL, BISERTE et CHOSSON ( 2 6 5 )  . 



Dans son mémoire de thèse ,  ADAM-CHOSSON (266) concluai t  à l ' e x i s -  

tence, dans l'ovomucoïde de 4 chaînes glycanniques dont 2 6 t a i e n t  unies à l a  

proté ine  par  des l i a i s o n s  O-thréonyl-N-acétylglucosaminid e t  2 au t res  par  %- 
des 1 iaisons N-(f3-aspartyl) -N-acétylglucosaminylaminique ( ~ i ~ .  20 j p. 5 5 ) .  

Enfin, pour expliquer l a  présence des glycoprotides a f3 et  y 4' 
e t  en s e  fondant s u r  l a  composition en glucides de ces de rn ie r s  MONTREUIL, 

CASTIGLIONI, ADAM-CHOSSON, CANER e t  QUEVAL (2 67) e t  ADAM-CHOSSON (2 68) 

avaient  émis l 'hypothèse de l ' ex i s t ence  de t r o i s  glycoprotéines dans l e s  

préparat ions d ' ovomucoïde de FREDERICQ e t  DEUTSCH : 1 ' ovomucd2dc ."propre- 

ment d i t "  q u i  f o u r n i s s a i t  l e  glycoprotide ; l'allo-ovomucoïde q u i  donnait 

l e  glycoprotide y e t  l 'ovoglycoprotéine de KETTERER (269) q u i  conduisa i t  au 

glycoprot ide  a 4 ' 

Tel  é t a i t ,  au Laboratoire 1 ' é t a t  des travaux concernant 1 l ovo- 

mucoXde au moment où nous avons coranencc2 nos recherches. Très rapidement, 

nous £Ornes amené à remettre en ques t ion  l ' ex i s t ence  des l i a i s o n s  O-thréonyl- 

glycosidiques a i n s i  que l'homogénéité des glycoprotides a f3 et y, s u r  l a  4' 
base des r é s u l t a t s  su ivants  : 

1 - La subs t i tu t ion  de l a  chromatographie q u a n t i t a t i v e  des ac ides  

aminés par  l'Auto-Analyseur Technicon aux méthodes peu sens ib les  de l a  chroma- 

tographie e t  de l ' é lec t rophorèse  s u r  papier  employées par ADAM-CHOSSON e t  

a l . ,  nous montra que l a  composition des glycoprotides a f3 e t  y n ' & t a i t  
4' 

pas simple. C e t t e  observation f u t  à l a  base de no t re  démonstration de 

l ' ex is tence ,  dans l e s  hydrolysats  pronasiques dlovomucoïde de FREDERICQ e t  

DEUTSCH, de 10 glycoprotides e t  non de 3. 

2 - Les recherches q u i  avaient  conduit à l a  conclusion q u ' i l  

e x i s t a i t  des l i a i s o n s  O-thréonyl-glycos idiques reposaient  uniquement su r  

l ' ana lyse  du produit  de l 'hydrolyse a c i d e  p a r t i e l l e  du glycoprotide 8 
(Composé 1 ) .  D'après l e s  auteurs,  il s ' a g i s s a i t ,  corne nous l 'avons 

p réc i sé  plus haut ,  d'un mélange de O-thréonyl-glucosaminide e t  de N-(p- 

-aspartyl)-glucosaminylamine. O r ,  les premiers r é s u l t a t s  que nous avons 



Asp . . Thr 
I 

Figure 20 

Schéma hypothétique propos4 par  ADAM-CHOSSON .pour La 

structure de  l'ovomucoïde. 

- - -  Liaisons hydrog8ue. 



obtenus dès 1 'appl ica t  i m d e  procédés plus p r é c i s  in£  irmèrent c e t t e  conclu- 

s ion.  En e f f e t , :  

a - L'appl ica t ion  de l a  méthode de d in i t rophényla t ion  de SANGER 

fourn i t ,  c e r t e s ,  l e  DNP-aspartique e t  l a  DNP-thréonine en proportions équi- 

molaires,  mais l e  dosage des ac ides  aminés l i b r e s  dans l e s  hydrolysats 

chlorhydriques des DNP-glycopeptides, -dosage q u i  n ' a v a i t  pas é t é  e f f e c t u é  

dans l e s  expériences antér ieures- ,  montre l ' e x i s t e n c e  d 'acide aspar t ique  et 

de t h r é o ~ i i n e  en proport ions Ciquimolaires ( v o i r  p. 150). La composition des 

hydrolysats  chlorhydriques des DNP-glycopeptides @ n ' é t a i t  donc pas : 

DNP-aspartique + DNP-thréonine ( 1  : 1 )  

mais devenait : 

DNP-aspartique + DNP-thréonine + aspar t ique  + thréonine ( 1 : l : l : l ) .  

b - Ltoxydat ion periodique ne l a i s s e  pas i n t a c t e  l a  thréonine, 

mais en d é t r u i t  environ l a  moi t ié  (vo i r  p. 152). 

c - Des N-acétylosaminidases spéci f iques  sont  sans ac t ion  su r  l e  

composé PI N-rCiocQtylé (+). 

d - La soude n e  détache pas de glycanne de l'ovomucoTde n a t i f  

(vo i r  p.162). Rappelons, à c e  s u j e t ,  que l ' app l i ca t ion ,  aux glycoprotéines, 

de l a  r éac t ion  de "p-élimination" e s t  pos tér ieure  aux r é s u l t a t s  dtADAM- 

CHOSSON e t  cmtemporaine du début de nos travaux. 

C e s  observations pré l iminai res  ont é t é  à l r o r i g i n e  de l a  décis ion  

que nous avons p r i s e  de me t t r e  au point  ou d 'appliquer d 'aut res  procédés p lus  

sens ib les  e t  plus p réc i s ,  à l ' explora t ion  du point  d ' a t t ache  ;lucide-protide 

dans l e s  glycoprotéines. En outre,  nous avons posé en hypothèse de t r a v a i l  

- --  - - -- - - 

(+) Ces réact ions  ont  é t é  ef fec tuées  dans l e  Laboratoire de Monsieur l e  
Professeur J. M. GHUYSEN à q u i  nous adressons nos t r è s  v i f s  remercie- 
ments. 



que l a  meil leure preuve que nous pourrions appor ter  à de t e l l e s  détermina- 

t ions  Bta i t  dl i s o l e r ,  parmi l e s  produi ts  de l a  dégradation profonde de 

1 ' ovomuco~~de, les deux par tenai res  dans l a  1 ia i son  glycanne-prot ide  : un 

ose l i é  à un ainino-acide. 

Dans l e  cas  p a r t i c u l i e r  de 1 'ovomuco-tde, il s ' a g i s s a i t  e s sen t i e l -  

lement pour nous de demontrer s i  l a  N-(f3-asparty1)-glucosaminylamine et l e  

O-thréonylglucosaminide pouvaient coex i s te r  dans le  "composé" . Pour 

parvenir  à c e  but, il é t a i t  indispensable de connaftre l a  s t a b i l i t 6  des 

l i a i s o n s  de ces composés vis-à-vis de l ' a c i d e  chlorhydrique 1,5 N, à 100°C, 

pendant 1,5 h e t  l e u r  comportement électrophorét ique dans les systèmes- 

tampons u t i l i s é s  pour i s o l e r  l e  composé BI (vo i r  p.155 ). 

Le premier chapPtre de 11expos6 de nos travaux personnels con- 

cernera donc l e s  p ropr ié tés  des O-sgryl e t  O-thréonyl-@-N-ac~tylglucosaminides, 

dont nous avons é té  amené à r é a l i s e r  l a  synthèse, e t  de l a  N-(f5-aspartyll- 

-N-ac6tylglucosaminylamine. 



T R A V A U X  P E R S O N N E L S  



11 RECHERCHES SUR LES CONJUGUES Il 
GLUCOSAMINE-AMINO-ACIDE 

ET SUR LEURS DERIVES 
1 

1 - RECHERCHES 
SUR LA 

N-(p-L-ASPARTYL)-N-ACETYL-GLUCOSAMINYLAMINE 

L'existence d'une liaison N-(p-L-asparty1)-N-acétylglucosaminyl- 

amine entre glycannc et protéine dans les glycoprotéines a été suggérée pour 

la première fois par YAMASHINA et MAKINO (270) sur la base des résultats 

fournis par l'étude des glycopeptides de l'ovalbumine. En particulier, l'hy- 

drolyse acide des aspartyl-glycannes libérait une mole dlananoniac par mole 

d'acide aspartique. Pour expliquer ce résultat, les auteurs proposèrent les 

deux~6mas de liaison glycanne-ac ide aminé suivants : 

Glucosamine - O - C - 
1 CH2 - 7H-CooH Schéma 1 

NH NH2 Type imino-éther 

Glucosamine NH- C H 2  CH2- CH - COOH 
1 Schéma II 

NH2 Type amide 

Rapidement, les mêmes auteurs démontrsrent la r6alité du ~chéma 

II en comparant les proprietés physico-chimiques du composé obtenu par hydro- 

lyse acide partielle (HC~ 2 N ; 100°C ; 1 h) de llaspnrtyl-glycanne de lloval- 

bumine avec celle de la N-(P-L-asparty1)-N-acétyl-glucosaminylamine préparée 

par synthèse chimique (YAMASHINA, BAN-1 et: WKINO) (270 bis). 

Simultanément, MARKS, MARSHALL ct NEUBERGER (271) parvinrent la 

même conclus ion. 

Depuis, plusieurs procédés de synthèse de la N-(f3-L-aspartyll-N- 

acétylglucosamine ont été proposés par TSUKAMOTO, YAMAMOTO et MIYASHITA (2721, 

YAMAMOTO, MIYASHITA et TSUKAMOTO (273), MARSHALL et NEUBERGER (2741, 



YOSHIMiJRA e t  HASHIMOTO (275), YAMASHINA, MAKINO, BAN-1 e t  KOJIMA (2761, 

BOLTON e t  JEANLOZ (277), BOLTON, HOUGH e t  KHAN (278) e t  par KOCHETWV, MO- 

LOTSOV e t  DEREVITSKAYA (279). En outre,  plusieurs procéd6s de préparation 

du composé 8 p a r t i r  de l 'aspartyl-glycanne de l'ovalbumine ont Q t é  déc r i t s  : 

par hydrolyse acide p a r t i e l  l e  (MARSHALL et NEUBERGER (280) ; BOGDANOV, 

KAVERZNEVA e t  ANDREJEVA (281) ; YAMAMûTO e t  TSüKAMOTO (282)) e t  par dégrada- 

t i o n  récurrente  de SMiTH (MAKINO e t  YAMASHINA) (283) (voir  p.47 ). 

Les propriét6s de l a  N-(fi-aspartyl)-N-acétylglucosamine sont bien 

connues. Nous l e s  avons rassemblées dans l e  Tableau II (p. 61). On trouvera, 

en outre, l e s  ca rac té r i s t iques  des spect res  dans l ' infra-rouge dans l e s  

mémoires de YAMASHINA, BAN-I e t  MAKINO (284), de BOGDANOV, KAVERZNEVA e t  

ANDREJEVA (285), de TSUKAMûTO, YAMAMOTO e t  MIYASHITA (286) e t  de YAMAMOTO, 

MIYASHITA e t  TSiJKAMûTO (287), 

Grace à l 'obligeance des Professeurs YAMASHINA, MARSHALL e t  NEU- 

BERGER, -auxquels nous exprimons no t re  reconnaissance-, nous avons pu dispo- 

ser d'échanti l lons de N-(f3-L-asparty1)-N-ac6tylglucosaminylamie pour effec- 

t ue r  nos expérimentations. Cel les-c i  ont uniquement porté 1 )  su r  l a  s t a b i l i -  

t é ,  dans l e s  conditions d'hydrolyse acide  p a r t i e l l e  que nous appliquions 

aux glycoprotides, e t  2 )  sur  l e  comportement chromatographique e t  é lec t ro-  

phorétique a) du compos6 n a t i f  e t  N-désacétylé, b) des PTH-dérivés du cm- 

posé n a t i f  et N-désacétylé, c )  du "Composé p 1 " d'ADAM-CHOSSON (voir  p.155) .  

A - STABILITE EN MILIEU ACIDE DE LA N-($-ASPART!&)-N-ACETYLGLUCOSAMZNYUMINE 

Nous avons Btudié l ' ac t ion ,  su r  l e  composé e t  su r  son PTH-d6rivé 

préparé dans les condit ions décr i t e s  à la page 142 , de l ' a c ide  chlorhydrique 

1,s N B 100°C pendant des temps var ian t  de O à 2 h. Les hydrolysats ont 6té 

soumis à l ' ana lyse  électrophorétique 8 pH 3,9 (voir  ci-dessous ; paragraphe 2).  



Tableau II 

Propriétés physiques de la N-($-L-asparty1)-N-acétylglu~osamin~lamine. 

POINT DE FUSION 

1 - Compos6 cristallis6 "anhydre" (en aiguilles) dans 1'6thanol aqueux à chaud 

255 - 266°C (TsUKAMOTO et al. (288) ; YAMAMDTO et al. (289) ; YAMASHINA et - - - 
al. (290)). - 

2 - Composé cristalle avec 1 H20 (en plaquettes) dans lt6thanol aqueux froid 
215 - 223'~ (Références préc6dentes ; MARKS et coll. (291) ; YAMAMOTO et alg 

(292) ; MARSHALL - et al. (293)). 

2o0°C (BOGDANOV - et al. ) (294) . 
POWOIR ROTATOIRE 

1 - En solution dans l'eau 
~~mpos6"anhydre" : + 22;4"8 26,04 (TSUKAMOTO - et al. (295) ; YAMAMOTO - e t  al- (296) et 

YAMASHINA et al. (297)). - 
Compose 8 1 H20 : + 18:6 à 23:7 (Références précedentes ; MARSHALL et al. (298) ; 

BOGDANOV - et al, (299). 

2 - En solution dans HC1 2 N 

Composé à 1 H20 : + 25) 7 (MARSHALL et al, ) (300) . 



Résul ta ts  : 

a .  - La N-d6sacétylation du composé n a t i f  est t o t a l e  au bout de 

45 m. 

b. - L'hydrolyse du composé n a t i f  est t o t a l e  eu bout de 2 à 3 h. 

c. - Dans l e  PTH-dérivé, a u s s i  bien l a  fonction acétamido- que 

l a  fonction glycosylamine sont un peu plus s t a b l e s  : l a  N-désacétylation e s t  

complete au  bout d'environ 2 h ; l 'hydrolyse t o t a l e  n ' e s t  e f f e c t i v e  qu'après 

environ 4 h, 

Conclusions : 

Dans l e s  condi t  ions d'hydrolyse ac ide  p a r t i e l l e  que nous appl i- 

quons aux glycoprot ides,  pers is t e  dans l e s  hydrolysats , l a  N- (f3-asparty1)- 

glucosaminylamine, Les meil leurs rendements sont  obtenus avec l e s  PTH-aspar- 

tyl-glycannes dont les hydrolysats,  e f fec tués  dans l e s  condit ions pr6cédentes, 

renferment, à l a  f o i s ,  l e s  PTH-dérivés de l a  N-(6-L-aspartyll-glucosaninylarnine 

et de son produit de N-désacétylation. 

B - COMPORTEMENT CHROMATOGRAPHIQUE ET ELECTROPHORETIQUE DE LA N-(f3-L-ASPAR- 

TYL)-N-ACETYLGLUCOSAMINYLMINE ET DE SES DERIVES 

Nous avons étudié l e  comportement chrmatographique e t  é lec t ro-  

phoretique, -dans les systèmes-solvants ou dans les tampons u t i l i s é s  par 

ADAM-CHOSSON et al.-, des composés dOcrits dans l e  Tableau III (p. 631, sus- 

cep t ib les  de se trouver dans l e s  hydrolysats acides p a r t i e l s  d taspar ty l -  

glycannes ou de PTH-aspartyl-glycannes. Dans tous les cas, nous avons u t i l i -  

sé pour rév6 le r  l e s  composés des r é a c t i f s  à l a  ninhydrine, à l ' oxa la te  d'ani- 

l i n e ,  à l ' a c i d e  periodique-benzidine, à l l a z o t u r e  de sodium-iode et  l e  réac- 

t i f  d'ELSON et MORGAN d é c r i t s  dans l'Appendice technique (vo i r  p. 211). 

1" - Mode opéra toi re  

a - Chromatographie s u r  papier  

Nous avons employé l e  système-solvant : n-butanol/acide acétique/ 



Tableau III 

Comporternent chromatographique et électrophorétique de la N-($-L-asparty1)-N-acétyl- . 
-glucosaminylamine et de ses dérivés. 

Composés 

(a) Migration relative à 1 'acide aspartique. 
(b) Rapports de la distance qui sépare l'acide aspartique du compose & la distance qui sépare l'acide aspartique de 

la glucosamine, 
(cl Yoir'Appcndice'tochnique.(p. 1211 
(d) Coloration : blanc sur fond bleu. 
(e) Coloration : blanc sur fond brun. 
C f )  Voir p. 52 . 
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eau (4:1:5); s-ir papier Whatman nO1. La chromatographie descendante e s t  

prolong6e pendant 36 h. 

b - ElectrophorBso .sur papier . 

Les séparations électrophorétiques ont é t é  effectuees s u r  papier 

Arches 304 dans les conditions suivantes : cuve "en t o i t "  ; 10 V/cm, 

pendant 4 h ; solut ion tampon pH 3,9 de MICHL (301) : pyridine/acide acet i -  

que/eau (3: 10: 387). 

2O - Résultats 

Les rGsultats que nous avons obtenus sont xassembl6s dans l e  

Tableau III (p. 63) e t  i l l u s t r é s  par l a  f igure 24 (p , lûû) .  Nous pouvons l e s  

résumer de l a  tuanière suivante : 

a - En électrophorèse, l a  N-(J3-asparty1)-N-acétylglucosiuninylamine 

se compotte comme un compost5 neutre. Au contraire,  son produit de N-ddsacdty- 

l a t i on  possède une migration cathodique qui  e s t  nettement inf6rieure à c e l l e  

de l a  glucosamine e t  qu i  e s t  identique B c e l l e  du "Ccmpos6 d1ADAM- 

CHOS SON. 

b - La chromatographie su r  papier fournit  d'excellentes sépara- 

t ions ,  sauf dans l e  cas du "Composé f3 " d'ADAM-CHOSSON qui  donne des 
1 

taches mal déf hies e t  des "traûlées" chromatographiques , 

c - Certains r eac t i f s  donnent des colorations spécifiques. Les 

plus intéressantes sont ce l l e s  que fournissent : 

a - Les r éac t i f s  à l a  ninhydrine : coloration gris-bleu, identique à c e l l e  

que donne 1 'asparagine, avec l e s  "asparaginyl-dér ivésl' (voir, à ce  propos, 

FLETCHER, MARSHALL et NEUBERGER) ( 302 ) ; 

$ - Le rdac t i f  dlELSON e t  MORGAN : coloration jaune avec l e s  compos4s renfer- 

mant de la glucosamine eonjugude. 

Dans l e  cas du "Composé $ " d'ADAM-CHOSSON, l a  coloration pourpre 
1 

obtenue a v c ~  l e  r éac t i f  a l a  ninhydrine n 'cet  pas incompatible avec l a  co- 

existence d ' "nsparaginyl-glucosasnine" (N-(+aspartyl)-glucosaminylamine) e t  



du O-thréonylglucosaminide, l a  colorat ion donnée par ce lu i -c i  in terférant  

avec c e l l e  que fourn i t  l e  composé précédent. 

C - CONCLUSIONS 

Les conclusions générales que nous pouvons t i r e r  de l 'étude de 

l a  s t a b i l i t é  en milieu acide e t  du comportement chromatographiquc e t  Blectro- 

phorétique que nous avons effectuée, à l a  fois ,  su r  l e  "Composé f3 *d1ADAM- 
I 

CHOSSON st s u r  la N-(J3-asparty1)-N-acétylglucosaminylamine e t  ses dérivés, 

sont l e s  suivantes : 

l0 - Dans l e s  condit ions de dégradation acide du glycoprotide $ de l'ovomu- 

coïde, l a  N-(g-aspartyll-glucosaminylamine peut parfaitement ê t r e  présente 

parmi les produits d'hydrolyse. 

Z 0  - La N-(f3-asparty1)-glucosaminylamine peut effectivement ê t r e  l 'un des 

const i tuants  du 1'Compos6 f3 1" d 'ADAM-CHOSSON - e t  a l .  comme 1 'avaient suggére 

ces auteurs, l ' au t r e  composé é tan t  a lo rs ,  comme nous l'avons vu, (voir  p. 54 1, 
l e  O-thréonylglucosaminide. Pour v é r i f i e r  c e t t e  hypothese, nous avons pré- 

paré c e  dernier  é t  é tudié  s a  s t a b i l i t é  en milieu acide e t  son comportement 

chromatographique e t  électrophorétique afin de les comparer à ceux du 

"Composé PI d'ADAM-CHOSSON. 



2 - RECHERCHES 
1 SUR LES 1 ( O-SERYL ET O-THREONYL-@-N-ACETnGLUCOSAMINIDES I 
l MECANISME DE LA "p-ELIFïINATIONt1 l 

1 - SYNTHESE DES O-SERYL ET ----------- 
O-THREQNYL-fi-N-ACETYLGLUCOSAMINIDES 

----------- 

La synthèse des p-N-acétylglucosaminides des hydroxy-amino-acides 

@érine et thrdonine a camport6 les 4 étapes suivantes, que nous avons illus- 

trges par la figure 21 (p. 671.: 

Erape 1 : Synthese de l'anomère p du 2-acétamido-0-1,3,4,6-tétra-acétyl-2- 
déoxy-D-glucopyrannose (O-peracétyl-~-acétyl-~-glucosamine). 

Etape 2 : Passage à llanom&re a du 1-chloro-2-acétamido-0-3,4,6-triacétyl- 

2-déoxy-a-glucopyrannose (a-chloro-0-perac6tyl-N-acétylglucosamine). 

Etape 3 : Synthèse des esters benzyliques des O-(N-carbobenzoxy)-L-séryl et 

L-thréonyl-O-peracétyl-j3-N-acétyl-D-glucosaminides par condensa- 

tion de l'a-chloro-0-peracétyl-N-acétylglucosamine avec le dQrivé 

"N-carbobenzoxylé" des f3-hydroxy-a-amino-ac ides. 

Etape 4 : N-décarbobenzoxylation et débenzylation des esters benzyliques des 

O-(N-carbobenzoxy) séryl- et thréonyl-0-peracétyl-p-N-acétylgluco- 

saminicles. 

Etape 5 : O-désacétylation des séryl- et thréonyl-0-peracétyl-f3-N-acétylglu- 

cosaminides. 



Chlorhydrate de D-glucosamine 

I 
O - CH- CH- CO -Benzyle 

Ac0 

O-L-séryl (ou t-the6npgf) 
P-N-acityl-&lucosaminide 

Figure 21 

Schéma de la synthese des O-seryl et O-thr~onyl-~-N-acCty1-D..glucosaminides. 



ETAPE 1 

PREPARATION DE LA O-PERACETYL-N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE --- - 

A l a  s u i t e  de l ' é t u d e  b ib l iographique  concernant l a  prépara t ion  

de l a  l'peracétylglucosamine", à l a q u e l l e  nous nous sommes l i v r é ,  nous avons 

r e t enu  l e s  procédés de JONES e t  a l .  ( 3 0 3 ) ~  FINDLAY e t  a l .  (304) q u i  

son t  l e  p lus  couramment appl iqués par  l e s  au t eu r s  e t  nous l e s  avons soumis 

à une é tude  c r i t i q u e  po r t an t  pr incipalement  s u r  l e  rendement e t  s u r  l a  

p u r e t é  de l a  "peracétylglucosamine" obtenue à la s u i t e  de l a q u e l l e  nous 

avons adopté un pro tocole  expérimental q u i  améliore l e  rendement des  métho- 

des  précédentes .  

A - mDE OPERATOIRE 

1 - PROCEDE DE JONES et. al. (305) 

a - Pr inc ipe .  La glucosamine e s t  peracé ty lée  par  l ' anhydr ide  

acé t ique  en présence de ch lo ru re  de z i n c  à 70-80°C. L'anhydride en excès e s t  

n e u t r a l i s é  p a r  l e  b icarbonate  de sodium e t  la peracétylglucosamine e s t  pré- 

c i p i t é e  par  a d d i t i o n  d'eau d i s t i l l é e .  On o b t i e n t ,  dans c e s  cond i t  ions  expé- 

r imenta les ,  1' "acétyl-anomère" p.  

b - Technique. 36 g de c h l o r u r e  de z inc  anhydre finement pulvér i -  

s é  sont  d i ssous  dans 250 m l  d 'anhydre acé t ique .  A l a  s o l u t i o n  maintenue au 

bain-marie e n t r e  70" e t  80°C, on a j o u t e  en 10 mn, par  p e t i t e s  p o r t i o n s  e t  

sous a g i t a t i o n  cons t an te  30 g de ch lo rhydra t e  de  glucosamine préalablement 

séché  sous v ide .  

Après d i s s o l u t i o n  complète, l a  s o l u t i o n  rouge-brun obtenue e s t  

v e r s é e  s u r  400 g environ de g lace  p i l é e  e t  a g i t é e  pendant 5 m. La préc ip i -  

t a t i o n  de l a  "peracétylglucosamine" e s t  e f f e c t u é e  en n e u t r a l i s a n t  l e  mélan- 

g e  par  l ' a d d i t i o n  prudente d'une q u a n t i t é  c a l c u l é e  de b icarbonate  d e  sodium 

(388,5 g), en présence de quelques m i l l i l i t r e s  de n-octanol pour é v i t e r  au 

maximum l a  formation d'une mousse abondante. 



Le mélange e s t  abandonné pendant 15 heures à O°C. Le p r é c i p i t é  

qu i  s' est formé e s t  lavé p lus ieu r s  f o i s  s u r  f i l t r e  avec de l ' eau  g lacée  a f i n  

d 'él iminer l e  ch lo ru re  de z inc  e t  11ac6 ta te  de sodium produit au cours de la 

réact ion .  Le p r é c i p i t 6  e s t  e n s u i t e  l y o p h i l i s é  ou séché sous vide, à l a  t a -  

péra ture  du l abora to i re ,  en présence de soude. 

Pur i f i ca t ion  de l a  peracétylglucosamine. Le  p r d c i p i t é  est dissous à f r o i d  

dans l a  quan t i t é  minimale de chloroforme pur. On a j o u t e  ensu i t e  de l t 4 t h e r  

de p 6 t r o l e  jusqu 'à 1 'appar i t ion  d'un louche et  on achève l a  p r é c i p i t a t i o n  

en maintenant l e  mélange à + 4°C  pendant 18 à 24 h. 

2 - PROCEDE DE FINDLAY, LEVW e t  MARSH 

a - Principe .  Le pr inc ipe  e s t  identique à c e l u i  de l a  méthode 

précddente à l a  d i f f é rence  près  que l a  peracéty la t ion  est ef fec tuée  à plus 

basse temperature (45-50°C) e t  que l ' excès  d'anhydride acé t ique  e s t  n e u t r a l i -  

sé  par  l a  soude. 

b - Technique. 20 g de chlorhydrate de glucosamine anhydre sont  

a joutés ,  en 30 mn, sous a g i t a t i o n  constante a une so lu t ion  de 16,6 g de 

chlorure  de zinc anhydre dans 106 m l  d'anhydride acé t ique .  La température 

du mélange e s t  maintenue à 45-50°C pendant t o u t e  l a  durée de l ' opé ra t ion  e t  

jusqu'à d i s so lu t ion  complète de l a  glucosamine. 

Ln s o l u t i o n  obtenue e s t  versée  dans un volume égal  de g lace  p i l é e ,  

sous a g i t a t i o n ,  e t  l e  mélange e6-t mainteau h. basse temp4rhtyra perdant 10 mn. 

On a j o u t e  ensu i t e  g o u t t e  gout te ,  en 30 mn, une so lu t ion  de soude (64 g de 

soude en p a s t i l l e s  dans 200 m l  d'eau d i s t i l l é e ) .  L e  mélange e s t  constamment 

a g i t é  et  maintenu e n t r e  40 e t  50°C. La p r é c i p i t a t i o n  de l a  "peracétyigluco- 

samine" e s t  obtenue en maintenant l e  m6lange pendart 18 h à 0 ° C .  Le préc ip i -  

t é  e s t  f i l t r é  s u r  entonnoir de Büchner etd6bmrnsrs;édes s e l s  en excès par  

un lavage soigneux B l ' eau  d i s t i l l é e  g lacée ,  11 e s t  ensu i t e  sQché comme 

précédemment. 



Pur i f i ca t ion  de l a  peracétylglucosamine. Bien que l 'halogénation de l a  per- 

acétylglucosamine pu i s se  ê t r e  ef fec tuée ,se lon FINDLAY e t  c o l l .  (306), s u r  

un produit relat ivement impur, nous avons é t é  amené à p u r i f i e r  c e r t a i n e s  

de nos préparat ions a f i n ,  d'une par t ,  de déterminer l e s  constantes physico- 

chimiques d'un produit  p u r i f i é  e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  de v é r i f i e r  l 'observat ion  

pr6cédente de FINDLAY e t  c o l l .  Le mode opéra to i re  est identique à c e l u i  que 

nous avons d é c r i t  ci-dessus. 

c - Commentaires. Une expérience prolongée de l a  méthode de 

FINDLAY e t  c o l l .  nous permet de p réc i se r  quelques d é t a i l s  techniques dont 

l ' a p p l i c a t i o n  augmente sensiblement l e  rendement des r é s t i o n s  : 

1. - Le m a t é r i e l  e t  l e s  produi ts  u t i l i s é s  doivent être anhydres. 

2. - Une add i t ion  tres r é g u l i è r e  de l a  glucosamine dans l e  mi l ieu  

réac t ionnel  et une a g i t a t i o n  constante de c e  dernier  améliorent considérable- 

ment l e s  rendements. 

3.  - Le ch lo ru re  de zinc en excès d o i t  ê t r e  éliminé avant de 

ve r se r  l a  so lu t ion  s u r  l a  g lace  p i l ée .  Dans l e  cas  con t ra i r e ,  l e  p r é c i p i t é  

de peracétylglucosamine s e  prend en une masse de consistance gommeuse, due 

probablement à l a  formation d'hydrate de zinc e t  l e s  rendements diminuent 

notablement. 

4. - L'addi t ion  de l a  so lu t ion  de soude e s t  interrompue quand l e  

mi l ieu  réact ionnel  présente  un t rouble  p e r s i s t a n t .  Nous avons observé que l e  

pH de l a  so lu t ion  a t t e i g n a i t  a l o r s  une va leur  de 4 à 5. Au de là  de ce pH, 

il appara t t  un p r e c i p i t é  jaunat re  qu i  s e  présente,  comme dans l e  c a s  précé- 

dent,  sous l a  forme d'une masse gommeuse dont l ' e x t r a c t i o n  conduit à des . 

rendements d é r i s o i r e s  . 



3 - PROCEDE PERSONNEL 

a - Principe.  Nous avons considérablement amélioré l e s  ronde- - 
ments en peracétylglucosamine en mettant  au point  un mode opéra to i re  q u i  est 

un compromis e n t r e  ceux de JONES et de FINDLAY. Nous avons modifié les con- 

d i t ions  de température de l a  manière su ivante  : au l i e u  d 'opérer  d'emblée B 

70°C, comme dans l e  procédé de JONES, par  exemple, nous fa isons  r é a g i r  l 'an-  

hydride acé t ique ,  d'abord & 45'C, comme dans l e  procédé de FINDLAY, puis  à 

55 - 60°C, pour terminer par  un cour t  maintien à 90°C. En out re ,  nous neu- 

t r a l i s o n s  l 'anhydride acé t ique ,  & O°C, par  l e  bicarbonate de sodium, conune 

dans la méthode dc JONES, e t  non par l a  soude q u i  in t rodu i t  un r i sque  de 

O-désacétylation. 

b - Technique. 50 g de ch lo ru re  de z inc  anhydre, finement pulvé- 

r i sé ,  sont  dissous dans 320 m l  d 'anhydride acét ique,  en maintenant l a  tempé- 

r a t u r e  au bain-marie a 4S°C. A la so lu t ion  obtenue, on a joute ,  -en 30 mn 

environ, de facon continue, e t  en l a i s s a n t  l a  température s ' é l eve r  à 55 - 60%-, 

60 g de chlorhydrate de glucosamine finement pulvér isé  e t  préalablement séchd 

sous vide. Aprks complète d issolu t ion ,  l a  température du mélange e s t  portée,  

au bain-marie, à 90°C, jusqu'à 1 ' appar i t ion  d'une t e i n t e  légérement brune 

( 5  à 10 mn) .  La so lu t ion ,  r e f r o i d i e  à 60°C, est versée, sous a g i t a t i o n  con- 

t inue ,  s u r  un mdlangc de g lace  p i l é e  (750 ml) e t  de bicarbonate de sodium 

(390 g) . La température a t t e i n t  a l o r s  - 10°C environ. La p r é c i p i t a t i o n  de , 

l a  peracétylglucosamine commence B se s tade .  On l a i s s e  reposer l e  mélange 

pendant 18 h à 4OC. Le p r é c i p i t é  blanc formé e s t  r e c u e i l l i  s u r  un entonnoir 

de Buchner, et dissous dans l e  minimum de chloroforme. La phase organique 

est lavée deux f o i s  avec un volume Qgal  d'eau d i s t i l l é e ,  à 2OC et deshydra- 

t é e  par a g i t a t i o n  avec du s u l f a t e  de magnésium anhydre, E l l e  e s t  ensu i t e  

concentrée à un f a i b l e  volume. La peracétylglucosamine e s t  finalement repré- 

c i p i t 6 e  par  l ' add i t ion  d ' é the r  de pé t ro le .  

Nota. La pure té  des prépara t ions  e s t  systématiquement con t ra lée  par chroma- - 
tographie s u r  couche mince de S i l i c a g e l ,  dans l e  système-solvant de TATE et 

BISHOP (307) modifié (benz~ne/méthanol/chloroforme) (92:8:2). La révé la t ion  

est ef fec tuée  par l ' a c i d e  sul fur ique  e t  par l e  r é a c t i f  à l'hydroxylamine 



fe r r ique  de TATE e t  BISHOP (308) (Voir Appendice technique ; p.211). En 

outre ,  l e  dosage des radicaux a c é t y l  est ef fec tué  par  d i f f é r e n t s  procédés 

q u i  sont  d é c r i t s  dans l'Appendice technique (p.211). 

c - Commentaires. L 'applicat ion de c e  procédé nous a toujours 

conduit à un rendement s a t i s f a i s a n t  que l ' on  peut a t t r i b u e r  aux raisons 

suivant  es : 

1. - La solut ion de chlorure  de zinc dans l 'anhydride acétique, 

maintenue à 4!j0C, ne bruni t  pas, e t  ne sub i t  qu'une réac t ion  secondaire de 

décomposition 1 imitée. 

2. - L'élévation spontanée de l a  température pendant l ' add i t ion  

de chlorhydrate de glucosamine et l e  maintien de l a  s o l u t  ion aux environs de 

55 - 60°C permet une peracétyla t ion rapide. Le m6lange réact ionnel  r e s t e  

jaune c l a i r  pendant tou te  l a  manipulation, indiquant que l e s  dégradations 

sont minimales. 

3. - La peracétylglucosamine e s t  plus s t a b l e  dans l e  milieu réac- 

t ionnel  que l e  chlorhydrate, e t  l e  trai tement à 90°C, en f i n  d'expérience, 

permet l ' i nvers ion  d e  l'anomère a en anomère p qui  s e  forme pré fé ren t i e l l e -  

ment à c e t t e  température. 

4. - La n e u t r a l i s a t i o n  par un mélange de g lace  e t  de bicarbonate 

de sodium, permet d ' év i t e r  l a  mousse e t  r édu i t  au minimum l e s  réact ions  

d'hydrolyse des 1 iaisons e s t e r s  . 

B - RESULTATS 

Nous avons rassemblé, dans l e  tableau I V  (p. 731, l e s  r é s u l t a t s  

concernant, d'une p a r t ,  l e s  rendements que nous avons obtenus e t ,  d ' au t re  

p a r t ,  les pr incipales  propr ié tés  des préparat ions que nous avons effectuées.  

Nous pouvons les résumer de l a  maniàre suivante : 

1 - Après 3 ou 4 t en ta t ives  d 'appl ica t ion du proc6dé de JONES et  a l . ,  nous 

avons renoncé à son emploi c a r  une seule  préparation nous a fourni  un compo- 

s é  c r i s t a l l i s 0 ,  avec un rendement t r è s  f a ib le .  



Tableau I V  

Rendement e t  p r o p r i é t é s  de p répa ra t ions  de "peracétylglucosamine" obtenue pa r  les 

procédés de JONES e t  a l .  (3091, de FINDLAY e t  a l .  (310) e t  par  une méthode personnel le .  - - 
1 1 .  1 1 Nombre de 1 

JONES e t  a1.(311) - 

Procédés de p répa ra t ion  

R é s u l t a t s  de JONES e t  a l .  
d é r i v é  a-acéto 
d é r i v é  f3-acéto 

R é s u l t a t s  personnels  1 11,l 1 +15' 1 138OC 1 1 

Rendement s 
(en  p.100) 

FINDLAY e t  a l .  (312) 

" P r é c i p i t é  l yoph i l i s é "  

R é s u l t a t s  de FINDLAY e t  a l .  

R é s u l t a t s  personnels  

f 

[ a l I l  25 (+> 

11,L à 27,6 
(moyenne : 20 p.100) 

P. F. 

Prépara t  ion n o  1 
Prépa ra t ion  n02  
P répa ra t ion  n 0 3  
Prépara t ion  no4 
Prépar  a t  ion n 5 

r é s  idus 
"O-acétgl" 

(*> 

P r é c i p i t é  r e c r i s t a l l i s é  

Procédé personnel  
P répa ra t ion  n O 1  

3 à 12 
(moyenne : 10 p .  100) 

W 

(ft) L a  technique de dosage des "O-acétyl" e s t  d é c r i t e  dans l 'Appendice ( p . 2 1 1 ) .  

P repa ra t ion  no 2 
P répa ra t ion  n03  
P répa ra t ion  n04  

- 

(+) En s o l u t i o n  chloroformique Y 

50 
5 5 
90 

- 4,3  à 5 

+ 17" 
+ 20" 
+ 26" 

16gUC 
171°C 
168°C 

4 
4 
4 



2 - L'appl ica t ion  de la méthode de FLNDLAY e t  c o l l .  nous a donné un premier 

préc i p i t é  ("prac ip  i té lyophi l i sé")  avec un rendement vois  in de c e l u i  des 

auteurs .  La r e c r i s t a l l i s a t i o n  de ce  p r é c i p i t é  conduit,  avec des rendements 

tr&s var iables ,  à des prépara t ions  dont l e s  p ropr ié t é s  physiques, -point de 

fus ion e t  pouvoir r o t a t o i r e  spécifique-, sont  mal dé f in ies .  Ces anomalies 

s 'expliquent  probablement par  l a  présence, dans les préparat ions,  des deux 

anomères a e t  @-acétylés dans des proportions va r i ab les .  L'expérience ayant 

montré que l a  CO-existence des deux anomércs n ' a v a i t  pas d ' influence s u r  l e s  

rendements en !?&rivés a-chlorQ, il e s t  i n u t i l e  de p u r i f i e r  l e s  préparat ions.  

3 - L'appl ica t ion  de n o t r e  procédé conduit à des rendements é levés  en per- 

acétylglucosamine qu i  a t t e i g n e n t  50 B 90 p .100. La détermination du pouvoir 

r o t a t o i r e  spéci f ique  des préparat ions nous permet de p réc i se r  que les ano- 

meres a e t  8 sont  présents  dans l e  rapport  1 : 4, c e  q u i  correspond à un 

rendement de 42 ZL 65 p.100 en anomère f3 q u i  in te rv ien t  seul  dans l a  forme 

de l'a-chloro-perac~tylglucosamine. 

C - CONCLUSIONS 

L 'appl ica t ion  d'un procédé o r i g i n a l  nous a permis d 'ob ten i r  avec 

des rendements s a t i s f a i s a n t s  des préparat ions pures de 1, 3, 4, 6-tétra-O- 

-acétyl-N-ac6tyl-D-glucosamine à p a r t i r  de l a q u e l l e  nous avons syn th6 t i sé  

l e  dér ivé  l-a-chloro-3,4,6-tri-O-acétyl-N-acétyl-D-glucosamine. 

ETAPE 2 

PREPARATION DE LA l-a-CHLORO-3,4,6-TRI-O-ACETYL-N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE 

Les procédés c l a s s iques  de synth&se des osides dérivent  du procQ- 

dB g6néral  d é c r i t  par KOENIGS e t  KNORR (313) en 1901. I l s  t i r e n t  p a r t i  de l a  

r é a c t i v i t é  des dérivés acéto-halogénés des oses.  En général ,  l e  dér ivé  bromt5 

e s t  u t i l i s e  préférent ie l lement  au dérivé ch lo r6  à cause de s a  r é a c t i v i t é  

plus élevée. Dans lc  cas  de  l a  N-acétylglucosamine, l ' i n s t a b i l i t é  du dér ive  

brome ne  permet pas son emploi e t  l e s  synthèses de N-acétylglucosaminides ne 



peuvent ? t r e  ef  fectuOes qu'à p a r t i r  du dér ivé  chloré. Cependant, nous avons 

t en té  de préparer  l e  dériv6 bromé. 

A - PRINCIPE 
.- 

Dans les deux cas,  l e  pr incipe  de l a  réact ion de synthése des 

dériv6s acéto-halogénés des oses, e s t  identique : t r a i t é  par  un hydracide 

halogén6, l e  dérivé peracétylé d'un ose e s t  transformé en un dér ivé  per- 

acéto-1-halogéné, l a  subs t i tu t ion  de l ' a c é t y l e  en 1 par l 'halogène s'accom- 

pagnant d'une inversion de WALDEN, La réact ion s ' é c r i t ,  dans l e  cas  de l a  

O-peracétyl-N-acétyl-D-glucosamine : 

Hc1 (ou HBr) 

Ac0 ~ T ) o k ~ A c ~ ~ o ~ l  + acide  ou NHAc (OU Br) 
anhydride ace t ique 

a-1-chloro (ou 

O-acétyl-N-acétyl-D-glucosamine 



1 - TENTATIVE DE SYNTHESE DE L'ACETO-BROMI-N-ACETYLGLUCOSAMINE 

a  - MODE OPERATOIRE 

Nous avons appl iqué  le  procédé de MOGGRIDGE e t  NEUBERGEa (314) 

d é c r i t  pour s y n t h 6 t i s e r  l e s  méthyl-N-acétylglucosaminides. 

10 g de ~-l-acétyl-2,3,6-tri-O-ac~tyl-N-acétyl-D-glucosamine 

son t  dissous dans 30 m l  d ' ac ide  acé t ique  s a t u r é  d ' ac ide  bromhydrique (+) . 
Le melange e s t  maintenu pendant 15 à 18 h à l a  température du l a b o r a t o i r e .  

Il e s t  e n s u i t e  addi t ionné  de 80 m l  de chloroforme r e f r o i d i  et l a  s o l u t i o n  

obtenue e s t u e x t r a i t $ '  deux f o i s  dans une ampoule à décanter  avec une s o l u t i o n  

aqueuse s a t u r e e  de  b icarbonate  de sodium. La phase chloroformique e s t  séchée 

à l ' a i d e  de s u l f a t e  de sodium anhydre e t  concentrée sous p re s s ion  r é d u i t e  en 

un s i r o p  jaune pa le .  L 'addi t ion ,  à c e  de rn i e r ,  d'un f a i b l e  volume d ' a c é t a t e  

d ' é thy le  provoque l a  c r i s t a l l i s a t i o n  d'un composé q u i  e s t  r e c r i s t a l l i s é  une 

ou deux f o i s .  On ob t i en t ,  de  c e t t e  manière, 80  mg de c r i s t a u x .  

b  - RESULTATS ET DISCUSSION 

Le composé r e c r i s t a l l i s é  n ' e s t  pas l'a-1-bromo-3,4,6-tri-0- 

-acétyl-N-acétyl-D-glucosamine a t tendu,  mais l e  bromohydrate d e  1,3,  4, 6- 

-tétra-O-acétyl-glucosamine. Un r é s u l t a t  ident ique  a  é t é  obtenu pa r  d ' a u t r e s  

a u t e u r s  (vo i r ,  pa r  exemple, INOUYE e t  a l  (315) ; LEABACK e t  WALKER (316) ; 

M I C H E E  e t  a l .  (317) 1. Il s ' explique par  1' i n s t a b i l i t é  de 1 'acéto-bromo-N- - 
-acétylglucosamine q u i  s u b i t  une"acy1rnigration" (INOUYE e t  a l .  (318) ; 

MûGGRIDGE e t  a l .  (31911, f avo r i sée  par  l a  présence d 'eau e t  par  l a  r e c r i s t a l -  

l i s a t i o n  : 

Br' 
J 

(+) L'acide bromhydrique a é t é  préparé pa r  a c t i o n  du brome s u r  l e  té t rahy-  
dronaphtalène e t  séché  par  passage s u r  une colonne de s u l f a t e  de  sodium 
anhydre. ,  



En out re ,  l e  bromhydrate de O-peracétylglucosamine s u b i t  u l t 4 -  

rieurement une l e n t e  convers ion  en une oxazol ine (INOUYE e t  a l .  (320) ; 

WHITE (321)) .  L e  mécanisme e s t  l e  su ivant  : 

La grande i n s t a b i l i t é  de l'acéto-bromo-N-acétylglucosamine 

expl ique  l e  t r è s  f a i b l e  rendement des r éac t ions  de synthèse.  Nous avons 

t e n t é  d ' amé l io ra  c e l u i - c i  de  d i £  f é r en te s  manières : 

1 - en é v i t a n t  au maximum l a  présence d'eau dans l e s  mi l ieux  

r é a c t i o n n e l s  ; 

2 - en r e m p l a ~ a n t  l ' a c i d e  acé t ique  par  de l ' anhydr ide  acé t ique ,  

comme dans l e  procédé de  synthèse  du dé r ivé  "1-chloro" ( v o i r  p.76 ) ; 

3 - en d i s so lvan t  d 'abord l a  glucosamine dans l ' a c i d e  acé t ique  



et en sa tu ran t  e n s u i t e  en ac ide  bromhydrique. 

Tous l e s  essais ,auxquels  nous nous sommes l iv r6 ,on t  échoué. 

Ultérieurement, nous avons t e n t é  de condenser directement, avec l e s  

N-carbobenzoxy-hydroxy-amino-acides, l e  s i r o p  jaune p91e, sans l e  r e c r i s -  

t a l l i s e r ,  comme dans l e  cas de l a  synthèse du méthyl-N-acétylglucosaminide 

r é a l i s é e  par  MDGGRIDGE e t  NEUBERGER (322). Nous n'avons pu r é a l i s e r  l a  

condensation. 

c - CONCLUSIONS 

La preparat ion,  à p a r t i r  de l a  O-peracétyl-N-acétyl-D-glucosamine, 

du dérivé 1-bromo-0-peracétylé conduit à des rendements d é r i s o i r e s ,  Les com- 

posés obtenus sont ,  en outre,  mal dé f in i s .  Il s ' a g i t  de mélanges de f a i b l e s  

quan t i t é s  de 1-bromo-3,4,6-tri-0-acétyl-N-acétylglucose avec des propor- 

t i o n s  p lus  importantes de brornhydrate de 1,3,4,6-tétra-O-ac4tylglucosamine e t  

de l loxazo l ine  q u i  s e  forme à p a r t i r  de c e  dernier .  II n ' e s t  donc pas surpre- 

nant que l e s  préparat ions que nous avons obtenues, au cowo diasaais  QBB nous 

avons rGalisés, se s o i e n t  révdl8s iurpsopreo & . l a  oynthkoe des N-acetyl- 

glucosaminides de l a  s e r i n e  e t  de l a  thréonine. 

C'est pourquoi nous nous sonxnes o r i e n t 6  vers  la  -thèse du dér ivé  

acéto-chloré de l a  N-acétylglucosamine dont la  s t a b i l i t é  e s t  supérieure et 

dont p lus ieu r s  auteurs  avaient  d e c r i t  des proeédés de préparat ion avec des 

rendements s a t i s f a i s a n t s  . 
2 - SYNTHESE DE L'ACETO-CHWRO-N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE 

- 

Plus ieurs  methodes de synthèses de l'acéto~chloro-N-ac4tylglueo- 

samine ont é t é  d é c r i t e s  q u i  fournissent ,  pour l a  p lupar t ,  des rendements 

de l ' o r d r e  de 40 p.100. Notre choix g l e s t  por t é  s u r  l e  procédé de LEABACK 

et WALKER (323) dont l e  mode opEratoire é t a i t  l e  plus simple. 

a - MODE OPERATOIRE 

40 g de O-peracétyl-N-acétyl-Dtglucosamine r e c r i s t a l l i s é e  sont  

suspendus dans 200 m l  d 'anhydride a d t i q u e .  Dans l e  melange maintenu à O°C, 



on f a i t  passer un courant d 'acide chlorhydrique gazeux sec  (+) jusqu'à d i s so l -  

l u t i o n  complete du produi t .  La solu t ion  e s t  maintenue à l a  température du 

l abora to i re  pendant 16 h, puis  additionnée de 500 m l  de chloroforme. Le 

mélange r e f r o i d i  e s t  e x t r a i t  avec deux volumes d'une solu t ion  aqueuse 

sa tu rée  de bicarbonate de sodium ajoutée  par  p e t i t e s  port ions,  en r e f r o i -  

d issant  l a  mixture sous un courant d'eau f r o i d e  aprbs chaque addi t ion .  La 

so lu t ion  chloroformique e s t  ensu i t e  lavée deux f o i s  avec de l ' eau  g lacée  

(ft), séchée s u r  s u l f a t e  de magnésium anhydre, décolorée par  l e  charbon e t  

concentrée SOUS press ion  rédu i t e .  On ob t i en t  un-s i rop  qui ,  e x t r a i t  avec de 

l ' é t h e r  anhydre sans peroxydes (++), abandonne des c r i s t a u x  blancs. Ceux-ci 

sont dissous à chaud dans l ' a c é t a t e  d 'é thyle .  L a  solut ion,  f i l t r é e  e t  addi- 

tionn6e d ' é the r  de p é t r o l e  fourn i t ,  apres 24 h à + 4'C, de l tacéto-chloro-  

-N-acétyl-D-glucosamine q u i  c r i s t a l l i s e  en 'lhouppes'lcaractéristiques. 

Nota 1 - Nous avons appliqué l e  même mode opéra to i re  à l a  O-peracétyl-N- 

-acétylglucosamine obtenue par  lyoph i l i sa t ion  (vo i r  p.74 1, 
2 - Chacune des prépara t ions  obtenues a é t é  soumise à l ' ana lyse  pa r  

chromatographie en couche mince (vo i r  Appendice p.211 ) s u r  S i l i c a g e l  dans 

l e  système-solvant benzène/méthanol/chloroforme ( 8 5 : 8 :  7)  , La révé la t ion  des 

composés é t a i t  e f fec tuée  par l e  r d a c t i f  à l ' a c i d e  sul fur ique  et par  l e  

procédé de TATE e t  BISHOP (324). Nous avons de c e t t e  façon, s u i v i  l a  puri-  

f i c a t i o n  de nos préparat ions,  c a r  l e  comportement chrornatographique de l a  

llperacétylgltrcosaminel' (RF : 0,181 est nettement d i f f é r e n t  de c e l u i  de 

l'acéto-chloro-N-acétylglucosamine (RF : 0,41). 

(+) L'acide chlorhydrique a é t é  préparé par  l ' a c t i o n  de l ' ac ide  sul fu-  
r ique  s u r  l e  chlorure  de sodium. Il a été desséché par passage dans 
de l ' a c i d e  su l fu r ique  concentr6, puis  dans une colonne de ch lo ru re  
de calcium sec. 

( u )  Le dérivé acéto-chloré de l a  N-acétylglucosamine est inooluble dans 
l ' e a u  f ro ide  et  dans l ' é t h e r .  



b - RESULTATS 

Nous avons rassemblé nos r é s u l t a t s  dans l e  tableauV(p..81) . On 

v o i t  que l e s  rendements des préparat ions ef fec tuées  à p a r t i r  de "peracétyi- 

glucosamine" r e c r i s t a l l i s é e  sont supérieurs à ceux des synthèses r é a l i s d e s  

à p a r t i r  de "peracétylglucosaminet' lyophi l i sée .  Les mei l leurs  rendementd 

ont é t é  obtenus à p a r t i r  de peracétylglucosamine préparée par  n o t r e  procédé 

grâce B l a  présence d'une proportion é levée  de l'anomère f3 (voi r  p. 74 1. 
En outre,  les valeurs  des rendements, du point  de fusion e t  du pouvoir rota-  

t o i r e  spéci f ique  correspondent B c e l l e s  de lla-1-chloro-3, 4,6-tri-0-acétyl- 

-N-D-glucosamine données par  l e s  auteurs.  

C - CONCLUSIONS 

L'acéto-chlore-N-acétyl-D-gluc~sarnine s e  prépare, avec les m e i l -  

l e u r s  rendements, à p a r t i r  de la "O-peracétyl-N-acétyl-D-glucosamine" pré- 

parée se lon l e  mode opgra to i re  que nous avons d é c r i t .  E l l e  s ' o b t i e n t  dans 

un é t a t  de pure té  tr&s s a t i s f a i s a n t  q u i  peut ê t r e  aisement d é f i n i  par  l 'ap-  

p l i c a t i o n  de l a  chromatographie en couche mince. Les rendements é l evés  que 

l ' on  ob t i en t  s ' expl iquent ,  connue nous l 'avons vu, par  l a  s t a b i l i t 6  du dérivé 

ch lo ré  q u i  e s t  supér ieure  B c e l l e  clu dérivé b r m 6  .Toutefois, pour empecher 

l a  formation du chlorhydrate de 1,3,4,6-tétra-0-acétyl-N-acétyl-D-glucosami- 

ne, on u t i l i s e r a  des so lvants  anhydres et on é v i t e r a  l 'emploi du nitrométhane e 

e t  de l f ac rS ton i t r i l e  q u i  ca ta lysent  l a  conversion principalement en mi l ieu  

acide.  

En outre,  l a  détermination des cons tantes  physiques du composé 

obtenu ncus permet de conclure qu ' il s ' a g i t  de l1a-1-chloro-3,4,6-tri-O- 

-acétyl-N-acétyl-D-glucosamine. 





ETAPE 3 - 

La synthèse des glycosides est effectuée,  comme nous l 'avons vu 

plus  haut ,  par l a  réact ion de condensation, d i t e  de KOENIGS e t  KNORR, e n t r e  

l lhalog&ne d'un ose  acéto-halog6n6 e t  l 'hydrogène d'une fonction alcoolique 

portée pa r  un a u t r e  compos6 d m t  les a u t r e s  fonctions, suscept ib les  de réa- 

g i r ,  ont  é t é  préalablement protégées. Dans l e  cas  p a r t i c u l i e r  da nos re- 

cherhces, l a  synthèse a é t é  r é a l i s é e ,  suivant  l e  schéma III de l a  f igure  

21 (p. 671, en condensant l'a-chloro-0-peracétyl-N-acétyl-D-glucose avec 

les esters b~-z:,71!.q?-?s des N-carbobenzoxy-sérine e t  thréonine. 

La réac t ion  de condensation s'accompagne d'une inversion de 

WALDEN de l a  fonction glycos idiq-,:, La synthese d'un @-glycos ide  sera donc 

ef fec tuée  à p a r t i r  du dérivé a-chloré (ou bromé) et  celle d'un a-glycoside, 

à p a r t i r  du d6rivgJ-chloré (ou brome). E l l e  nécess i te ,  en outre,  l 'emploi 

de ca ta lyseur  qui sont  g6néraLement des sels d'argent (carbonate ou oxyde) 

ou de mercure (acéta te ,  bromure, chlorure,  cyanure ou oxyde mercuriqw) . 
B - METHODES 

Jusqu'Zi présent,  deux procédés de synthèse de N-acétyl-D-gluco- 

saminides dthydroxy-amigo-acides ont é t é  d é c r i t s .  Il s ' a g i t ,  d g  une part:, de 

l a  préparat ion de l ' e s t e r  mgthylique du O-L-séryl-@-N-acétyl-D-glucosaminide 

r 6 a l i s é e  par  JONES, PERPY, SHELTON e t  WALTON (326) q u l u t i l i s e n t ,  comme cata-  

lyseurs,  l'oxyde d'argent e? l ' i o d e  e t ,  d ' au t re  pa r t ,  de la  synthese des 

O-L-DNP-thréonyl et O-L-Ri?-oéryl-9-M-acétyl-D-glucosaminides d é c r i t  par  

VERCELMTI et LUETZOV (327) .  

Nous a\-aiis - -  : ' l i y ~ S  l e  mode opéra toi re  de JONES et al. et  t e n t é  

d'am61 i o r e r  l a  methode en apportant Les modifications suivant  es : 



- Remplacement de l'oxyde d'argent par l e  carbonate, puis, 

des sels d'argent par des catalyseurs mercuriques ; 

- Uti l i sa t ion  des e s t e r s  benzyliques des carbobenzoxy- 

-hydroxy-amino-acides au l i eu  de leurs  es te rs  m5thyliques. 

On é v i t e  a i n s i  l a  saponification qui  provoque une impor- ' - 

tante  $-élimination c a r  l a  débenzylation s 'effectue par 

hydroggnat ion catalytique.  

1 - PBOC&DE DE JONES et al. (328) A L'OXYDE D'ARGENT-IODE 

Nosr8 avons appliqué l e  procédé de JONES et a l .  B l a  synthèse du 

glycoside de l a  sérine e t  nous l'avons étendu à l a  préparation du glycoside 

de l a  thréonine. 

1 g d'a-chloro-0-peracétyl-N-acétyl-D-glucosamine e t  700 mg de 

N+a&obenzoxy-LsCSrine ou L-thréonine (NBC ou PIERCE) sont dissous dans 

50 m l  de chloroforme pur exempt dl i thanol  (voir  Appendice ; p ,211) addition- 

né de 1 ml de dintéthyl-sulfoxyde pour f a c i l i t e r  la dissolution des produits. 

A l a  solution obtenue, on ajoute  10 g de su l f a t e  de calcium anhydre 

("ûriérite"), 50 mg d f iode  et 1 g d'oxyde d'argent fraîchement préparé, Le 

mélange est ag i té ,  pendant 7 jours, B l 'obscuri té  et la température du 

laborcatoire, Il est ensuite f i l t ré  su r  Cel i te  préalablement imbibée de ch10 .. 
roforme e t  l a  f i l t r a t  e s t  d6color6 par addition d'une solution saturae 

d'hyposulfite de sodium. La phase chloroformique est r ecue i l l i e  dans une 

ampoule à décanter et on y jo in t  l e s  3 ex t r a i t s  chloroformiques de l a  phase 

aqueuse. 

La solution chloroformique est enfin concentrée sous pression 

tedui te  à 35-40°C en un s i rop  'jaunatre que nous avons ten té  de c r i s t a l l i s e r  

en le  reprenant dans l ' a cé t a t e  d'éthyle e t  en ajoutant B la solution de 

l ' é t h e r  de pé t ro le  e t  de l 'éthanol.  Les fa ibles  rendements, en produits d1ail-  

l eurs  impurs, que nous avons obtenus nous ont conduit B modifier l e  procédi 

de JONES et al., an substi tuant,  B l'oxyde d'argent e t  B l ' iode,  l e  carbo- 

na te  d'argent pour essayer d'améliorer l a  mdthode. 



2 - PROCEDE PERSONNEL AU CARBONATE D'ARGENT 

Nous avons appl iqu4  à l a  synthèse  du N-acétylglucosaminide d e  la 

s é r i n e  e t  de l a  t h réon ine  un mode o p é r a t o i r e  q u i  e s t  i den t ique  au précédent ,  

à l a  d i f f é r e n c e  près  que l 'oxyde d 'argent  e t  l l i o d e , s o n t  remplacés pa r  5 g 

de carbonate  d 'a rgent  p répa ré  extemporanément su ivan t  l e  pro tocole  d é c r i t  

dans l 'Appendice (p.  211).  C e t t e  modi f ica t ion  n ' a  pas apporté  d 'amél iora t ion  

s e n s i b l e  des  rendements et d e  l a  pu re i f  des  p rodu i t s .  

3 - PROCEDE PERSONNEL AUX SELS MERCURIQUES - 
a - Condensation avec les N-carbobenzoxy-amino-acides 

Dans un mémoire r écen t ,  SCHROEDER e t  GREEN (329) ont  d é c r i t  un 

procédé de prépara t ion  d'alkyl-f3-glucosides pa r  condensation de l1acéto-a-  

-brome-glucose avec des  a l c o o l s ,  en présence d'oxyde jaune de mercure e t  de 

bromure mercurique. Se lon  l e s  au t eu r s ,  le  procédé f o u r n i t  des rendements 

t r è s  é l evés  grâce  à une régéniiration permanente du bromure mercurique C6R- 

s i d é r é  c m e  l e  c a t a l y s e u r  de la  r éac t ion ,  pa r  a c t i o n  s u r  l 'oxyde mercuri-  

que de 1 ' ac ide  bromhydrique l i b é r é  au cours  de l a  condensation de KOENIGS 

e t  KNORR . 
La méthode p ré sen te ,  en out re ,  l ' avantage  d ' ê t r e  pOus rap ide ,  

moins onéreuse e t  de n e  pas ex ige r  l ' o b s c u r i t 6 .  C ' e s t  pourquoi, nous avons 

t e n t é  de l ' a p p l i q u e r  à l a  prépara t ion  du O-séryl-N-acétylglucosaminide en  

remplaçant l e  bromure mercurique par  l e  c h l o r u r e  mercurique puisque l e  corn- 

posé de dépa r t  é t a i t ,  non pas l e  dér iv6  a-bromé, m a i s  l e  dé r ivé  a-chloré de 

l a  O-peracétyl-N-acétyl-D-glucosamine. 

Le mode o p é r a t o i r e  e s t  l e  su ivant  : 

fKKl mg de N-carbobenzoxy-L-serine ou L-thréonine, 100 mg de chlo-  

r u r e  mercurique sont  d i s sous  dans 30 m l  d e  chloroforme pur ( v o i r  Appendice ; 

p.211 1. A l a  s o l u t i o n  obtenue e t  addi t ionnée  de 5 g de  D r i é r i t e  

et de 1 g d'oxyde jaune de  mercure, on a j o u t e  1 g d1a-chloro-O-peracétyl-N- 

-acétyl-D-glucosamine d i s sous  dans 20 m l  de chloroforme pur.  Après une a g i -  

t a t i o n  con t inue  de 60 à 90 h, l e  melange est f i l t r é  s u r  C k l i t e ,  concentré  



sous vide, repris par 20 ml de chloroforme pur et filtré de nouveau sur Celite. 

Le filtrat est décoloré par le charbon et concentré sous vide, B 30 -35OC, 

jusqu'à obtenir un sirop qui est purifié par chromatographie sur colonne 

(3 X 50 c 4) de silice f'dilicagel français") TOUZART et MATIGNON ; "mesh" 100-200) 

L'élution est effectuée par le passage de 500 ml d'un mélange de benzène et de 

chloroforme (9:l) qui élimine les dérivés acétylés de la glucosamine,puis de 

1 500 ml d'un mélange de benzène , de chloroforme et de méthanol (9:l:l) qui 

fournit les produits de condensation accompagnés des N-carbobenzoxy-amino-acides 

non conjugués . 
L'expérience nous ayant montré que la purification de la seconde 

fraction provoque des pertes de rendement et que la presence des N-carbobenzoxy- 

dérivés libres de la sérine et de la thréonine ne gêne nullement la préparation 

puis l'isolement des O-séryl et O-thréonyl-N-acétylglucosaminides, nous utili- 
è 

sons, dans la 4 étape, la seconde fraction native. 

Ce procédé, comme le précédent, n'a pas augmenté les rendements et la 

qualité des préparations. Finalement, nous noussomcc a r r h t d  3 une aéthode qui n'amé- 

liore pas le rendement de la glycosidation, mais qui permet d'éviter, comme nous 

l'avons précisé plus haut (voir p. 83 ) des pertes au cours de l'élimination de 

tous les substituants des O-hydroxy-amino-acides-N-acétylglucosaminides. 

Le mode opératoire consiste B remplacer l'ester méthylique des N-carbo- 

benzoxy-adno-acides par l'ester benzylique. En effet, l'élimination du "reste 

benzylique" s'effectue par l'hydrogénation catalytique et non par saponification 

comme dans le cas des esters méthyliques. 

b - Condensation avec les esters benzyliques des N-carbobenzoxy-amino-acides 
Le protocole expérimental est identique au précédent, à la différence 

près que nous employons les esters benzyliques que nous préparons par le procédé 

de BENISHAI et BERGER (330) : 

A une solution de 8 g de N-carbobenzoxy-sérine, (ou thréonine) dans 75 

ml de benzène (redistillé sur Cao), on ajoute 10 ml d'alcool benzylique redistil- 

lé et 0 ,75  g d'acide p-toluène sulfonique. Le mélange est maintenu, pendant 3 h, 

à l'ébullition à reflux, dans un appareil de DEAN et STARK, qui permet 



d'éliminer l'eau sous forme d'azéotrope avec le benzène. Après refroidisse- . 
ment, la solution est lavée deux fois avec une solution aqueusede bicarbonate 

de potassium à 5 p.100, puis séchée ensuite sur sulfate de sodium anhydre, et 

enfin évaporée sous pression réduite à 40°C. L'excès d'alcool benzylique est 

éliminé par plusieurs CO-distillations avec le chloroforme. L'ester benzyliqm 

lique du N-carbobenzoxy-amino-acide est précipité de la solution chloroformi- 

que par l'addition d'éther de pétrole. La pureté des esters est vérifiée par 

chromatographie sur couche mince de Silicagel G, dans les systèmes-solvants : 

benzène/chlorofome/méthanol (85:7:8) et n-butandacide acétiquelpyridinel 

eau (15:3:10:2) (EHRHART et CRAMER) (331). Nous avons précisé dans le ta- 

bleau VI (p. 87) le comportement chromatographique des N-carbobenzoxy-sérine 

(et thréonine) et de leurs esters benzyliques. 

I 

C - RESULTATS 

Les faibles quantités de substance pure que nous avons obtenues, 

quel que soir le procédé de synthèse utilisé (+), ne nous ont pas permis de 

déterminer les constantes physiques classiques, comme le point de fusion et 

le pouvoir rotatoire spécifique, et nous avons poursuivi la synthèse des 

N-acétyl-glucosaminides en partant des fractions d'élution des colonnes de 

silice sans tenter de les purifier. 

Toutefois, nous les avons soumises au contrôle de la chromatogra- 

phie en couche mince (voir Appendice ; p.211 ) et les résultats que nous 

avons obtenus sont les suivants : 

1 - Dans la plupart des cas, plusieurs taches ont été caractérisées, parmi 
lesquelles on identifie celles des dérivés carbobcnzoxylér des hydroxy-amino- 

acides et les N-acétyl-glucosaminides. 

(+) Nous avons aussi appliqué, sans obtenir de résultats plus satisfaisants, 
les procédés dlMJGYAL et SHELTON (332) (condensation avec les O-trityl- 
dérivés de la sérine et de la thréonine) et deDEREVITSKAYAet al. (333) 
(condensation dans le benzène, à reflux, en présence de carbonate d'ar- 
gent). 



Tableau VI 

Comportement chromatographiquc sur couche mince des N-carbobenzoxy- 

sérine et thréonine et de leurs esters benzyliques. 

(+) Système solvant a : benzène/chloroforme/méthanol (85:7:8). 

Système-solvant b : n-butanol/acide acétique/pyridine/eau (15:3:10:2). 

t 

Composés 

N-carbobenzoxy-sér ine 

N-carbobenzoxy-thréoninê 

Esters benzyliques : 

N-carbobenzoxy-sér ine 

N-carbobenzoxy-thréoninc 

RF (+) 

I 

Système-solvant a 

O 

O 

0, 4.0 

0,45 

Système-solvant b 

0960 

O, 70 

0, 90 

0,90 



2 - D'après l'intensité des taches de ces derniers, nous avons pu estimer 
les rendements des préparations et nous parvenons à la conclusion que les 

sels mercuriques sont les catalyseurs les plus satisfaisants. Une meilleure 

précision est obtenue il l'examen des électrophorégrarnmes des hydrolysats 

chlorhydriques partiels (voir p.60 ) qui fournissent des quantités variables 

de O-séryl ou de O-thréonyl-glucosaminide. On élimine, de cette maniere, 

l'interférence de toutes les impuretés. Les taux les plus élevés de glucosa- 

minides ont été obtenus par condensation avec les esters benzyliques des N- 

-carbobenzoxy-amino-acides en présence de sels mercuriques. 

D - CONCLUSIONS 
L'application de différents procédés de condensation de KOENIGS et 

KNORR en vue de la préparation de O-peracétyl-N-acétylglucosaminides de la 

carbobenzoxysérine (procédés de JONES et al.,dlANGYAL et SHELTON, de DEREVITG- 

KAYA et al., et trois procédés personnels) nous permettent de conclure à la 

plus grande efficacité des catalyseurs mercuriques. Toutefois, les rendements 

restent très faibles. Ce résultat s'explique par la faible réactivité des 

dérivés chloro-acbtylés des oses comparée à celle des dérivés bromés. Mal- 

heureusement, pour les raisons que nous avons exposées plus haut (voir p.76 ), 

l'emploi de ces derniers reste, pour le moment, interdit malgré la récente &. 
cription par FUlWERS et JEANLOZ ( 3 3 4 )  d'un procédé de synthèse d'un N-acé- 

tylglucosaminide (le N-acétylglucosaminido-1,6-acide N-acétylmuramique) à 

partir de l'a-bromo-N-0-pera~ét~lglucosamine. Nous avons, en effet, appliqu6 

sans obtenir de meilleurs résultats, la méthode de FLOWERS et JEANLûZ dont 

le principe est le suivant : préparation de l'acéto-bromo-N-acétylglucosamine 

sans l'isoler du milieu réactionnel dans lequel on réalise la condensation 

des hydroxy-dérivés, en présence de nitrométhane et de cyanure mercurique. 



ETAPES 4 et 5 

PASSAGE AUX O-SERYL et O-THREONYL 

A - PRINCIPE 

Le passage des esters benzyliques des N-carbobenzoxy-O-L-séryl- 

(ou thréonyl-) O-peracétyl-N-acétyl-D-glucosaminides aux O-L-séryl (ou thréo- 

nyl) -N-acétyl-D-glucosaminides nécessite (schémas IV et V de la fig. 21 ; 

p. 67) : 

1 - La débenzylation et la N-décarbobenzoxylation de l'acide aminé 
qui sont réalisées simultanément par hydrogénation catalytique ; 

2 - La O-désacét'ylation de la fraction glucidique qui est effec- 
tuée par saponification sans provoquer de rupture de liaisons O-glycosidi- 

ques par fhélimination qui ont été stabilisées par la débenzylation du grou- 

pement carboxylique des acides aminés (voir p. 104). 

B - METHODES 
1 - Débenzylation et N-décarbobenzoxylation simultanées 

Mous avons appliqué le procéd4 de réduction catalysée par le charbon 

paiiadié décrit par JONES et ai. (335). Le mode opératoire est le suivant : 

250 mg d'ester benzylique du M-carbobenzoxy-O-peracétyl dtirivé 

sont dissous dans 4 ml d'un mélange d'éthanol et d'acétate d'éthyle (4:l) 

(v:v). 200 mg de charbon palladié B 5 p.100 MERCK sont introduits dans la 

solution qui est ensuite acidifiée par l'addition de 1 ml d'acide acétique 

glacial. Le mélange est agité pendant 24 à 36 h sous une faible pression 

d'hydrogène (quelques cm de mercure) et filtré. Le filtrat, auquel on 

ajoute les solutions éthanoliques provenant du lavage du charbon, est con- 

centré à siccité sous pression réduite, à la température du laboratoire. Le 

résidu sec est dissous dans 2 ml d'eau. 



Nota..Le procédé de JONES avait été décrit par les auteurs pour effectuer la - 
N-décarbobenzoxylation, et la O-désacétylation simultanée des composés. Nous 

avons observé, grâce B l'analyse chromatographique, que cette dernière était 

incomplète. Elle s'achevait au cours de la déméthylation du carboxyle de 

l'amino-acide par saponification, mais cette derniere entraînait naturelle- 

ment, la rupture de nombreuses liaisons glycosidiques par&élimination et 

une baisse de rendement importante. 

2 - O-désacétylation 
La saponification des fonctions O-acétylées peut être spécifique- 

ment réalisée de deux manières : 

a - par la soude diluée 0,l N à 20°C pendant 30 à 60 mn, la purification de 

l'hydrolysat étant ensuite effectuée par un passage sur échangeur de cations 

(Dowex 50 X 8 ; forme acide) 

b - par le méthylate de sodium 1 à 2 N (wi- , a'=), à 0-4OC, 

pendant 15 à 24 h, les ions sodium étant ensuite éliminés par un passage 

sur échangeurs de cations (Dowex 50 X 8 ; forme acide). 

Dans les deux cas, les solutions d'élution des résines par une 

solution ammoniacale à 5 p.100 (v:v) sont évaporées sous vide à siccité. 

C - ÇRITERES DE PURETE - 
Les quantités de substances que nous avons isolées étaient trop 

faibles pour préciser des propriétés physiques dont la détermination ne 

nous aurait pas été d'une grande utilité puisqu'aucune donnée n'existe, dans 

la littérature, concernant les caractéristiques des O-séryl et O-thréonyl- 

-N-acétylglucosaminides. Aussi avons-nous préféré appliquer le procédé 

sensible de l'électrophorèse. 

Les électrophorèses ont été effectuées, dans des cuves "en toît", 

sur du papier Arches 304, avec une solution aqueuse d'acide acétique et 

d'acide formique (80 : 15 : 5 )  de pH 1,5 (solution  ATFI FIELD) (3361, sous 

une tension de 10 V/cm pendant 4 h. 



la révélation des électrophorégrammes a été effectuée à l'aide 

des réactifs suivants (voir Appendice ; p.211) : 

1 - Réactif à la ninhydrine à 1 g p.100 ml d'acétone, spécifique 

des fonctions amine. 

2 - Réactif à l'oxalate d'aniline de PARTRIDGE, spécifique des 

oses. 

3 - Réactif d'EHRLICH "indirectf' au p-diméthylaminobenzaldéhyde, 
spécifique des N-acétylosamines. 

4 - Réactif de TATE et BISHOP (337) à l'hydroxylamine ferrique 

spécifique des liaisons esters. 

D - RESULTATS 

Les résultats que nous avons obtenus sont les suivants : 

1 - Les méthodes de N-décarbobenzoxylation et de O-désacétylation successi- 
ves préconisées par JONES et al., ne nous ont pas donne satisfaction car 

elles conduisent à des rendements très faibles pour les raisons que nous 

avons exposées plus haut (voir p. 90). 

2 - Les rendements sont augmentés en utilisant les esters benzyliques des 
amino-acides car la débenzylation s'effectue en même temps que la N-décar- 

bobenzoxylation par hydrogénation catalytique et stabilise la liaison osi- 

dique (voir p.104). 

3 - L'analyse électrophorétique des préparations obtenues montrent qu'elles 
sont hétérogènes (Fig. 22 ; p. 92). Elles renferment, en effet, 5 constitu- 

ants dont les vitesses de migration électrophorétique, rapportées Zi la vites 

se de migration de la sérine ou de la thréonine, sont les suivantes : 

Constituants 1 : 1 

2 : 0,82 à 0,89 

3 : 0,74à0,78 

4 : 0,63 à 0,65 

5 : 0,28 à 0,29 



Figure 22 

Electrophorèse B pH 1,s des prtSparations brutes (PI de O-N-acBtylglucosaani- 
nides de l a  s ir ine (ou de la  thrdonine). T r solution-t6moin renfermant de 
l a  sdrine, de la  thrtlonina e t  de la  glucosamine (taahe nO1), de l a  N-aa6tyl- 
glucosamine (tache n05). Le  taches n02, 3 e t  4 aorrespondent B diff6rents 
glycosidas (voir t u t a  ; p . .  Rivdlation par difHrants r6actifs. 



Les 5 constituants ont été isolés par électrophorèse préparative 

sur papier effectuée dans les conditions décrites plus haut et soumis 3 

diverses analyses dont les résultats ont été les suivants : 

Le composé 1 est l'hydroxy-amino-acide qui a été libéré au cours de l'hy- . 

drogénation. En effet, avant et après hydrolyse chlorhydrique (HC1 5,6 N, 

à 105OC, pendant 24 hl, il possède et conserve le comportement chromato- 

graphique, étudié à l'dutoanalyseur Technicon, de la sérine ou de la thréo- 

nine. 

Le composé 2, ninhydrine et oxalate d'aniline positif, est constitué de 

glucosmine et de sérine (ou de thréonine) dans les proportions molaires 

1 : 1. Il a été obtenu en quantité trop faible pour que nous ayons pu pour- 

suivre l'étude de sa stucture. Nous pensons qu'il s'agit du dérivé glyco- 

sidique N-désacétylé de la sérine ou de la thréonine, car il possède le 

même comportement électrophorétique que ce dernier que nous obtenons au 

cours de l'hydrolyse acide des N-acétylglucosaminides de la sérine et de 

la thréonine (voir p. 99 1. 

Le composé 3 , ninhydrine et oxalate positif, est constitué de glucosamine 
et de sérim(ou de thréonine) dans les proportions molaires 1 : 1. La li- 

bération, sous l'action de @-N-acétyl-D-glucosaminidases spécifiques (+), 

de N-acétylglucosamine, nous permet de conclure qu'il s'agit de N-acétyl- 

-p-D-glucosaminide de la sérine (ou de la thréonine). 

Le composé 4, qui existe en très faible proportion, est en cours d'étude. 11 

s'agit vraisemblablement de l'anomèrecz car sa composition est identique 3 

celle du composé 3. 

Le composé 5 est la N-acétylglucosamine dont il possède le comportement 

chromatographique. Hydrolysé par l'acide chlorhydrique 4 N pendant 4 h à 

100°C, il fournit de la glucosamine. 

(+) Les préparations enzymatiques nous ont été aimablement fournies par 
les Professeurs BUDDECKE et GHUYSEN à qui nous adressons nos vifs 
remerciements. 





1 - Ils sont composés de glucosamine et de sérine (ou de thréonine) 
en proportions équimolaires ; 

2 - Ils sol-t hyGrolyc2s par dea -Nyac&tyl-D-glucosanfnf d a ~ e e  spécifi- 

ques en N-acétyl-D-glucosamine et en sérine (ou thréonine). 

Les rendements sont malheureusement très faibles et ne dépassent 

pas 1 p.100. Seule, la mise au point d'un procédé de condensation à partir 

du dérivé bror.16 de la gfucosanine oera ~ucceptible de les anéliorer. 

II - ETUDE DE QUELQUES PROPRIETES DES O-SERYL et O-THREONYL- 
B-N-ACETYL-D-GLUCOSAMINIDES 
L 

Nous avons limité notre étude des caractéristiques des O-séryl et 

O-thréonyl-f3-N-acétyl-D-glucosaminides aux seules propriétés dont la connais- 

sance devrait permettre de résoudre l'énigme posée par la nature de la 

liaison ose-acide aminé dans l'ovomuco~de. Nous avons précisé plus haut 

(voir p. 57 ) le problème et nous rappellerons qu'il s'agissait essentiel- 

lement de démonter s'il existait, dans l'ovomuco~de, -et plus particulière- 

ment, dans les glycoprotide (: -, des liaisons 0-thréonyl-N-acétyl-glucosami- 
nidlques. Les points essentiels concernaient : 

1') La stabilité vis-à-vis de l'acide chlorhydrique des liaisons 

glycosidiques et des groupements "acétamidol' des glycosides, de manière à 

pr6voir 1 ' existence du O-thréonyl-glucosaminide dans les glycoprotide . 1, 

2') Le comportement électrophorétique des glucosaminides pour 

savoir si le O-thréonyl-glucosaminide pouvait accompagner l'asparaginyl- 

glucosamine dans le glycoprotide 91. 

3') Le comportement de la liaison glycosidique des N-acétyl-gluco- 

saminides vis-à-vis de la soude afin de préciser si l'inactivité de cette 

dernière sur le glycoprotide 3 pouvait permettre, sans erreur d'interpréta- 
tion, de conclure à l'absence de liaison O-glycosidique dans l'ovomuco~de. 



4O) Le comportement de la liaison glycosidique au cours des réac- 

tions de dégradation dlEDMAN. 
t 

5") L'action de llhyd-ne sur les N-acétylglucosaminides. 

COMPORTEMENT CHROMATOGRAPHIQUE ET ELECTROPHORETIQUE 

Nous avons étudié le comportement électrophorétique et chromato- 

graphique des O-séryl- et O-thréonyl-N-acétylglucosaminides et des glucosa- 

minides obtenus par hydrolyse chlorhydrique partielle (voir le paragraphe 

suivant) dans le double but d'étudier la pureté de nos préparations et de 

préciser les caractéristiques chromatographiques et électrophorétiques de 

composés susceptibles de se trouver dans les hydrolysats partiels, chimiques 

ou enzymatiques, de glycoprotéines. 

Les électrophorégrarmnes ont été effectués dans des cuves "en toitf', 

sur du papier Arches 204, à 10 Vlcm pendant 4 h, dans des solutions de pH 

différents : 

PH 1,5 : acide formique/acide acétiqueleau (5:15:80) (ALTFIELD) (338) 

pH 2,4 : acide acétique 1 N 

Les chromatogrammes ont été effectués sur papier Whatman nOl dans 

les systèmes-colvants suivants : 

n-butanollacide acétiqueleau ( 4  : 1 : 5)  (PARTRIDGE) (340) 

pyridine/acétate d'éthyle/eau (1:2:2) (JERMYN et IsHERWOOD) (341) 

Les résultats que nous avons obtenus sont illustrés par la figure 

23 (p. 9 7 )  et précisés dans le tableau VI1 (p. 98). Ils peuvent être résumés 

de la manière suivante : 

1 - En électrophorèse, les N-acétylglucosaminides se comportent comme des 
s~bstances~~neutres" et accompagnent toujours les acides aminés "neutres". Au 

contraire, les glucosaminides eux-mêmes possedent une vitesse de migration 

cationique inférieure à celle de la glucosamine. 
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Figure 23 

Electrophor&se 3 pH 2.4 et 3.9 (en haut) et chromatographie (en bas) dans les 
sysermies-solvants pyridinelac6tate d'ethyleleau (1:2:2) et n-butanollacide ac6- 
tiqueleau ( 4 :1 :5 )  de La serine (ser); de la thréonine ( ~ h r ) ,  de 1s glucosmine 
( C ~ C N H  1, des O-N-acéryl-glucosaminides de la sér ine  (GlcSAc-Ser) et de l a  thrb- 
onine ?G~CNAC-Thr) et de leurs produits de X-d6rae6cylation ( G ~ ~ N H  -Se= ; C1FNW2- 
Thr). RCvdlarion par le réactif à la ninhydrine. 

2 



Tableau VI1 

Composés 

Sér ine 

Thréonine 

Glucosamine chlorhydrate 

O-séryl-N-acétylglucosaminide 

O-thréonyl-N-acétylglucoçaminide 

O-séryl-glucosaminide 

O-thréonyl-glucosaminide 

i 
Systèmes-solvants 

A (+) 1 B (ft) 
I 

R Thréonine 

O, 76 

1 

1,72 

O, 53 

O, 62 

0,24 

O, 18 

R Sérine 

1 

1,37 

2,44 

O, 72 

0, 92 

O, 32 

0,25 

R Sérine 

1 

1,31 

0,87 

1,15 

0,56 

O, 68 

O, 28 

0,34 

R Thréonine 

O, 75 

1 

0,66 

0,85 

0,43 

O, 52 

0,21 

0,26 



2 - Les études chromatographiques permettent d'énoncer les regles suivantes : 
a - Le 0-thréonyl-glucosaminide migre plus lentement que le 

O-séryl-glucosaminide. La règle est inverse dans le cas des dérivés N-acétyl- 

glucosaminidiques. 

b - La vitesse de migration des glycosides est toujours inférieure 
à celle de chacun des deux constituants : l'osamine et l'hydroxy-amino- 

acide. 

2') ACTION DE L'ACIDE CHLORHYDRIQUE 

Nous avons étudié la stabilité des O-séryl et Octhréonyl-@-N- 

-acétylglucosaminides dans l'acide chlorhydrique 1,5 N, pendant des temps 

variant de 15 à 90 mn. Notre but était de vérifier si, dans les conditions 

d'hydrolyse (par HC1 1,5 N, à 10O0C, pendant 90 mn) du glycoprotide $ 

d'ADAM-CHOSSON isolé des hydrolysats pronasiques de l'ovomuco2de (voir 

p. 52 1, pouvait se former un composé de comportement électrophorétique 
identique à celui du glycoprotide 1 et qui serait le O-thréonyl-glucosami- 

nide. Il s'agissait donc d'étudier la stabilité vis-à-vis de l'acide chlo- 

rhydrique de la liaison glycosidique et de la fonction "acétamido" 

-acétyl-glucosaminides de la thréonine (et de la sérine, pour 

les résultats). 

A - MODE OPERATOIRE 
Une solution de 1 à 2 mg de O-séryl ou de O-thréonyl-N-ac6tyl- 

glucosaminide dans 0,25 à 0,50 ml d'acide chlorhydrique,l,5 N est mainte- 

nue à 100°C. A des intervalles de temps échelonnés entre 15 et 90 mn, des 

prélèvements sont effectués et soumis à l'analyse électrophorétique à pH 

2,4. Les composés étaient révélés par le réactif à la ninhydrine B 1 p.100. 

B - RESULTATS 
Les résultats que nous avons obtenus sont illustrés par la figure 

24 (p. 100). On voit que, légèrement en arrière de la tache de la glucosa- 

mine, subsiste après 90 mn d'hydrolyse, un composé de comportement cationi- 

que que nous avons isolé par électrophorèse préparative. L'analyse 



Neutres 

Figu re  24 

Flec+rophorèçe ;:i pH 3,9 du cmposd f3 1 d'ADAM-CHOSSON d'hydrolysats  chlo- 
rh\rdriques (HG' 1,s N ; l0o0C ; 1,5 h) des  O-s6ryl (G~CNAC-~er) e t  O-thrB- 
on:~l-3-acétvle!ucosaminides (GlcNAc-Thr) er  du N-P-asparrvl-N-act5tyl-glucosa- 
-~in-!iankne (c:Jci.iAc-Asn) Asyi : a s p a r t i q u e  - "Neutres" : compos6s "neutres"  
(s&r.ne, ihreonine,  R-ac4trlqlucosarniii i d e s  i n t a c t e s )  ; GlcAUZ : glucosamine. 
1.2 Fl r che  indique l'emplacement des O-se ry l  et O-thrCSonvf-glucosaminides e t  
rle l a  Y-6-aspart-l-qlucoçamin- lamine. R6vélation pa r  La ninhydrinc.  



chmmatographique, à 1'Autoanalyseur Technicon, des hydrolysats chlorhy- 

driques de cette substance montre qu'elle est constituée de glucosamine et 

de thréonine (ou de sérine) dans les proportions molaires 1 : 1. 

C - CONCLUSIONS 
1 - Dans les conditions d'hydrolyse du glycoprotide P de l'ovo- 

mucoide, les O-séryl et O-thrjonyl-N-acétylglucosaminides sont N-désacétylés 

et le proton de la fonction amine libérée, par un effet protecteur vis-à- 

vis de la liaison glucosaminidique, stabilise cette dernière. Cet effet 

s'ajoute à celui de la fonction mine de l'amino-acide comme l'a démontré 

SPIRO (342) au cours de ses recherches sur la stabilité d'un O-hydroxylysyl- 

glucosido-galactoside : au moment où la totalité des liaisons glucosidiques 

sont coupées par une hydrolyse acide, il persiste 80 p.100 de O-hydroxylysyl- 

-galacroside. Un résultat identique a été obtenu par DEREVITSKAYA et al. - 
(343) au cours de l'étude comparative de la stabilité des O-glucosides de 

la sérine et de la N-carbobenzoxy-sérine. Ce double mécanisme explique 

qu'il subsiste du O-séryl ou du O-thréonyl-glucosaminide, dans les hydrcly- 

sats chlorhydriques des N-acétylglucosaminides. 

Au contraire, dans le cas de glycosides d'oses "neutres", comme 

les O-séryl-galactoside et -glucoside (DEREVITSKAYA, VAFINA et KOCHETKOV 

(344) ; KUM et ROSEMAN (345)) et le O-séryl-xyloside, (KUM et ROSEMAN 

(346) et LINDAHL et RODEN (34711, la liaison glycosidique est coupée dans 

les conditions d'hydrolyse que nous avons décrites, car elle ne bénéficie 

pas de l'effet protecteur du proton porté par la fonction amine de la gluco- 

samine. 

2 - Le comportement électrophorétique du O-thréonyl-glucosaminide 
étant identique à celui de llasparaginyl-glucosamine, c2s deux composés 

peuvent donc coexister dans le glycoprotide 1 d'ADAM-CHOSSON. 



ACTION DE LA SOUDE 

Nous avons vu (p.56 ) que le glycoprotide @ était stable en milieu 

sodique, dans les conditions de dégradation des liaisons O-séryl ou 

O-thréonyl-glycosidique, mais que ce résultat ne permettait pas d'éliminer 

l'existence de ce type de liaison et les schémas de structure b de la figure 

18 (p. 51). En effet, selon l'hypothèse émise par certains auteurs (HARBON 

(3481, HARTLEY et JEVONS (34911, les O-glycosides de composés hydroxylés en 

f3 d'un carboxyle ne seraient dégradés par la soude que si ce dernier est 

bloqué. 

Pour vérifier cette hypothèse, nous avons étudié l'action de la 

soude : 

1 - sur les O-séryl- et O-thréonyl-N-acétylglucosaminides et 
2 - sur les amides de ces derniers dont nous nous proposons donc 

de décrire la préparation avant d'exposer les résultats que nous avons obte- 

nus par action de la soude sur les deux séries de composés. 

A - PREPARATION DES P-N-ACETYL-D-GLUCOSAMINIDES DE LA SERINAMIDE ET DE LA 

THREONINAMIDE 

1 - PRINCIPE. Dans un premier temps, les O-séryl et O-thréonyl+-N-acétyl- 
glucosaminides sont estérifi& par le méthanol anhydre en présence de chloru- 

re de thionyle, selon le procgdé général de SOKOLOVSKY, SADEH et PATCHORNIK 

(350). Le méccmisme de la réaction est le suivant : 



OCH 

/ 3 

puis O C -  S + 2HOOC-R+2R- C + SOg't12 
\ OCH3 \ 

OCH3 

L'amidation est réalisée dans un second tenips par action, sur les 

esters, de la butylamine que nous avons choisie, pr6f6rentiellenent à l'é- 

thylamine, trop volatile et à 1' amoniac en solution méthanolique, de prépa- 

ration longue et délicate car le réactif ne doit pas renfermer la moindre 

trace d'eau. 

2 - MODE OPERATOIRE 
a - Estérification. 10 à 100 mg de substance (+) sont dissous dans 

5 à 50 ml de méthanol anhydre. A la solution refroidie à -5"C, on ajoute, 

goutte à goutte, 0,15 à 1,50 ml de chlorure de thionyle prélablement refroi- 

di à -20°C. La réaction exothermique élève la température à +13OC. Le 

mélange est maintenu à la température ambiante pendant 4 h sous agitation 

constante. 11 est ensuite concentré sous vide à la température du labora- 

toire, à l'abri de toute trace d'eau. 

b - Amidation-Le résidu sec cst traité par 0,2 à 2 ml de n-butyl- 

amine, et la solution obtenue est 6vapor6e à siccité, après 24 h d'action 

à 20°C. 

3 - RESULTATS 
L'analyse électrophorétique (pH 3,9 ; 400  cm pendant 4 h) a 

apporté les résultats suivants : 

1 - La présence d'une tache unique, pour chacun des composés étu- 
diés, montre que l'estérification et la réamidation sont quantitatives. 

2 - Les N-acétylglucosaminides de la sérinamide et de la thréoni, 
namide possèdent une vitesse de migration anodique nettement supérieure à 

(+) Le procédé est applicable à n'importe quel glycoprotide (voir p ,156 ) . 



celle de leurs homologues non amidés. Les migrations relatives, cal.cul6es 

par rapport à la glucosamine, sont, en efet, les suivantes : 

glucosamine 1 

N-acétylglucosaminides de la sérinamide 
et de la thréoninamide O, 70 

N-acétylglucosaminides de la sérine et 
de la thréonine 0,40 

B - ACTION DE LA SOUDE SUR LES N-ACETYL-GLUCOSAMINIDES DE LA SERINE ET 
DE LA THREONINE ET SUR LEURS DERIVES AMIDES 

MODE OPERATOIRE 

1 B 2 mg de O-séryl (ou de O-thréonyl) N-acétylglucosaminide ou 

de son dérivé amidé sont dissous dans 1 ml d'une solution aqueuse 0,l N 

en soude et 0,3 N en borohydrure de sodium. Le mélange est maintenu pendant 

24 h a la température du laboratoire. Il est ensuite additionné d'acide 
chlorhydrique jusqu'à une concentration 5 , 6  N et porté au bain-marie 

bouillant pendant 3 h. L'hydrolysat est évaporé à siccité sous vide et ana- 

lysé à l'Auto-analyseur Technicon. 

2 - RESULTATS 
Les résultats que nous avons obtenus sont les suivants : 

a - Les N-acétylglucosaminides de la sérine et de la thréonine 
sont stables en milieu alcalin. 

b - Au contraire, leurs homologues amidés sont sensibles a l'action 
combinée de la soude et du borohydrure de sodium et la rupture de la liaison 

glycosidique s'accompagne de la formation de glucosaminitol et de la destruc- 

tion de la sérine ou de la thréonine (Fig. 25 ; p. 105). 

Nos résultats sont à rapprocher de ceux de DEREVITSKAYA et al. 

(351) qui ont démontré que le O-glucoside de la N-carbobenzoxy-L-sérine 

était stable à pH 11, pendant 24 h à 37"C,  que, dans les mêmes conditions 

expérimentales, la méthylamide correspondante Qtait dégradée dans la pro- 

portion de 95 p.100. 

3  - DISCUSSION 

Les résultats que nous avons obtenus nous permettent d'expliquer 

(+) Voir la revue gQnérale de BALLOU (352). 



Figure 25 

Chromatographie B l'Auto-analyseur Technicon des hydrolysatr 
chlorhydriques (HCl 5,6 N ; 24 h B 1 0 0 ~ ~ ) .  A : s c h b t i s a t i o n  des rb- 
sultats obtenus avec l e s  N-ac4tylglucorrininider de 1. sbrine, avant et 
aprb 1 'action de la  soude, e t  de l a  abrinamide avant l'action de l a  
soude. B t du O-s(Srpl.mide-N-acCtyl-D-glucosainide aprb  hydrolyse 
sodique par NaOH 0 , l  N B 20°C pendant 24 h, en pr&renca de borohy- 
drute de p o t u s b  0.3 1. Ser : .&rine ; GlcNM2 : glucoa.aire ; 
GlcNi2itol : g l u c o ~ ~ i n i t o l .  



la rupture des liaisons O-séryl et O-thréonyl-glycosidiques sous l'action 

de la soude et de préciser les conditions dans lesquelles cette rupture 

s'effectue. 

La grande labilité, en milieu alcalin, des glycosides de composés 

f3-hydroxy-carbonylés est bien connue depuis les travaux de KUHN et LOW (353) 

et dlISBELL (354) et l'on sait depuis longtemps, que les compos6s suivants 

réduisent 21 chaud la liqueur de Fehling. 

CH, O 
l - '  

Glc- O- CH- CH2- 8 -NH-C H 
6 5 

III Tétra-acé tyl-Glc - O - CH2- CH2- C -CH3 

On sait aussi que l'hydrolyse de la liaison glycosidique s'accompagne d'une 

désaturation de l'aglycone par un processus dit de "p-élimination". Par exem- 

ple, le traitement du comp3s6 III par une solution méthanolique de méthoxyde 

de baryum 0,003 M à la température ordinaire fournit du glucose et la méthyl- 

CH2= CH- C -CH3 

Dans les mêmes conditions expérimentales, le 3-céto-1-butanol lui-même n'est 

pas modifié. La '~élimincttion" implique donc la substitution de l'hydroxyle 

du composé /3-hydroxy-carbonylé (3.). En outre, suivant certains auteurs 

(HARBON, HERMAN-BOUSSIER et, dLAUSER (355) ; HARTLEY et JEVONS (356 ) 1, -et 

particulièrement dans lc'cas de liaisons osidiques de la sérine et de la 

thréonine-, lorsque le groupement carbonylé fait partie d'une fonction carbo- 

xylique, celle-ci doit &rc bloquée. Toutefois, cette hypothèse n'avait pas 

reçu de confirmation au iT?ment où nous avons entrepris nos travaux et nous 

nous sommes attaché à ln vérifier. 

La rupture, par la soude, des liaisons O-glycosidiques des B-hydroxy- 

-amino-acides dont le groupement carboxylique est bloqué s'explique par une 

(f) La substitution doif-être, comme nous le verrons plus loin, effectuée, en 
outre, par un composé électrophile. 



double induct ion  é l e c t r o p h i l e .  E l l e  pcut etre décorpo~be .  en' p l u s i e u r s  &ta- 

pes quz naos avons iluçtrt5eo dans l e  f i g u r e  26 (p. 108). 

l è r e  é t a p e  (Fig, 26 a ) .  La s u b s t i t u t i o n  d'une fonc t ion  hydroxylée, 

p lacée  en p o s i t i o n  d'un carbonyle ("P-hydroxyle"), par  un composé q u i  rend 

é l e c t r o p h i l e  l 'oxygène de l i a i s o n ,  -corne, par  exemple, un r e s t e  "glycosy1"-, 

i ndu i t  la  d é l o c a l i s a t  ion  du doublet 6.-et provoque 1 ' appa r i t i on  d'une charge 

p o s i t i v e  p a r t i e l l e  s u r  l e  carbone q u i  l a  po r t e .  Quand, en o u t r e ,  l e  mi l ieu  

e s t  basique, l e s  c a t i o n s  a l c a l i n s  induisent  une dé loca l  i s a t  ion  du doublet 

T d e  la  fonc t ion  carbonyle q u i  s ' éno l i s e  e t  dont l e  carbone se charge é l ec -  

t r o p o s i t  ivement. 

2è é t ape  (Fig.  26 b ) .  L ' i o n i s a t i o n  des carbones "$" e t  "carbonylé'' 

provoque un appel  d ' é l ec t rons  de l 'hydrogène du carbone "a" (F ig .  26 a )  ve r s  

c e l u i - c i .  C e t t e  d é l o c a l i s a t i o n  s e  t r a d u i t  par  l ' é l i m i n a t i o n  du proton e t  par  

l ' a p p a r i t i o n  d'un carbanion. 

38 é tape  (F ig .  26 c ) .  Finalement, l a  molécule s e  s t a b i l i s e  pa r  une 

s é r i e  de dé loca l  i s a t  ions d ' é l ec t rons  : -"dés i o n i s a t  ion" de l a  fonc t ion  carbo- 

ny le  par  a t t r a c t i o n  du doublet par  l e  carbonium e t  régénéra t ion  de l a  l i a i s o n  

F, - t r a n s f e r t  des é l ec t rons  du carbanion s u r  l e  carbone p avec formation d'une 

l i a i s o n  , avec rup tu re  concomrnitante de l a  l i a i s o n  C - O  e t  l i b é r a t i o n ,  

sous l a  forme d'un anion,  du groupement é l e c t r o p h i l e  ( d'un glycosyloxy-anion, 

dans l e  c a s  p a r t i c u l i e r  que nous avons c h o i s i ) .  

4 - CONCLUSIONS 

a - Nous avons v é r i f i é  expérimentalement l 'hypothèse  émise par  

HARBON e t  a l .  (357) e t  par  HARTLEX e t  JEVONS (358) se lon  l a q u e l l e  l e  groupement 

carboxylique de l a  s é r i n e  e tde  l a  th réonine  O-glycosidée d o i t  ê t r e  bloqué pour 

que s ' exe rce  l ' a c t i o n  de l a  soude s u r  l a  l i a i s o n  glucide-amino-acide. Ce résu l -  

t a t  o r i g i n a l  p ré sen te  un i n t ê r e t  fondamental dans l ' é t u d e  de l a  na tu re  de l a  

l i a i s o n  glycanne-prot ide.  En e f f e t ,  nous avons démontré que s i  l e  groupement 

carboxylique de  l'hydroxy-amino-acide O-conjugué au g luc ide  e s t  l i b r e ,  une 

grave cause d ' e r r e u r  d ' i n t e r p r é t a t i o n  d'un r é s u l t a t  néga t i f  de l ' a c t i o n  de l a  

soude peut e t r e  connnise. Pour 1 ' é v i t e r ,  l e s  glycoprot  ides  renfermant des 

$-hydroxy-amino-acides doivent ê t r e  systématiquement amidés avant  de f a i r e  

a g i r  l a  soude, de manière k bloquer  l e  groupement carboxylique éventuellement 

l i b r e  d'un hydroxy-amino-acide O-conjugué à un glycanne. 



R1 

Glycos i d e  - 
I i i  

O - C H - C - C - R j  

l 

(a) Glycoside -O +- CH- C  - C  - 
1 I 

R3 

( C  Glycoside - O- C H = C - C  
i I - R3 

Figure 26 

Mécanisme géné ra l  de l a  "6-él iminat ion". 

Nota : La formule b correspond à une forme "l imite"  de l a  formule a. - 



b - Dans l e  c a s  des glycoprot ides  p e t  B I  d'ADAM- 

CHOSSON, on v o i t  que l ' ambiguï té  s u b s i s t e  puisque l a  s t a b i l i t é  v i s -à -v is  de 

l a  soude de c e s  composés, -en p a r t i c u l i e r ,  du composé f3 1-, riélimine pas 

pour au t an t  l e s  schémas b de l a  f i g u r e  18 e t  l ' e x i s t e n c e  d'une l i a i s o n  

O-glycosidique de l a  th réonine .  En e f f e t ,  l a  r é s i s t a n c e  de c e t t e  de rn i è re  peut 

parfai tement  s ' exp l ique r  par  l a  non-subs t i tu t ion  du groupement carboxyl ique .  

4O - COMPORTEMENT DE LA LIAISON 

GLYCOSIDIQUE AU COURS DES 

REACTIONS DE DEGRADATION D'EDMAN 

La r éac t ion  dlEDMAN de dégradat ion r écu r ren te  des  cha înes  pept id i -  

ques e s t  fréquemment u t i l i s é e  pour é t u d i e r  l e s  modal i tés  de 1 ' a t t a c h e  glycanne- 

p ro t ide .  Nous verrons p lus  l o i n  (p .  142 ) que, dans c e r t a i n e s  condi t ions ,  l ' a c -  

t i o n  de l ' i s o t h i o c y a n a t e  de phényle s ' exe rce  s u r  l 'amino-acide conjugué au 

glycanne e t  f o u r n i t  un glyco-PTH-amino-acide dont l a  formation appor te  des ré-  

s u l t a t s  extrêmement préc ieux  s u r  l e s  modal i tés  de l ' a t t a c h e  glycanne-prot ide.  

11 é t a i t  donc i n t é r e s s a n t ,  d 'une p a r t ,  de v é r i f i e r  s i  l a  l i a i s o n  O-glycosidi- 

que des P-hydroxy-amino-acides r e s t a i t  s t a b l e  au cours  des r é a c t i o n s  de pro- 

duct ion des glyco-PTH-amino-acides e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  d ' é t u d i e r  l e  comportement 

chromatographique de c e s  composés. 

A - EODE OPERATOIRE 

Nous avons l i m i t é  nos recherches au O-PTH-séryl-N-acétylglucosa- 

minide que nous avons préparé en appl iquant  l e  mode o p é r a t o i r e  de KONIGSBERG 

e t  HILL (359 ) d é c r i t  dans l 'Appendice technique (p.  211). Nous avons é tud ié  

l e  comportement des composés obtenus, en chromatographie s u r  papier  Whatman 

n 0 l ,  dans l e  système-solvant n-butanol /acide acé t ique leau  (4: 1:5) .  

B - RESULTATS 

1 - Nous avons obtenu, avec un bon rendement (70 p.100 environ) 

l a  O-PTH-séryl-N-acétylglucosaminide. C e l l e - c i  e s t  accompagnée d'une f a i b l e  

q u a n t i t é  de N-acétylglucosamine e t  de PTH-sérine formées, vraisemblablement 

au cours de l a  c y c l i s a t i o n ,  par  l e s  ac ides  acé t ique  e t  chlorhydrique,  du phé- 

n y l t h i o ~ a r b a ~ ~ y l - d é r i v é ,  à cause de l a  grande l a b i l i t é  des l i a i s o n s  N-acétyl- 



glucosaminides en mi l i eu  ac ide .  

2 - Nous avons rassemblé, dans l e s  t ab l eau  V I 1 1  (p.111 ), les 

r é s u l t a t s  des  analyses  chromatographiques. 

C - CONCLUSIONS 

Les 1 ia i sons  O-glycos idiques des hydroxy-amino-ac ides  s ant  su f -  

fisamment s t a b l e s  dans l e s  condi t ions  de l a  r é a c t i o n  dlEDMAN pour que c e l l e - c i  

p u i s s e  ê t r e  appl iquée b l a  p répa ra t ion  de O-PTH-s6ryl e t  de O-PTH-thréonyl- 

-glycannes . 

5' - ACTION DE L'HYDRAZINE 

SUR LES N-ACETYL-GLUCOSAMINIDES 

L'hydrazinolyse e s t  couramment appl iquée  B l ' é t u d e  de l a  s t u c t u r e  

des glycoprot ides  ( v o i r  p .48 ). 11 é t a i t  donc important de  p r é c i s e r  l ' a c t i o n  

de l 'hydraz ine  s u r  l e s  l i a i s o n s  O-glycosidiques. 

Nous avons observ6 que, dans l e s  cond i t i ons  d'hydraz ino lyse  dé- 

c r i t e s  dans l 'Appendice technique ( p . 2 1 1 ) ,  l e s  O-séryl e t  O-thréonyl-N- 

-acétylglucosaminides é t a i e n t  simplement N-désacétylés e t  que l a  l i a i s o n  gly- 

cos id ique  r e s t a i t  s t a b l e .  Ce r é s u l t a t  a  é t é  obtenu en appl iquant  aux p rodu i t s  d  

de  la  r é a c t i o n  l ' a n a l y s e  é l ec t rophoré t ique  su ivan t  l e  pro tocole  

page. 99. 

C e t t e  observat ion,  -parfai tement  p r é v i s i b l e  puisque l ' a c t i o n  

l y t i q u e  de l ' hyd raz ine  s u r  l e s  l i a i s o n s  e s t e r s  e t  amides e s t  bien connue-, 

e s t  du p lus  haut  i n t 6 r ê t .  On possède, en e f f e t ,  avec l 'hydraz inolyse  un excel- 

l e n t  moyen de d iscr iminer  l e s l i a i s o n s  de type  O-glycosidique des l i a i s o n s  de 

type  amide, -comme dans l a  N-(P-asparty1)-glucosaminylamine. En e f f e t ,  dans l e  

c a s  de c e  d e r n i e r  composé, l a  l i a i s o n  "asparaginyl"  e s t  coupée par  l ' hyd raz ine  

q u i  l i b k r e  de l ' a spa r thydraz ide  e t  des dér ivés  m a l  d é f i n i s  de l a  glucosamine. 

Sur c e  p r inc ipe ,  YOSIZAWA, SATO e t  SCHMID (360  ) son t  parvenus à détacher  l e s  

glycannes de l'orosomucoitde, sans que l e  procédé amene, t o u t e f o i s ,  l e  moindre 

r é s u l t a t  s u r  l a  n a t u r e  de l ' o s e  e t  de  l ' a d i d e  amin6 engagés dans l a  l i a i s o n .  
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Tableau VI11 

Comportement chromatographique du O-séryl-N-acétylglucosaminide 

e t  de  son d é r i v é  phénylthiohydanto'inique. 

( a )  Système-solvant : n-butanof / ac ide  a c é t  ique/eau (4: 1: 5 ) .  

---- -- -.-- - -- ---------- - 

Composés 

Sér i ne  

PTH-sér i n e  

N-acétylglucosamine 

O-séryl-N-acétylglucosam&nide 

O-PTH-séryl-N-acétylglucosaminide 

.. 

(b) Révélat ion par l e  r é a c t i f  à l ' a z o t u r e  de  sodium-iode de CHERBULIEZ et al. 

(361 ) . ( v o i r  Appendice technique ; p. 211 ) . 
( c l  Révélat ion pa r  la  r é a c t i o n  d 'EHRLICH " ind i r ec t e "  ( v o i r  Appendice 

technique ; p. 211). 

R~ e r  ( a )  

1 

5,6 

1,5  

0,56 

3 , 3  - 4,5 

(b )  

- 

+ 
- 
- 

f 

( c  1 

- 
- 

+ 
(+) 

f 



III - CONCLUSIONS GENERALES 

Les conclusions générales que nous pouvons tirer de l'ensemble 

de nos recherches sur les O-séryl et O-thrbonyl-N-acétylglucosaminides sont 

les suivantes : 

1 - Nous avons mis au point des procédés originaux de synthèse ou de prépara- 
tion de glycosides qui n'avaient pas encore ét6 réalisés jusqu'à présent. Il 

s'agit des composés suivants dont nous avons, en outre, précisé les comporte- 

ments chromatographiques et électrophorétiques : 

La préparation de ces substances est décrite pour la première fois puisque 

les seuls glycosides d'hydroxyamino-acides dont la synthèse a 6té jusqu'à pré- 

sent réalisée sont : 

le O-séryl-B-N-acétyl-D-glucosaminide (JONES et al .) (3 62 1, 
l'ester du O-séryl-P-N-benzoyl-D-glucosaminide (MICHEEL et.al.1 (363 1, 
le O-DNP-séryl-p-N-acétyl-D-glucosaminide (VERCEL-LOTI et al.) (364 1. 

2 - Nous avons étudié l'action de l'acidechlorhydrique sur la N-(p-aspatkyl)- 
-N-acétyl-glucosaminylamine et sur les N-acétyl-glucosaminides dans les con- 

ditions habituellement appliquées pour effectuer l'hydrolyse partielle de glyco- 

protides dans le but d'obtenir le glucide et l'amino-acide impliqués dans la 

liaison glycanne-protéine : HC1 1,5 N, B 10O0C, pendant 15 à 90 mn. Nous avons, 

de cette manière, démontré, que la liaison O-glucosaminidyl de la serine et de 

la thréonine était stable (probablement à cause de la proximité des protons 

des fonctions amines ionisées de la glucosamine et de l'amino-acide1 Les 

O-séryl et O-thréonylglucosaminides peuvent donc parfaitement être présents 

dans des hykolysats partiels de glycoprotides. La démonstration que leur com- 

portement électrophorétique est identique à celui de la p-N-asparaginyl-glucosa- 

mine permettra dlSviter de graves causes d'erreur quand les liaisons de type 

O-glycosidique et asparaginyl-glucosamine coexisteront dans les glycoprotéines. 



3 - Les l i a i s o n s  O-séryl e t  O-thréonyl-N-acétylglucosaminides n e  sont  pas 

coupées par  l ' hyd raz ine  oa par  l e s  r é a c t i f s  u t i l i s é s  dans l a  r . éac t ion .de  

dégradat ion r écu r rene  d '  EDMAN . 
4 - Nous avons démontré que l a  rup tu re ,  pa r  l a  soude, d 'une l i a i s o n  O-glyco- 

s  id ique  d'hydroxy-amino-ac ide  ne  pouvait  s  ' e f f e c t u e r  qu ' à la cond i t  ion que 

l e  groupement carboxylique de c e  de rn i e r  s o i t  bloqué, s o i t  par  conjugaison 

pept i d ique  "na tu re l l e "  avec un a u t r e  amino-ac ide, s o i t  par  amidat ion " a r t  i f  i- 

c i e l l e " .  C e t t e  information c a p i t a l e  que nous apportons permet t ra  donc d ' é v i t e r  

des causes  d ' e r r e u r  dans l ' i n t e r p r é t a t i o n  des r é s u l t a t s  de l ' a c t i o n  de l a  soude 

s u r  l e s  g lycopro t ides .  

5- Dans l e  c a s  particulier de l'ovomuco'ide, nous démontrons que, dans l e  

g lycopro t ide  p 1 d'ADAM-CHOSSON (355),-composé de glucosamine, d 'ac ide  aspar -  

t i q u e  c t  de  thréonine ,  dans l e s  propor t ions  2 : 1 : 1-, peuvent parfai tement  

c o e x i s t e r  1 'asparaginyl-glucosamine e t  l e  O-thréonyl-glucosaminide puisque 

c e  d e r n i e r  e s t  s t a b l e  dzns l e s  cond i t  ions de format ion du g lycopro t ide  par  

hydrolyse a c i d e  p a r t i e l l e  du g lycopro t ide  p. D'autre p a r t ,  c e  r é s u l t a t  n ' e s t  

pas incompatible avec la s t a b i l i t é  de c e  de rn i e r  vis-à-vis  de l a  soude 

(MONTREUIL, BISERTE e t  CHOSSON) ( 3  56 ), puisque s i  l a  th réonine ,  por tan t  son 

groupement carboxylique l i b r e ,  e s t  conjugué au glycanne par  une l i a i s o n  

O-glycosidique c e l l e - c i  ne peut ê t r e  rompue qu 'après  réamidat ion du glycopro- 

t i d e .  C e  mode o p é r a t o i r e  a é t é  appl iqué aux g lycopro t ides  provenant de l 'ovo-  

muco'ide e t  l e s  r é s u l t a t s  que nous avons obtenus seront  d é c r i t s  dans l e  2è 

chapPtre  de l a  rubr ique  "Travaux personnels".  



DE LA LIAISON GLYCANNE-PROTIDE 

DANS L ' OVOIWCOIDE 

Nous avons abordé notre étude en appliquant, comme l'avait fait 

ADAM-CHOSSON, un procédé de dégradation du type 4 (voir p.171, fondé sur la 

dégradation profonde de la fraction protéinique en vue d'obtenir des glycopro- 

tides simples. Nous envisagerons donc successivement : 

1'- L'isolement des glycoprotides formés au cours de l'hydrolyse 

pronasique de l'ovornucofde. 

2'- La détermination de la composition centésimale et molaire des 

glycoprotides. 

3'- La structure des glycoprotides et la nature, dans ces derniers, 

de l'attache glycanne-protide. 

1'- HYDROLYSE PRONASIQUE DE L'OVOMUCOIDE 

1 - MATERIEL EX METHODES 
A - L'OVOMUCOIDE 

L'ovomucofde du blanc d'oeuf de Poule a été prépar6 selon le procé- 

dé de FREDERICQ et DEUTSCH ( 367). Il contenait, suivant les préparations, de 

8 à 9 p. 100 d' oses "neutresr' ; de 13 à 14,7 p. 100 de - N-acétylglucosamine et de 
0 ,85  B 0,9 p.100 d'acide - N-acétyl-neuraminique. Sa composition molaire était la 
suivante (pour un .poids moléculaire de 24 000) (+) : galactose 2, mannose 9, 

N-acétylglucosamine 20, acide N-acétylneuraminique 1. Toutes les préparations - - 
étaient hétérogènes en immuno-électrophorèse et comportaient 4 arcs de préci- 

pitation (voir, à ce sujet, MONTREUIL, CASTIGLIONI, ADAM-CHOSSON, CANER et 

QUEVAL) (368). 

(+> FREDERICQ et DEUTSCH (367). 



B - HYDROLYSE PRONASIQUE 

1'- Principe 

Nous avons appliqué, dans ses grandes lignes, le procédé que 

YAMASHINA ET MAKINO (369) ont appliqué B l'ovalbumine en apportant, toutefois, 

les trois modifications suivantes 

a - abandon de la solution boratée, employée par les auteurs pour 
tamponner les hydrolysats,et stabilisation du pH à l'aide d'un pH-stat ; 

b - fixation de l'acide trichloracétique , utilisé pour purifier les 
hydrolysats, par un échangeur d'anions, en remplacement de l'extraction par 

l'éther sulfurique qui provoque des pertes sensibles de rendement en glyco- 

peptides. 

c - l'application de 4 hydrolyses pronasiques successives même 
lorsque la consommation de soude devient nulle à partir du 3è hydrolysat. En 

effet, la libération des derniers amino-acides au voisinage de la liaison 

glycanne-protide n'entrafne plus de consommation de soude perceptible. 

2' - Mode opératoire 
A une solution de 10 g d'ovomuco2de dans 1 litre d'acétate de cal- 

cium 0,01 bî, on ajoute 200 mg de Pronase (cALBIoCHEM). L'hydrolyse est effec- 

tu6e B pH 8 et à 40°C, sous agitation, pendant 48 h en présence de toluène. 

Le pH est maintenu constant par l'addition de soude 0,l 5 contrôlée par un 
titrateur automatique (pH-stat TTTlC Radiometer) et la consommation de soude 

est régulièrement déterminée. L'hydrolysat est ensuite ajusté à pH 4,5 avec 

de l'acide acétique glacial, puis concentré à 20 ml environ et traité par 10 

volumes d'éthanol absolu. Le mélange est maintenu pendant deux heures à la 

température du laboratoire, puis 2 2OC pendant 18 heures. Le précipité qui 

s'est formé est recueilli par centrifugation, dissous dans 500 ml d'acétate 

de calcium 0,01 M et soumis à une nouvelle hydrolyse pronasique dans les 

conditions décrites ci-dessus, 



Ce protocole expérimental est répété encore deux fais (+), à la différence 

près que le précipit6 obtenu à partir du 46 hydrolysat est soumis à une 

purification selon le mode opératoire décrit ci-dessous. Ce précipité re- 

présente le "fraction glycopeptidique 1". 

C - ISOLEMENT ET PURIFICATION DES GLYCOPEPTIDES 
1'- Principe 

Les glycopeptides sont débarrassés de l'acide trichloracétique 

et d'une partie des peptides par un passage sue échangeurs de cations et 

d'anions, Ils sont ensuite purifiés par chromatographie sur Sephadex qui 

élimine encore des peptides et fractionnés, enfin, sue des colonnes de 

résines échangeuses d'ions à l'aide d'un tampon de formiate de pyridine. En 

outre, certains glycopeptides ont été isolés et purifiés par électropho- 

rèse préparative. 

2' - Mode opératoire 
a - Purification sur échangeurs d'ions 

Lal!Eraction glycopeptidique 1'' est dissoute dans 50 ml d'eau dis- 

tillee et la solution obtenue est additionnée d'un volume égal d'une solu- 

tion aqueuse d'acide trichloracétique 3 10 g p.100 ml. 

Le précipité formé est éliminé par centrifugation, après un repos 

de 18 h, à 2 O C .  La solution surnageante est purifiée par un passage successlf 

sur des colonnes (2 X 35 cm) d'échangeurs de cations (Dowex 50 X 8 ; "mesh'' 

25-50 ; forme - acide), puis d'anions (Duolite A-102-D ; "meshl' 25-50 ; fome 

formiate). L3 liquide effluent, auquel on joint les eaux de lavage des colon- 

nes (1 litre), est concentré 20 ml, dans un évaporateur rotatif. Les glycc 

peptides sont isolés par l'addition de 10 volumes d'éthanol absolu. Ce pr6- 

cipite représente la "fraction glycopeptidique II". 

(+) Fréquemment, à partir de la 3è précipitation éthanolique, le mélange 
se gélifie et il est nécessaire d'ajouter un volume d'éther sulfurique 
pour sédimenter le précipité par centrifugation. 



Purification par chromatographie sur gel de dextranne 

La fraction ~lycopeptidique II est débarrassée:des peptides qui 

n'ont pas été retenus par les échangeurs d'ions, par une chromatographie 

sue colonne ( 2  X 35 cm) de gel de Sephadex G-25. La quantité de précipité 

chromatographié est de l'ordre de 400 mg et le déplacement des composés est 

effectué avec de l'eau distillée. Le répérage des constituants présents 

dans l'effluent est réalisé en dosant lcs glucides par la méthode colori- 

métrique au phénol-sulfurique de DUBOIS et a1.(370) (usirffpgm".,, ' 

pr2.n) et les protides par le procédé à la ninhydrine de MOORE et STEIN 

371 bis) (voir Appendice technique ; p. 211 ) ou par la technique aux 

dinitrophényl dérivés de GHUYSEN, TIPPER, BIRGE et STROMINGEROflbisXVair - 
Appendice technique ; p.2111). On obtient de cette manière (Fig 27 ; p.118 ) 

une fraction enrichie en glycopeptides. Il s 'agit de la "fraction Sephadex" 

c - Fractionnement par chromatographie sur résine échnngeuse de cations 

350 mg de la fraction Sephadex, en solution dans 2 ml d'eau dis- 

tillée, sont soumis à la chromatographie sur colonne (2 X 40 cm) de Dowex 5 0  

W X 2 ("mesh" 200-400 ; forme acide) et le repérage des constituants des 

des fractions d'élution est effectué en appliquant le procédé de dosage colo- 

rimétripe des glucides de DUBOIS et al. Le passage d'un litre d'eau 

distillée fournit une première fraction ("~raction a "1 (Fig. 28 ; p.1191 
qui est constituée par deux pics d'élution que nous avons rassemblés en rai- 

son de l'identité de leur comportement électrophorétique et de leur composi- 

tion en glucides et en acides aminés. Le déplacement des glycopeptides fixés 

sur la colonne est ensuite réalisé, à pH 3,0, à l'aide d'un gradient de con- 

centration en formiate de pyridine (système à deux réservoirs cylindriques 

contenant, le premier, 8 ml de pyridine, 12,s ml d'acide formique et 479,5 

ml dbau distillée ; le second, 160 ml de pyridine, 250 ml d'acide formique 

et 90 ml d'eau distillée). On obtient, de cette manière, les fractions et 

Y (Fig 28 ; p. 119) que l'on débarrasse du formiate de pyridine par simple - 
évaporation sous vide à l'évaporateur rotatif, suivie d'une lyophilisation 

poussée. 



Figura 27 

Diagrmue deQlution sur.Sephadax G 25 d'un hydrolyeat pronaaique 

d*ovona\cotde. Colonne de 2 X 35 an pour 400 mg de prdparation ; 

dlution par l'eau ; fractions de 2 m l  ; ddbit : 0,5 ml/-. En traite 
pleins : dosage des osee "neutresw par l e  ph8nui-8ulfurique ; en 

traits po in t i l l i s  : dosage des protides par la ninhydrine. 



Figure 28 

Diagrme de fractionnement des glycopro tider de 1 'ovowtcotde 

(350 mg) prbalablment purifiir par chromatographie rur Sephadex 

G 25, rut colonne (2 X 40 cm) de Dowax-30 W X 2 (*ehw 200-400 ; 

fonie acide ; fraction6 de 10 ml ; d6bît 2 0,s mi/mn). Repdrage 

der comporir glycoprotldiquer par le phénol sulfurique. En ordon- 

n6es : A t abrrorbance ; C : concentration an fondate de pyridine. 

En abcirres t volumcird~dlution.. 



Nota. Le mode opératoire remplace celui qu'appliquait ADAM-CHOSSON et qui - 
s'inspirait directement du protocole expérimental décrit par IZUMI, W I N 0  

et YAMASHINA (372) : fractionnement surcolonnes de SE-cellulose et déplace- 

ment des glycopeptides successivement par de l'eau ("Fraction d ") et par 

une solution de citrate de sodium 0,02 5 de pH 3 ("Fractions l3 et Y "1. 
Le procédé offrait le désavantage d'exiger l'élimination du citrate de 

sodium par un passage sur échangeurs de cations et d'anions qui provoquait 

des pertes sensibles de rendement. 

d - Sous-fractionnement électrophorétique de la "fraction a 
La "fraction a ", tres hétérogène (Fig 29 ; p. 1211, est soumise à 

llélectrophor&se préparative sur papier Arches 304 dans les conditions expéri- 

mentales suivantes : pH 1,5 (solution de 150 ml d'acide formique concentré 

et de 50 ml d'acide acétique glacial dans 800 ml d'eau distillée) ; 12  cm 
pendant 4 h. Chacune des fractions obtenues est ensuite purifiée par une 

électrophorèse préparative effectuée dans les mêmes conditions sur papier 

MACHEREY-NAGEL 807 (sans amino-acides). Nous nous sommes limité à l'étude 

ultérieure des fractions a e t a  qui étaient les plus abondantes. 
3 4 

II - RESULTATS 

Nous avons illustr6, dans les figures 27 (p. 1181, 28 (p. 119) et 

29 (p. 121) et dans le tableau X (p. 130) les résultats que nous avons obtenus 

à propos du fractionnement des hydrolysats pronasiques de llovomucofde et que 

nous pouvons résumer de la manière suivante : 

1' - La combinaison de la chromatographie sur résines échangeuses d'ions, sur 
Sephadex et sur cellulose modifiée permet d'obtenir, à partir des hydrolysatc 

pronasiques de l'ovomucofde, 3 fractions glycopeptidiques très purifiées : 

les fractions a , $ et:Y dans les proportions relatives de 25 à 30 p.100, 

68 B 75 p.100 et O B 2 p.100. 
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2" - Les fractions et y sont homog6nes. Au contraire, le fractiond est 

hétérogène en électrophorèse sur papier puisqu'elle contient au moins 5 cons- 

tituants. Parmi ccux-ci, on peut isoler, par électrophorese préparative sur 

~apier, deux fractions majeures (80 p.100 de la Fraction a ) : les fractions 

a eta4; en proportions sensiblement identiques. 
3 

3" - En effectuant systématiquemcn~ ec d'une rnanisre comparative ie dosage 
des oses dans les différentes fractions que nous avons obeenues, d'une part, 

à l'aide de notre procédé et, d'autre part, en appliquant le procédé origi- 

nal de YAMASHINA et PIAKINO (373) et dlIZUMI, MAKINO et YNSHINA (3741, nous 

avons observé que les pertes totales étaient, dans le premier cas, de 4 à 6 

p.100, tandis qu'elles atteignaient 30 à 45 p.100 dans le second cas (voir 

le tableau IX ; p. 123). 

III - DISCUSSION 

A - Les modifications que nous avons apportées au procédé original d'hydrolyse 
pronasique des glycoprotéines décrit par YALWSHINA et MAKINO (375) et par 

IZWI, MAKINO et YfOIASHINA (376) permettent d'obtenir des glycoprotides avec 

un meilleur rendement. Ces améliorations sont principalement dues : 

1) à l'abandon du borate de sodium comme tampon au.cours de l'hy- 

dro lyse ; 

2) au remplacement de l'extraction par l'éther de l'acide trichlo- 

racétique, par un passage sur $changeur d'anions ; 

3) à une purification par chromatographie sur Sephadex qui élimine 

les holoprotides de faible poids moléculaire ; 

4) au remplacement, pour effectuer le fractionnement des glycopep- 

tides par chromatographie d'échanges d'ions, de la SE- ou de la SM- cellulose 

par une résine faiblement réticulée (Dowex5DQ X 2) .  

B - L'application des procédés de fractionnement que nous avons décrits permet 
d'isoler deux fractions principales a et .g . La fraction p est homogène 

en électrophorèse, tandis que la fraction a se dissocie en plusieurs bandes. 



Tableau IX 

Détermination des pertes en glycopeptides (+) au cours de l'hydrolyse 

pronasique de l'ovomucoTde effectuée par différents procédés. 

(43-1 Ce précipité se forme au cours de la concentration de la solution boratée 

d'hydrolyse. 

r 
Procédé 
personnel 

p. 100 de pertes 

dans le surnageant 

alcoolique 
I. 

1 à 2 

l à 2  

1 

1 

4 à 6 p.100 

- - --- 
I 

Stades de 
1 'hydrolyse 
pronasique 

lère hydrolyse 

2è hydrolyse 

3è hydrolyse 

4è hydrolyse 

Pertes totales 

(+) Déterminées en dosant les glucides dans les fractions éliminées. 

Procédé de YAMASHINA et al. 

p. 100 de pertes 

dans le surnageant 

alcoolique 

l à 2  

2 

2 

1 

p. 100 de pertes 

dans le précipité 

(*> 

4 à 5  

8 à 15 

8 à 15 

8 à 15 

34 à 52 p.100 



Parmi celles-ci, nous avons retenu les bandesa et qui représentaient 3 
les constituants majeurs. 

C - En outre, dans certains hydrolysats, nous avons isolé, mais toujours en 
faible quantité, la fraction y décrite par ADAM-CHOSSON. 

IV - CONCLUSIONS 

L'application d'un procédé original du £ractionnement des hydroly- 

sats pronasiques de llovomucofde nous a permis d'isoler trois fonctions gly- 

coprotidiques majeures : les fonctions a a et p . En outre, la frac- 
3 '  4 

tion y d'ADAM-CHOSSON est présente dans certains hydrolysats. 



) 2' - COMPOSITION CENTESIMALE ET MOLAIRE - -- -- 

1 DES FRACTIONS GLYCOPROTIDIQUES PRESENTES / -----. 

1 DANS LES HYDROLYSATS PRONASIQUES DE , ---- ----.- --- . . - 
l--.--- L'OVOMUCOIDE - 1 

1 - MATERIEL ET METHODES 

A - COMPOSITION CENTESIMALE EN GLUCIDES 

La ccmposition centésimale des glycopeptides en glucides a été 

déterminée par l'application des procédés classiques de dosage colorimétri- 

que des glucides : les hexoses "neutres" (galactose + mnnnose); par la mé- 

thode à l'orcinol sulfurique de TILLMANS et PHILIPPI (377), modifiée par 

RIMINGTON (378) ; la glucosamine, par la méthode dlELSON et MORGAN (3791, 

modifiée par BELCHER, NUTTEN et SAMBROO!< (380), après une hydrolyse de 4  h, 

par HC1 4 N redistillé, en tube scellé sous vide ; l'acide N-acétyl-neura- 

minique, par la méthode à la diphénylamine de WERNER et ODIN (381) ; les 

groupements acétyl, par la méthode de PHILLIPS (382) (+). 

B - COMPOSITION MOLAIRE 
La détermination de la composition molaire d'un composé exige la 

connaissance de sa masse moléculaire. Nous ferons donc précéder l'exposé 

concernant les procédés d'identification et de dosage des oses et des aci- 

des aminés que nous avons appliqués aux fractions a  3 ,  a 4  et@ , Par la 
description des méthodes de calcul de la masse moléculaire de ces dernières. 

1. - DETERMINLITION DE LI bb1SSE IVIOLECULPaIRE DES GLYCCPROTIDES 

La masse moléculaire des glycoprotides a été déterminée expérimenta- 

lement par 3 procédés : 

a - procédé physique appliquant l'équation de SVEDBERG, qui fait 
intervenir les constantes de sédimentation et de diffusion libre et le 

(+) Les procédés de dosage calorimétriques des oses sont tellement classi- 
ques que nous n'avons pas jugé utile de les décrire dans l'Appendice 
technique et nous nous sommes limité au seul exposé de la méthode de 
PHILLIPS (voir Appendice technique ; p. 211 ) .  



volume spécifique partiel. 

b - procédé physique, fondé sur la loi de STOKES, qui associe les 
constantes de sédimentation et de viscosité ; 

c - procédé chimique fondé sur le dosage des groupements N-ter- 
minaux des amino-acides. En outre,la masse moléculaire a été calculée 

d'après la composition molaire des glycoprotides. 

a - Application de la formule de SVEDBERG 
Ce procédé fait intervenir les constantes de sédimentation et de 

diffusion libre et le volume spécifique partiel. 

Les constantes de sédimentation et de diffusion ont été mesurées 

à 20°C sur des solutions de glycopeptides dans un tampon phosphate 0,l M 

de pH 6 , 5  (+). 

Le volume spécifique partiel a été déterminé expérimentalement 

par picnométrie ou calculé d'après la composition des glycopeptides (voir 

Appendice technique ; p. 211). 

La masse moléculaire M est calculée en appliquant la formule de 

SVEDBERG : 

où : S : constante de sédimentation extrapolée à une dilution infinie ; 
O 

D : constante de diffusion libre extrapolée à une dilution in- 
O 

finie ; 

R : constante des gaz parfaits (8,303.10-~) ; 

T : température absolue (293") ; 

V : volume spécifique partiel ; 
SP 

p : densité de la solution-tampon. 

(+) Nous exprimons notre reconnaissance à Monsieur le Professeur J. TONNE- 
M T  qui a effectué les déterminations des constantes de sédimentation et 
nous remercions vivement Mademoiselle A. BARNEOUD de sa précieuse col- 
laboration technique. 



b - Application de la bi de STOKES (+) 

Nous avons appliqué la loi de STOKES selon laquelle la masse molé 

culaire d'un composé peut être déterminée en utilisant la formule suivante : 

où : N : nombre d'AVOGADRO ; 

V : volume spécifique partiel ; 

1 : viscosité du solvant en poises ; 

F : densité du solvant ; 

$ : constante de sédimentation, exprimée en secondes, à 20°C, pour 

une dilutior! infinie. 

c - Procédé chimique 
a - Principe. Les groupements N-terminaux des amino-acides sont 

dosés seion la technique du fluoro-dinitrobenzène de GHUYÇEN, TIPPER, BIRGE 

et STROMINGER ( 3 8 4 ) .  

Lesdosages sont effectués par rapport à des témoins constitués par 

les acides aminés dont la position N-terminale a été préalablement déterminée 

par l'application des procédés décrits plus loin (voir p. 140 1. On élimine 

de cette manière, la cause d'erreur due aux différences d'absorbance molaire 

des DNP-amino-acides. 

f3 - Mode opératoire. Le procédé de dosage lui-même est décrit dans 
l'Appendice teclînique (voir p.8/) ). Il pernet de préciser le nombre de mi- 
cromoles d'amino-acides par rapport à Ir masse de composé utilisée. La masse 

(+) Voir la revue générale d'ELIAS (383). 



moléculaire est calculée en appliquant la formule : 

où : P : poids de sustance en mg ; 

p M : nombre de micromoles d'amino-acide N-terminal pour le poids P. 

2. - IDENTIFICATION ET DOSAGE 
DES OSES ET DES ACIDES AMINES CONSTITUANT 

LES GLYCOPROTIDES 

a - Identification et dosage des oses 
cx - La composition molaire des glycopeptides en oses "neutres" a 

été déterminée par chromatographie quantitative sur papier en appliquant les 

modes opératoires décrits par MONTREUIL, SPIK, DUMAISNIL et MONSIGNY (385) 

dont nous nous limitons à exposer le principe : 

-hydrolyse par HC1 1,5 N, à 100°C, pendant 1,5 h ; 

-purification sur résines échangeuses dé cations (Dowex 50 X 8 ; 

forme acide) et d'anions (Duolite A-102-D ; forme acétate) ; 

-chromatographie quantitative sur papier dans le système-solvant 

n-butanol/acide acétique/eau (4:1:5) et dosage des oses par les méthodes 

de HUGHES et JEANLOZ (386) (élution par l'éthanol chlorhydrique des taches 

données par le réactif au citrate d'aniline de DATE (387)) et de MONTREUIL 

et SCHEPPLER (388) (élution des oses repérés par la révélation de témoins 

latéraux et dosage réductimétrique par le ferricyanure de potassium). 

f3 - Le nombre de résidus d'acide N-acétylneuraminique a été déter- 
miné d'après les résultats fournis par les dosages calorimétriques (voir 

p. 125 1. 



y - La glucosamine a été dosée, en même temps que les acides 
aminés, à l'Auto-analyseur Technicon, suivant le mode opératoire décrit 

ci-dessous. 

b - Identification et dosage des acides aminés 
Les acides aminés (et la glucosamine) ont été dosés par chroma- 

tographie à l'Auto-analyseur Technicon (colonne de 0,6 X 150 cm ou 0,6 X 65 

cm) selon le procédé général de PIEZ et MORRIS (389) (voir Appendice tech- 

nique ; p.211 ) en utilisant des systèmes originaux de formation du tampon 

dans un "Autograd" à 9 compartiments que nous décrivons dans l'Appendice 

technique (voir p. 211). 

II - RESULTATS 

Nous avons précisé dans les tableaux X (p. 130 st -131 ) gt XI 

(p. 132.) les compositions centésimales et molaires en glucides et en 

acides aminés des différentes fractions que nous avons obtenues. On voit 

que : 

l0 - Les fractions glycopeptidiques 1 et II et la fraction Sephadex sont 

très riches en glucides et contiennent une faible proportion d'acides 

aminés. En outre, les rapports oses "neutresl'/N-acétylglucosamine - et oses 

"neutresl'/acide -acétylneuraminique sont, dans les 3 fractions, identiques 

à ceux de l'ovomucofde natif. L'hydrolyse pronasique a donc respecté le 

glycanne . 
2' - La chramatographie sur Dowex 50 X 2 (~ig. 28 ; p. 119) des glycopro - 
tides préalablement purifiés sur Sephadex (2-25, fournit trois fractions 

("Fractions a ,  @ ety ") qui sont différentes par leur coinposition en 

glucides et en acides aminés. 

a - L'étude de la composition en glucidas des 3 fractions montre 
qu'il existe deux groupes bien distincts de glycoprotides dans les hydro- 

lysats pronasiques de l'ovomucofde : l'un, fractiona , contient des sia- 
loglycoprotides et l'autre, fractions p eéy , des asialcglycoprotides. La 
présence d'acide - N-acétylneuraminique dans le glycoprotide a explique son 





Tableau X 13 1 

à partir d'hydrolysats pronasiques d'une préparation d'ovomucofde. 

Oses "neutres" 

Glc NAc 

( e )  Valeurs exprimées en g d'oses pour 100 g de glycoprotides, obtenues 

par dosage colorimétrique par rapport B des témoins "oses libres". 

Oses "neutres" Glucides 

ANAN i totaux 

(f) Valeurs exprimées en millimoles par g de glycoprotides. 

Glycanne 

P. 100 



Tableau X I  

Composition molaire  en g luc ides  e t  en ac ides  aminés et nonses n o l b -  

c u l a i r e s  des f r a c t i o n s  K 3 9  a4- , P  e t Y  . 

i- 
- -- 

I 
1 i Désignat ion du g lycopro t ide  

l 
a I a 

3 4 
B 

-- I 

Galac tose  

W .nno s e  
! 

5 1 
N-acétylglucosamine - 10 

Acide - acé ty lneu ramin ique  O 
I 

Acide a s p a r t i q u e  
i 
i 1 

Thréonine 1 - 
l i 

0,85 
i 

S 6 r i n e  / O Y 1 7  1 0,29 
l i 

Cys t i n e  t -  1 -  
1 - 

f -+---- ! 
l 

Masse molécula i re  

p a r  u l t r a - cen t r i guga t ion  e t  d i f f u s i o n  - 1 
c a l c u l é e  d ' ap rè s  l a  l o i  de STOKES 1 - 

l 
p a r  dosage des  NH 

2  

c a l c u l &  d ' a p r è s  l a  composition mola i re  174.5 1958 3220 
I 
i 

(+) C e  r é s u l t a t  anormal p o u r r a i t  s ' exp l ique r  p a r  une hydrolyse de l i a i s o n s  

s i a l o s y l  au  cours des expérimentat ions.  



comportement lors de la chromatograbhie sur les colonnes de Dowex 50 X 2. 

En outre, la répartition du galactose, du mannose et de la 

M-acétylglucosamine est différente dans les deux groupes : proportions - 
1 : 3 : 4 dans le premier ; proportions 1 : 5 : 10 dans le second. 

b - L'étude de la composition en acides aminés des différentes 
fractions glycoprotidiques montre que les unes renferment seulement de 

l'acide aspartique, tandis que les autres contiennent de la thréonine. 

Seule, la fraction7 contient, outre de l'acide aspartique et de la thréo- 

nine, de la cystine. Celle-ci a été identifiée par chromatographie sur 

papier grâce à l'application de réactifs spécifiques. Dans tous les cas, 

la composition en acides aminés de la fraction protidique est simple et 

révélatrice d'une action très profonde de l'enzyme dans les conditions ex- 

périmentales que nous avons décrites. 

3" - L'application, aux fractionsa et f 3 ,  de la méthode des DNP (voir 
4 

p. 127) de GHUYSEN, TIPPER, BIRGE et STROMINGER (390) a fourni, comme va- 

leurs de masses moléculaires, respectivement, 1850 (? 150) et 3200 (: 50). 

Ces valeurs sont en accord avec celles qui ont été calculées,d'une part, 

d'après la composition molaire des glycopeptides (voir Tableau XI ; p.132 ) 

et, d'autre part, en appliquant la formule de STOKES (voir p. 126). 

Les faibles quantités de fraction y dont nous disposions ne 

nous ont pas permis d'appliquer la méthode de GHUYSEN. Quant 3 la fraction 

a les résultats étaient trop dispersés pour être interprétés. Dans ce 
-3 ' 
cas particulier, l'échec du procédé pourrait s'expliquer par une interfé- 

rence,dont l'origine nous échappe. 

4" - Ltultra-centrifugation des fractionsae: F a  fourni les valeurs de 

constantes de sédimentation suivantes : 

Concentration 
(en mg p. ml) 

10 

5 

2,5 

"Fraction a " "Fraction $ " 



Les valeurs des constantes de diffusion libre et du volume spé- 

cifique partiel étant, respectivement : 12,8 et 0,61 pour la fraction a ; 

9,93 et 0,62 pour la fraction f3 , les poids moléculaires sont donc de 
1885 pour la fractiona et de 3250 pour la fraction$ . On voit que ces 
valeurs sont très voisines de celles qui ont été obtenues par l'application 

de la loi de STOKES, d'une part, par le procédé de dosage des groupements 

N-terminaux, d'autre part, par le calcul effectué d'après la composition - 
molaire, enfin (tableau XI ; p. 131). 

III - DISCUSSION 

1 - Les modifications que nous avons apportées au procédé original d'hydro- 
lyse pronasique des glycoprotéines décrit par YAMASHINA et PWINO (391) et 

IZUMI, MAKINO et YkXASHINA (392) permettent d'obtenir des glycoprotides 

simples dont la fraction peptidique renferme rarement plus de trois amino- 

acides. Fréquemment, un seul amino-acide est présent et le partenaire proti- 

dique de la liaison glycanne-protéine est alors, d'emblée, identifiée. L'hy- 

drolyse pronasique de certaines glycoprotéines est parfois tellement pro- 

fonde que le simple passage sur échangeurs d'ions fournit d'emblée des 

glycopeptides purs (voir, par exemple, le cas des globulines$~ (p. 167) 

et de la transferrine (p.176 1. 

En outre, la fraction glycannique de l'ovomucolde est respectée 

par la pronase. 

Nous devons, toutefois, signaler que l'action de certaines prépa- 

rations de pronase s'accompagne parfois d'une perte en acide sialique et 

que, dans ce cas, la plus grande prudence doit donc être observée dans l'u- 

tilisation des glycopeptides en vue d'étudier la structure de la fraction 

gly cannique . 
Les dégradations profondes des glycoprotéines que nous obtenons 

s'expliquent par le fait que nous effectuons, contrairement aux autres au- 

teurs, quatre hydrolyses pronasiques au lieu de deux ou trois, même lorsque, 

comme nous l'avons vu plus haut, la consommation de soude devient négligea- 

ble ou nulle dès la 3è hydrolyse. 





. 'Tableau XII 

Composition des fractions glycopeptidiques isolées des hydrolysats papafniques de l'ovomucofde (d'après MONTGOMERY 
et ~~)(398). ! ' - 

1 GLYCOPEPTIDES 
1 

Aspartique 
Thr éonine 
S ér ine 
Isoleucine 
Proline 
Alanine 
Phénylalanine 
Glycocolle 
Leiicine 
Lysine 
Arginine 
Glutamique 
Histidine 

NH3 

i ! 
Résidus 1 I II 

1 

Composition 

Acide N-acétylneuraminiqu 
N-Acétyl-D-glucosamine 
D -Manno s e 

1 40,3 

1 
22,7 (c) 

D-Galactose 
! 

I 
III l 

g p. 100 g 

Hexose~ ' 

D-G lucosamine 

1- 

molaire(a1 , 

...A &. 

(a) Moles de résidus pour 8 moles de N-acétyl-D-glucosamine. 
( b )  Dosages non effectués. 
(cl Exprimel an 8-mannose. 
( d )  Résultat d'un dosage. 

Compositio d ; 
molaire(a) / g p.100 g 

Canpositic, 
mol aire(a) ..- 



IV - La connaissance de la composition en glucides des fractionsa et@ , 
associée à des résultats récemment obtenus au laboratoire, nous permet de 

confirmer les conclusions quiûvaAent4té tirées de travaux antérieurs 

(ADMI-CHOSSON (399) ; MONTREUIL, CASTIGLIONI - et al. (400)) selon les- 

quelles 1es"glycoprotides f3 " provenaient de l'ovomucofde proprement dit, 

tandis que les "glycoprotidesa " avaient pour origine l'ovoglycoprotéine 
décrite par KETTERER (401). Les auteurs précédents ont, en effet, démontré 

que l'analyse irnmuno-électrophorétique révélait l'hétérogénéité de toutes 

les préparations d'ovomucofde,quel que soit le procédé d'isolement utilisé. 

Quatre constituants sont présents dans ces dernières et des recherches ré- 

centes (J U B C Z A ~  et MONTREUIL) (402) ont permis de préciser qu'il s'agis- F 
sait de deux holoprotéines : l'ovo-inhibiteur-trypsique de MATSUSHIMA (403) 

et l'apo-ovo-flavoprotéine, et de deux glycoprotéines : l'ovomucofde "pro- 

prement dit" et l'ovoglycoprotéine de KXTTERER. La fraction glycannique de 

ce dernier compoç6 possède les caractéristiques suivantes (KETTERER) (404) 

qui sont identiques à celles des "glycoprotidesci": 

Oses "neutresl~/Osamines 1 

Oses "neutres"/Acide-N-acétylneuraminiquê 4 ~ 5  

~annose/~alactose 2 

Nos conclusions s'éloignent de cellesde MONTGOMERY et WU (405) 

qui considèrent que le sialo-glycopeptide IV provient de l'ovomucofde. 

V - L'application de différents procédés à la détermination des masses mo- 

léculaires des glycopeptides a et @ conduit à des résultats concordants 

(Tableau XI ; p. 131) : 1850 à 2000 pour les glycopeptides a 3200 à 4 '  
3250 pour les glycopeptides @ . 

Ces rSsultats permettent de déterminer le nombre de chaînes gly- 

tanniques dans l'ovomucofde et dans l'ovoglycoprotéine, en supposant que 

les différents glycannes possèdent des masses moléculaires identiques. 

En nous fondant sur un poids moléculaire de 27 000 pour l'ovo- 

mucofde (FREDERICQ et DEUTSCH) (406) et de 24 400 pour l'ovoglycoprotéine 

(KETTERER) (407), d'une part, et sur la composition centésimale en glucides 



totaux de l'ovomucofde et de l'ovoglycoprotéine, d'autre part, nous démon- 

trons qu'il existe, dans l'ovomucofde deux chaînes glycanniques et, dans 

l'ovoglycoprotéine, quatre chafnes glycanniques. 

Ces résultats confirment ceux de MONTREUIL, CASTIGLIONI et al. 

(408) et de MONTREUIL, SPIK et al. (409) et infirment le schéma de struc- 

ture qui avait été proposé par ADAM-CHOSSON (4101, dans lequel figuraient 

4 chaînes glycanniques. Il sont en désaccord avec ceux de NEUBERGER et 

PAPKOFF (411) et de MONTGOMERY et WU (412) qui concluaidnt à l'existence de 

3 chafnes glycanniques. 

IV - CONCLUSIONS - 
1 - Llhydrolyse pronasique telle que nous l'eppliquons et les procédés de 
purification et de fractionnement des hydrolysats de l'ovomucofde permet 

d'isoler deux fractions majeures dont la composition de la copule protidi- 

que est simple. Il s'agit des fractions a ,a et (3 . 
3 

2 - L'absence dans certains hydrolysats ou la présence, dans d'autres, en 
très faibles quantités du glycoprotide Y nous autorisent à le considérer 

comme un artefact provenant de la transamino-acylation de la cystéine sur 

des glycoprotides f3 et à abandonner l'hypothèse selon laquelle le glyco- 

protide y proviendrait de l'allo-ovomucofdc 

3 - Les glycoprotides que nous avons 6tudiés se classent en deux groupes 
différents par leur composition en glucides. Le groupe des "glycoprotides 

a " est constitué de galctose, de rnannose, de N-acétylglucosamine et d'a- - - 
cide - N-acétyl-neuraminique dans les rapports molaires 1 : 2 à 3 : 4 à 5 : 

0,3 à 1; tandis que le groupe des "glycoprotides f3 " ne renferme pas d'aci- 

de sialique et est composé de gôlactose, 2e mannose et de I'J-acétyl-glucosa- 

mine dans les rapports molaires 1 : 5 : 10. Les sialo-glycoprotides a 

proviennent de l'o~o~lycoprotéine de KETTEKER qui est un des constituants 

de l'ovomucofde de FREDERICQ et DEUTSCH et dont ils possèdent la composition 

en glucides. Lesasialo-glycoprotides f3 dérivent de l'ovomucofde "propre- 

ment dit". 



4 - L'application de plusieurs procédés de détermination des masses molé- 
culaircs des glycoprotidcs nous amenent à. la conclusion qu'il existe deux 

charnes glycanniques dans l'ovomucofde "proprement dit" et quatre charnes 

dans l'ovoglycoprotéine de KETTERER. 

3" - STRUCTURE DE LA FRACTION 
1 PEPTIDIQUE DES i:LYCOPEPTIDES PRESENTS DANS LES 

i 

i . . 
IIYDROLYSATS PRONASIQUES DE L'OVOMUCOIDE 

---A 

1 - MATERIEL ET METHODES 
--- --.-.- 

A - IDENTIFICATION DES ACIDES AMINES C-TERMINAUX 

Les acides aminés en position C-terminale ont été identifiés par 

voies enzpatique (action de la carboxypeptidase) et chimique (action de 

l'hydrazine) , 

1" - L'hydrolyse enzymatique des liaisons des amino-acides 
C-terminaux a été effectué par la carboxypeptidase (LIGHT) selon le procédé 

décrit par SPIRO (413) (voir Appendice technique ; p. 211). 

2" - L'hydrazinolyse a été réalisée suivant la méthode d'AU- 
BORI et coll. (414) : action à 100°C, pendant 8 h, de l'hydrazine anhydre 

(0,3 ml pour 10 mg de glycopeptide sec) préparée selon le protocole expéri- 

mental de KUSAMA (415) ; fixation des hydrazides sur colonne (0,g X 2cm) 
dtArnberlite IRC-50 (forme acide) ; dép.lacement par l'eau (50 ml) des acides 

aminés neutres et dicarboxyliques (f) suivant le procédé préconisé par 

LAY et POLGLASE (416) et des acides aminés basiques (-kt) par une solution 

(15 ml) d'acétate d'ammonium 0,l - M de pH 7 (DE LA LLOSA et co11.)(417).Le 
dosage des amino-acides présents dans les deux éluats est effectué B l'Auto- 

analyseur Technicon. 

(+) Eventuellement accompagnés, dans le cas où l'asparagine (ou la gluta- 
mine) se trouve en position terminale, de "ltasparthydrazide 4" (ou du 
"glutamhydrazide 5") . 

(U) Eventuellement accompagnés de "l'asparthydrazide 1" et du "glutamhy- 
drazide 1". 



B - IDENTIFICATION DES ACIDES AMINES N-TERMINAUX 

Les ac ides  aminés en p o s i t i o n  N-terminale ont é t é  i d e n t i f i é e  

par  l e s  procédés su ivan t s  : 

1" - Action de l a  leuc ine  aminopeptidase ; 

2" - Diazota t ion  ; 

3" - Oxydation periodique,  r é se rvée  à l a  th réonine(0u  à 13 séLine)  

4' - Dinitroph6nylat ion ; 

5" - Dégradation d'  E D M .  

1"  - Action de l a  l euc ine  amino-peptidase 

L'hydrolyse des glycoprot ides  (10 mg) par  l a  leuc ine  amino- 

pept idase  (SIGMA) dans l e s  condi t ions  o p é r a t o i r e s  d é c r i t e s  par  SMITH e t  

HILL (418) e t  p a r  TAKAHASHI (419) ( v o i r  Appendice technique ; p.211 1. Les 

ac ides  &és é v e n t ~ d e n . e n t  l i b é r é s  ont é t é  recherchés,  s o i t  par  chroma- 

tographie  à l'Auto-,analyseur Technicon, s o i t  pa r  l e s  procédés c l a s s i q u e s  

d 'ana lyse  chromatographique e t  é l ec t rophorê t ique  s u r  papier  préconisés  

par  RISERTE, DAUTREVAUX e t  BOULANGER (420) .  

2" - Diazotat ion des g lycopro t ides  

La d i a z o t a t i o n  des fonct ions NH2 l i b r e s  a é t é  r é a l i s é e  en 

d i s so lvan t  10 mg de g lycopro t ide  p .  m l  d 'une s o l u t i o n  aqueuse s a t u r é e  de 

n i t r i t e  de sodium que l ' o n  addi t ionne  e n s u i t e  d'un volume éga l  d ' a c i d e  

acé t ique  g l a c i a l .  Après un repos d'une n u i t  2 4"C, l ' excès  de n i t r i t e  de 

sodium e s t  d é t r u i t  par  l ' a d d i t i o n  d 'urée ,  a j o u t Q e  jusqu 'à  c e s s a t i o n  de 

dégagement gazeux (MATSUSHIMA e t  FUJII) (421) .  La s o l u t i o n  e s t  e n s u i t e  

p u r i f i é e  par  passage s u r  une colonne ( 2  X 40 cm) d'échangeurs de c a t i o n s  

(Dowex 50 X 8)  ; "mesh" 25 X 50 ; forme a c i d e ) ,  s u i v i  d 'un lavage soigneux 

à l ' e a u  d i s t i l l é e .  La s o l u t i o n  effluente e s t  évaporée à s i c c i t é  sous 

p re s s ion  r é d u i t e  e t  s a  c o m ~ o s i t i o n  en ac ides  aminés e s t  déterminée à 

l 'Auto-analyseur Technicon. 



3" - Oxydation per iodique  

a - Pr inc ipe .  La thréonine  en p o s i t i o n  N-terminale e s t  oxydé par  l ' a c i d e  

per iodique  à l a  cond i t i cn  que son groupement hydroxylé s o i t  l i b r e .  Le 

procédé e s t  donc précieux pcur l a  recherche de l ia isons-0-glycosidiques 

por tées  par  des r é s idus  d e  threonine  N-terminale. 

b - Mode opéra to i re .Lroxydat ion  per iodique  a é t é  e f f ec tuée  su ivant  l a  . 

technique de GLICK e t  a1.(422) : une s o l u t i o n  de 25 mg de g lycopro t ide  dans 

7 m l  d 'eau e s t  addi t ionnée  de 3 m l  de métaperiodate  de sodium 0,086 - M e t  de 

15 m l  de tamporr a c é t a t e  de sodium 0 , l  5, de pH 5,O. Le mélange e s t  mainte- 

nu à 4'C e t  à l ' o b s c u r i t é .  La cons~mmation d ' ac ide  per iodique  e s t  détermi- 

née en su ivan t  régul ièrement  l ' absorbance  de l a  so lu t ion  mesurée à 310 mp. 

Au bout de 48 h, l 'absorbance e s t ,  en généra l ,  s t a b i l i s é e .  La s o l u t i o n  e s t  

a l o r s  déminéra l i sée  par  un passage s u r  colonnes ( 2  X 40 cm) d'échangeurs 

de c a t i o n s  (Dowex 50 X 8 ; "mesh" 25-50 ; forme ac ide)  e t  d 'anions (Duoli te  

A-40, forme formia te) .  La s o l u t i o n  e f f l u e n t e ,  à l a q u e l l e  on j o i n t  l e s  eaux 

de r inçage  (1000 ml) ,  e s t  évaporée à s i c c i t é  sous press ion  r é d u i t e .  La com- 

p o s i t i o n  du r é s i d u  sec  en amino-acides e t  en g luc ides  e s t  p r é c i s é e  en 

appl iquant  l e s  procédés que nous avons d é c r i t s  p lus  haut  ( v o i r  p. 128 ) . 

4" - Proo6dé d e  d in i t rophéoyla t ion  

Nous avons appl iqué l e  procédé généra l  d é c r i t  p a r  BISERTE e t  

a l .  (423) en 1 'adaptant  t o u t e f c i s  aux glycoprot  ides  dont l e s  DNP-dérivés pos- - 
ssdent  des c a r a c t è r e s  de s o l u b i l i t é  d i f f é r e n t s  de ceux des DNP-holoprotides. 

Le mode o p é r a t o i r e  e s t  l e  su ivant  : 



a - Isolement des DNP-glycoprotides 
La condensation du fluoro-dinitrobenzène avec les glycoprotides 

est réalisée dans les conditicns décrites par SANGER (424) (voir Appendice 

technique ; p.211 ) .  Les sels minéraux sont ensuite éliminés par l'addition 

d'éther sulfurique jusqu'à l'apparition d'un louche. Après un repos d'une 

heure, le précipité est redissous dans la quantité minimale d'eau distillée. 

La solution obtenue est additionnée d'un volume d'éthanol absolu et les 

sels minéraux sont de nouveau précipités par l'éther sulfurique. Les deux 

solutions surnageantes sont réunies et évaporées à siccité sous vide, à 

l'évaporateur rotatif. Le résidu est repris par l'eau distillée et la solu- 

tion obtenue est débarrassée du 'fluaro-dinitrobenzène en excès, ainsi que 

du dinitrophénol et de la dinitraniline formés au cours de la réaction, par 

deux extractions éthérées effectuées, la première, en milieu neutre et, la 

seconde, en milieu acide (ajustement de la solution à pH 1 par addition 

d'acide chlorhydrique). La fraction aqueuse est enfin évaporée à siccité. 

sous pression réduite, à l'évaporateur rotatif. 

b - Hydrolyse des DNP-glycoprotides et analyse des hydrolysats 

L'hydrolyse des DNP-glycoprotides et l'identification des DNP- 

amino-acides sont effectués suivant le mode op4ratoite d6crit par BISERTE, 

HOLLEMAN et al. (425) (voir Appendice technique ; p.u 1. 
En outre, les amino-acides libres, présents dans la phase aqueuse 

des hydrolysats après l'extraction des DNP-amino-acides par l'éther, sont 

dosés à l'Auto-analyseur Technicon par rapport à un "témoin interne'' de 

nor-leucine ajouté aux DNP-glycoprotides, avant l'hydrolyse chlorhydrique 

(voir Appendice technique ; p.211 ). 

5 "  - Dégradation dlEDMAN 

a - Principe. La réaction dlEDMAN est très précieuse dans l'exploration des 
modalités de la liaCson glycanne-protide dans les glycopeptides. En effet, 

elle réalise la dégradation récurrente de la fraction peptidique par l'ex- 

trémité N-terminale et vientnbuter" sur l'amino-acide conjugué au glycanne 



en respectant la liaison "glycosyl" et en détachant luextrémité C~terminale 

de la chaene peptidique. Il s'ensuit la formation d'un PTH-dérivé d'un 

glyco-amino-acide conformément aux réactions de la figure 30 (p. 144). 

b - Mode opératoire 
1 - Préparation des dérivés phényl-thiohydantofniques 

Les glycoprotides (100 à 200 mg dans 20 ml de tampon de 

pH 8,5) (+) sont condensés avec l'isothiocyanate de phényle (1,5 ml) dans 

les conditions décrites par KONIGSBERG et HILL (426) : 37°C , pendant 
2,5 h. La solution est évaporée à siccité sous vide à l'évaporateur rota- 

tif. 

Les phényl-thiocarbamyl-dérivés sont ensuite cyclisés en milieu 

acide suivant le procédé de LIGHT et GREENBERG (427) : addition de 20 ml 

d'un mélange d'acide acétique et d'acide chlorhydrique concentré (5:l)(v:v) 

qu'on laisse agir à 37°C pendant 2 h. 

Les phényl- thiohydantof nes formées (PTH-dérivés) sont extraites 

trois fois par 10 ml de benzène, puis 2 fois par 10 ml d'un mélange de 

benzène et de butanone (2:3)(v:v) selon le protocole dgcrit par CHERBULIEZ, 

BAEHLER et RABINOWITZ (428). Les deux solutions d'extraction et la solution 

aqueuse sont évaporees à siccité sous pression réduite et sont ensuite 

analysées séparément. 

2 - Analyse de la phase organique 
Les PTH-dérivés, présents dans la phase organique, 

sont analysés par électrophorèse sur papier à pH 3,9 (tampon acétate de 

pyridine de MICHL (429)) et par chromatographie sur couche mince de Silica- 

gel G dans les systèmes-solvants de BRENNER, NIEDERWIESER et PATAKI (430) 

et de PATAKI (431) : chloroforme /acide formique concentré (100:5) (v:v) ; 

chloroforme/méthanol (100:5) (v:v). 

(T) Composition du tampon : 
N-éthylmorpholine redistill6e 60 ml 
Acide acétique glacial 1,5 ml 
Ethanol à 95' 500 ml 
Eau distillée q.s.p. 1000 ml 
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La r é v é l a t i o n  des PTH-dérivés e s t  e f fec tuée ,  s o i t  en chauffan t  à 

120°C, pendant 2 h, l e s  chromatoplaques prEalablement imprégnées par  pulvé- 

r i s a t i o n  d'une s o l u t i o n  aqueuse d ' a c i d e  su l fu r ique  à 5 p.100 (v:v) (forma- 

t i o n  de t aches  jaunes)  ; s o i t  en u t i l i s a n t  l e  r é a c t i f  à l ' iode-azoture  de 

sodium de CHERBULIEZ, BAEHLER e t  EUBINOWITZ (432) (formation de taches  

blanches s u r  un fond brun) (+). En out re ,  l a  f r a c t i o n  des PTH-dérivés t o t aux  

a  é t é  t r a i t é e  par  la  soude 0 , l  N ( 1  m l  p.10 mg de g lycopro t ide) ,  à 120°C 

pendant 10 h (VAN ORDEN e t  CARPENTER) ( 4 3 3 )  de manière à d i s s o c i e r  l e s  PTH- 

amino-ac i d e s  l i b é r é s  e t  à régénérer  l e s  amino-ac ides .  On i d e n t i f i e  e n s u i t e  

c e s  d e r n i e r s  a l 'Auto-analyseur Technicon, après  avo i r  a j u s t 6  l a  so lu t ion  

sodique à pH 2, par  l ' a d d i t i o n  d ' ac ide  chlorhydrique 2 N.  

3 - Analyse de l a  phase aqueuse 

La phase aqueuse c o n t i e n t  l e s  g lycopro t ides  e t  l e s  PTH- 

glyco-amino-acides q u i  s e  sont  formés, s o i t  à p a r t i r  de glyco-amino-acides, 

s o i t  à p a r t i r  de glycopept ides  dans l e sque l s  l'amino-acide-N-terminal é t a i t  

conjugué au glycanne dans l e  glycopept ide n a t i f .  Sa composition a  é t é  étu-  

d i é e  de l a  manière su ivan te  : 

a - Une p a r t i e  a l i q u o t e  correspondant à 10 mg de glycoprotéide 

de dépar t ,  e s t  hydrolée par  HC1 5,6 N a 100°C, pendant 24 h e t  sa composi- 

t ion en a c i d e s  aminés e s t  déterminée à l 'Auto-analyseur Technicon. On iden- 

t i f i e  e t  on dose, de  c e t t e  façon, l e s  ac ides  aminés dont l e  groupement NH 2 
é t a i t  p ro tégé  dans l e  g lycopro t ide  n a t i f .  

B - L e  r e s t e  de l a  s o l u t i o n  e s t  soumis à l ' a n a l y s e  par  chroma- 

tographie  s u r  pap ie r  Macherey-Nage1 807, dans l e  système-solvant : n-butanol/ 

ac  ide a c é t  ique/eau (4: 1 : 5) . Les glycoprot  i des  e t  l e s  PTH-glyco-amino-ac ides  

r e s t e n t  au t r a i t  de dépar t ,  t a n d i s  que l e s  acides aminés e t  l e s  pept ides ,  

libért5s au  cours  de l a  dégradat ion d1EDMAN, sont  e n t r a î n é s  par  l e  so lvant .  

- 

(f) Le r é a c t i f  e s t  obtenu en mélangeant extemporanément dans l e s  rappor t s  
volumétriques 1 : 1 : 6, l e s  t r o i s  so lu t ions  su ivan te s  : 

Solu t ion  1 : iode 1,27 g, I K  8 ,3  g, eau q.s.p.  100 m l .  
Solut  ion  2 : NaN3 3,2 g ,  eau q .  s  .p. 100 m l .  

So lu t ion  3 : T h i ~ d è n e  1 g, eau q.s ,p .  100 m l .  



Dans un second temps, l e s  d i f f é r e n t s  c o n s t i t u a n t s  a i n s i  repérés  sont  i b ~ l é s  

pa r  chromatographie p r é p a r a t  i v e  e t  l e u r  composition en g luc ides ,  en amino- 

ac ides  e t  en PTH-amino-ac ides  e s t  préc i s 6 e  en appl  iquant  l e s  procédés que 

nous avons d é c r i t s  p l u s  haut .  

II - RESULTATS - 

L 'app l i ca t ion  des procédés que nous venons de d Q c r i r e  nous a  

permis d'  i s o l e r  ou de  c a r a c t é r i s e r ,  dans l e s  f r a c t i o n s  a 3, (Y4 e t  $, 10 

g lycopro t ides  dont nous avons p réc i sé  dans l a  f i g u r e  31 (p.  147) l e s  sché- 

mas de s t r u c t u r e  de l a  f r a c t i o n  pro t id ique .  Ces d e r n i e r s  ont  é t é  p réc i s& 

s u r  l a  base des r é s u l t a t s  expérimentaux su ivan t s  : 

A - FRACTION a3 

1 - L 'app l i ca t ion  du procédé général  de d in i t rophény la t ion  de SANGER montre 

que l a  fonc t ion  Nt12 de  l a  t o t a l i t é  de l ' a c i d e  a spa r t i que  e s t  l i b r e  puisque 

l ' hyd ro lysa t  du DNP-glycopeptide ne c o n t i e n t  que l e  DNP-aspartique e t  aucune 

t r a c e  d ' a c i d e  a spa r t i que  l i b r e .  

2  - L 'ac t ion  de l ' i s o t h i o c y a n a t e  de phényle s u r  l a  f r a c t i o n  a3 l i b è r e  l a  

s é r i n e  (0,17 rés idu  p.  5 r é s idus  de glucosamine, provenant du glycopept ide 

2 ; v o i r  t ab l eau  X I  ; p. 132) e t  donne un PTH-dérivé que nous avons i s o l é  à 

l ' é t a t  pur par  chromatographie p répa ra t ive  s u r  pap ie r .  L'hydrolyse de c e  

dé r ivé  par  IlCl 2  N, pendant 2 h ,  f o u r n i t  uniquement, -mis à p a r t ,  évidemment, 

l e s  oses provenant de  l a  dégradat ion du glycanne-, l e  PTH-acide a spa r t i que  

r3. l ' exc lus ion  de t o u t  a u t r e  amino-acide l i b r e .  Ce r é s u l t a t  implique que l a  

fonc t ion  a-amino-acide de l ' a c i d e  a spa r t i que  n ' e s t  pas  l i é e  au glycanne. 

Nous pouvons donc conclure,  en tenant  compte de l a  composition 

de l a  f r a c t i o n  a en a c i d e s  aminés (Tableau X I  ; p. 1321, que l a  f r a c t i o n  
3  

a3 e s t  c o n s t i t u é e  du mélange des deux g lycopro t ides  1 e t  2  (~ig. 31 ; p. 147) 

dans l e s  proport ions r e l a t i v e s  (pour 4 r é s idus  de glucosamine) su ivan te s  : 

glycoprot ide  1 : 0,83 

g lycopro t ide  2 : 0,17 



G lycanne  Glycanne 

I l 
I 

Asn Asn - S c r  

G l y c o p r o t i d e  1 G l y c o p r o t i d e  2 

0,83 O, 17 

G lycanne Glycanne Glycanne Glycnnrie 

I I 1 l 
GlcNAc 

1 
GlcNAc 

Asn Asn- Gly Asn -Thr- S e r  Thr - Asn 

G l y c o p r o t i d e  3 G l y c o p r o t i d e  4 G l y c o p r o t i d c  5 G l y c o p r o t i d e  6 

0,32 à 0,37 O, 15 0,27 â 0,29 0,35 à 0,40 

Glycanne G lycanne G lycanne G lycanne 

1 1 ! 
G 1 CNAC 

i 
Asn 

GlcNAc 

Asn -. Thr 

GlcNAc G lcNAc 

I l 
Asn - Thr- Asp Thr- Asn 

G l y c o p r o t i d e  7 Glycopro t i d e  8 G l y c o p r o t i d c  9 G l y c o p r o t i d e  10 

0,20 0,36 O, 10 O, 39 

F i g u r e  31 

Schémas de s t r u c t u r e  des  g l y c o p r o t i d e s  i s o l é s  ou c a r a c t é r i s S s  dans les 

f r a c ~ i o n s  
3 y 

0 e t  p . Les nombres i n d i q u e n t  l e s  p r o p o r t i o n s  mo- 
4 

l a i r e s  dans l e s q u e l l e s  les d i f f é r e n t s  g l y c o p r o t i d e s  e x i s t e n t  dans cha- 

cune des  f r a c t i o n s .  



B - FRACTION a4 

Nous avons vu que l a  f r a c t i o n  a renfermai t  de 1 ' ac ide  a spa r t i que ,  4' 
de l a  t h r éon ine  e t  de  l a  s é r i n e ,  dans les p ropor t i ons  relatives 1,14 - 0,66 
e t  O,29  ableau au X I  ; p.  132). 

1 - L 'app l i ca t i on  du procédé généra l  de d in i t rophény la t i on  de SANGER montre 

que 0,65 r é s i d u  d ' a c i d e  a s p a r t i q u e  (provenant des g lycopro t ides  3 ,4  e t  5) e t  

0,35 r é s i d u  de t h r éon ine  (provenant du g lycopro t ide  6 )  sont  en p o s i t i o n  

N-terminale e t  que l a  t o t a l i t é  de l a  s é r i n e  se r e t rouve  dans l e s  hyd ro lysa t s  

chlorhydriques du DNP-glycoprot i de ,  

2 - L 'app l i ca t i on  du procédé d'EDMAh7 a  appor t é  les r é s u l t a t s  su ivan t s  (Tableau 

X I I 1  ; p. 149) : 

a  - L'hydrolyse a c i d e  de l a  "phase aqueuse" ( v o i r  p. 145 ) montre, 

pa r  l e  dosage des a c i d e s  aminés l i b r e s ,  que pour 4 r6s idus  de glucosamine, 

0 ,77  r é s i d u  d ' ac ide  aspar t ique ,  provenant des g lycopro t ides  3,4 e t  5, et  0 ,39  

r é s idu  de thréonine, provenant du g lycopro t ide  6, s e  t rouvent  en p o s i t i o n  

N-terminale. En o u t r e ,  l e s  PTH-dérivés de l ' a c i d e  a spa r t i que  e t  de l a  t h r é -  

onine on t  é t é  i d e n t i f i é s  dans les hydro lysa ts .  

b  - Le fract ionnement  chromatographique s u r  papie r  de l a  "phase 

aqueuse" ( v o i r  p .  145 ) permet 3' i s o l e r  l a  " f r a c t i o n  g lycopro t ide  + PTH- 
-glycoprot idet '  q u i  e s t  r e s t é e  au t r a i t  de  dépa r t .  L'hydrolyse de c e t t e  der-  

n i è r e  l i b è r e  de l ' a c i d e  a s p a r t i q u e  (0 ,4  r é s i d u  p. 4  r é s idus  de glucosamine, 

provenant du g lycopro t ide  61, accompagné de son PTH-dérivé (provenant des  

g lycopro t ides  3 ,4  e t  5) que nous avons i d e n t i f i é  en appl iquant  l e  p ro toco le  

expérimental d é c r i t  p l u s  haut  (vo i r  p. 143 ) . 
C e s  r é s u l t a t s  sont  en faveur de l a  présence,  dans l a  f r a c t i o n  a 4' 

d 'un mélange de 4  g lycopro t ides  dans les propor t ions  r e l a t i v e s  (pour 4 rési- 

dus de glucosamine) su ivan te s  : (F ig .  31 ; p.  147) : 

g lycopro t ide  3 : 0,32 à 0 ,37  

g lycopro t ide  4  : 0,15 

g lycopro t ide  5  : 0,27 B 0 , 2 9  

g lycopro t ide  6 : 0,35 B 0,40  



Tableau XII1 

Composition (rapportée à 4 résidus de glucoscimine) en amino-acides 

et en PTH-amino-acides de la fraction d après action de l'isothio- 4 ' 
cyanate de phényle (dégradation dlEDMAN). 

(+) Voir texte (p. 145 1. 

(tt.) Obtenue par chromatographie preparative sur papier de la "phase 

aqueuse" (voir p. 145 1. 

l 
Composition en acides aminés 

des hydrolysats chlorhydriques 

Fraction native 
de la "fraction 

de la "phase / PTH-glycoprotidi- 
aqueuse" ' que et giycopro- 

Aspartique 

Thréonine 

Sérine 

Glycocolle 

* 

totale (+) 

0,37 
I 

0,27 

+ 
O; 15 

1,14 

0,66 

0'29 

O, 15 

tidique" (ft) 

O, 40 

- 

- 
- 



C - FRACTION 6 

La copule p r o t i d i q u e  de l a  f r a c t i o n  f3 e s t  c o n s t i t u é e  d 'ac ide  

a s p a r t i q u e  e t  de théonine  dans les propor t ions  r e l a t i v e s  (déterminées pour 

10 r é s i d u s  de glucosamine) de 1,15 et  0 ,85   a able au X I  ; p. 132) .  

1 - Dans les hydro lysa ts  ac ides  du DNP-protide, nous avons i den t i f f é , , d t&ne .  

p a r t ,  l e  DNP-aspartique et l a  DNP-thréonine e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  l ' a c i d e  aspar-  

t i q u e  e t  l a  th réonine .  Les amino-acides l i b r e s  é t a i e n t  dans les propor t ions  

mola i res  (déterminées pour 10 r é s i d u s  de glucosamine) de 0 , 4 9  pour l ' a c i d e  

a s p a r t i q u e  (provenant de s  g lycopro t ides  9 e t  10) e t  de  0,46 pour l a  thréo-  

n ine  ( ~ r o v e n a n t  des g lycopro t ides  8 e t  9 ) .  Ces r é s u l t a t s  son t  rassemblés 

dans l e  t a b l e a u  XIV' (p .  151).  

2 - A l a  f i n  du premier cyc l e ,  l ' a p p l i c a t i o n  de l a  méthode dlEDMAN f o u r n i t  

une "phase aqueuse" ( v o i r  p.145 ) dont l ' hydro lyse  ch lorhydr ique  l i b è r e  

(pour 10 r é s i d u s  de glucosamine) 0,52 mole d ' ac ide  aspar t ique(pr0venant  des  

g lycopro t ides  9 e t  10) e t  0 ,53  mole de th réonine  (provenant des g lycopro t i -  

des 8 et  9 )  (Tableau X I V  ; p. 151) .  

L 'analyse de c e t t e  même phase, p a r  chromatographie s u r  papie r ,  ré- 

v è l e  l a  p résence  de t h r éon ine  l i b r e  (provenant du g lycopro t ide  8 )  (+). E l l e  

permet, en o u t r e ,  d ' i s o l e r ,  r e s t é e  au t r a i t  de dépa r t ,  une f r a c t i o n  q u i  

f o u r n i t  ,.par hydrolyse ac ide ,  l e  PTH-dérivé de 1 ' ac ide  a s p a r t i q u e  (provenant 

des g lycopro t ides  7,8 e t  9. 

D 'au t re  p a r t ,  nous avons i d e n t i f i 6 ,  dans l a  "phase organique", l e  

PTH-dérivé de  l a  th réonine  (provenant du g lycopro t ide  10) .  

A l a  f i n  du second c y c l e  de l a  dégradat ion dlEDMAN, on ob t i en t  

uniquement un PTH-dérivé ( ~ ~ ~ - a s p a r t ~ l - ~ l ~ c a n n e )  que nous avons i s o l é  p a r  

chromatographie p répa ra t i ve  e t  q u i  donne, p a r  hydrolyse chlorhydrique,  seu le -  

ment l e  PTH-aspartique, 

C e  composé s 'es t  formé, dès l e  premier c y c l e ,  à p a r t i r  des glyco- 

p r o t i d e s  7,8 e t  9 e t ,  au cours  du second cyc l e ,  à p a r t i r  du g lycopro t ide  10 

(+) D'après les schémas que nous proposons ci-dessous,  nous au r ions  logique- 
ment dû c a r a c t é r i s e r  l e  pep t ide  th réonyl -aspar t ique  provenant du glyco- 
pep t ide  9, nous n'avons cependant pas pu l e  m e t t r e  en évidence,  vraisem- 
blablement B cause de l a  f a i b l e  propor t ion  de g lycopept ide  9 dans l e  
composé p. 



Tableau XIV 

Composition en amino-acides et dérivés (ramenée à 10 résidus de glucosamine) 

de la fraction Q native, après dinitrophénylation et après l'action de l1i- 
sothiocyanante de phényle (un seul cycle de dégradation d'EDMAN). 

(a) Valeurs calculées. 

i 

(b) Dosés à l'Auto-analyseur Technicon après hydrolyse acide. 

(c) Dosés à l'Auto-analyseur Technicon après hydrolyse acide de la "phase 

aqueuse" (voir p. 145 ). 

1 

Après dinitrophénylation / Dégradation dlEDMAN 

* 

----- -- 

Acide aspartique 

Thréonine 

i 1 

amino-acides 

non substitués 

(cl 

0,52 

0,53 

Fract ion1 j Amino-acides l 

1 l i 
DNP - ! non dinitro-/ PTH- 

amino-acides 

(a) 

O, 63 

0,32 

phénylés 

( b )  

0,49 

O, 46 

native 
amino-acides 1 (a) 

---- 

1,15 

0,85 

0,66 

0,39 



devenu un "aspartyl-glycanne" au cours  du premier c y c l e ,  

3 - L'oxydation periociique d é t r u i t  0,4û mole de t h r éon ine  (pour 10 r e s i d u s  

de  glucosamine) q u i  se t r o u v a i t  donc en p o s i t i o n  N-terminale (dans l e  gly-  

copept  i d e  10) . 
4 - L'ensemble de ce s  r é s u l t a t s  nous permet de  conc lu re  que l a  f r a c t i o n  fi 

est un mélange de 4  g lycopro t ides ,  dans l e s  p ropor t i ons  r e l a t i v e s  (pour 

10 r é s i d u s  de glucosamine) su ivan te s  : 

glycopro t ide  7  : 0,20 

g lycopro t ide  8 : 0,36 

g l y c o p r o t i d e g  : 0,10 

g lycopro t ide  10 : 0,39  

III - DISCUSSION - 

Les r é s u l t a t s  que nous avons obrenus r é v è l e n t  la  complexité de 

composition des hydro lysa t  s enzymatiques des p répa ra t i ons  d ' ovomucoïde . 
L 'hé t é rogéné i t é  s ' é t a i t  dé jà  mani fes tée  B propos de  l a  c a p o s i t  ion des  fonc- 

t i o n s  glycanniques.  E l l e  se complique par  l a  d i v e r s i t é  de composit ion des 

copules  pept id iques .  Au t o t a l ,  nous avons c n r a c t é r i s b  10 g lycopro t ides  dans 

les hydro lysa t s  pronasiques des  p répa ra t i ons  d'ovomucoïde de FREDERICQ e t  

DEUTSCH. 

1 - Nos r é s u l t a t s  sont  B rapprocher ,  en premier l i e u ,  de ceux de MûNTGOMERY 

e t  iU (434) et de TANAJU (435) .  

a  - MONTGOMERY et  WU (436) on t  déterminé l a  s t r u c t u r e  pep t id ique  

de  4  g lycopro t ides  provenant de l ' hyd ro lyse  pronasique des "glycopept ides  

II et  III" ( v o i r  11.135) obtenus par  hydrolyse papailnique de lfovomucoïde de 

CHATTERJEE e t  MONTGOMERY (437) : 

- Les g lycopro t ides  provenant du "glycopept ide II sont  au nombre 

de 3 et l e u r  copule  pep t id ique  possède l a  s t r u c t u r e  su ivan te  : 

Glycanne G l  yc anne G l  ycanne 

I 
Thr - Asp 

l 
Asp - Thr Phe -Pro - Ala- Asp 



Les deux premiers correspondent 3 nos glycopept ides  8 e t  10 ; 

l e  t ro i s i eme  é t a i t  absent  de nos hydro lysa ts .  

- Le g lycopro t ide  provenant du "glycopeptide III" ( v o i r  p. 135 ) 

ne  renferme que de l ' a c i d e  a spa r t i que .  Il e s t  i den t ique  à n o t r e  glycopro- 

t i d e  7. 

- Ees au teu r s  n ' on t  pas é t u d i é  l e  s ia lo-g lycopept ide  I V  ( v o i r  

P 135.1.. 

b - TANAKA ( 4 3 8 )  a i s o l é  des  hydro lysa ts  pancréat iniques de 1'0- 

vomucoïde deux DNP-glycopeptides auxquels il a a t t r i b u é  l e s  s t r u c t u r e s  

su ivan te s  : 

, 3 Man ; 1 Ga1 ; 5 GlacNAc 
(1 )  1 

DNP- Ala -Asp Thr 

DNP - G J . ~  - Asp - (Ser  ou Thr) 
I 
1 

(2 )  : 8 Man ; 2 Ga1 ; 12 GlcNAc I 

DNP- Glu -(Ser ou Thr) 

D'après l a  composition en g luc ides  "neutres"  e t  en osamines des deux gly- 

copept ides ,  il semble que l e  premier s o i t  du " type ovoglycoprotéine" e t  l e  

second, du " type ovomucoïde" . 
S i  les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus à propos des g lycopro t i -  

des  a ne sont  pas en désaccord avec l e  schéma du premier glycopept ide de 

TANAKA, au c o n t r a i r e ,  l e  second schéma e s t  inf i rmé par  nos t r a v a u x e t  per .ceux 

de MONTGOMERY e t  WU. 

2 - Nos r é s u l t a t s  sont  à rapprocher,  en second l i e u ,  de ceux d'ADAM-CHOSSON 

e t  de MINTREUIL e t  a l .  

Nous avons, c e r t e s ,  re t rouvé  l e s  f r a c t i o n s  a e t  p de c e s  a u t e u r s  

m a i s  nous avons démontré la  grande h6térogénéi té  de ces  f r a c t i o n s  en app l i -  

quant des proc6dés d 'analyses  p lus  p rgc i s .  En p a r t i c u l i e r ,  l ' a p p l i c a t i o n  

auxDNP-glycopeptidcs f3 de  l a  "contre  expérience" ' q u i  c o n s i s t e  à rechercher  



e t  à doser ,  non seulement les DNP-amino-acides, m a i s  encore l e s  amino-acides 

l i b r e s ,  nous a  permis de r6soudre l e  problème. En e f f e t ,  t o u t e  l 'argumenta- 

t i o n  des au t eu r s  précédents  r eposa i t  s u r  l a  formation q u a n t i t a t i v e  de  DNP- 

a s p a r t i q u e  e t  de DNP-thréonine q u i  l e s  a  concluits, en ou t r e ,  à l a  n o t i o n  

de l a  présence, dans l'ovomucoYde, de 2 glycannes un i s  à la  protQYne, l ' u n  

par  l ' a c i d e  a spa r t i que  e t  l ' a u t r e  par  l a  thr6onine.  

I V  - CONCLUSIONS 

L ' app l i ca t ion  des  procédés de dé termina t ion  des séquences p e p t i -  

diques,  a s soc i é s  aux mgthodes de £racticsnnement des  glycoprot ides ,  nous a 

permis d ' i s o l e r  ou de c a r a c t é r i s e r ,  au t o t a l ,  10 glycopro t ides  d i f f é r a n t  

(F ig .  31 ; p. 147) s o i t  pa r  l a  composition de l e u r  f r a c t i o n  glycannique, 

s o i t  pa r  la s t r u c t u r e  de la copule pro t id ique .  

Les g lycopro t ides  1 à 6 proviennent vraisemblablement de l 'ovo- 

g lycopro té ine  de KETTERER dont i l s  possSdent l a  composition en g luc ides .  S i  

c e t t e  hypothèse s e  conf i rmai t ,  nous connaf t r ions  déjà l a  s t r u c t u r e  des glyco- 

p r o t i d e s  provenant de l 'ovoglycopro té inc .  Quant aux g lycopro t ides  7 à 10, 

i l s  p roviendra ien t  a l o r s  cle llovomucoYde "proprement d i t " .  Seul ,  1' isolement 

de ces  deux e n t i t é s  glycoprotéiniques et l ' é t u d e  des p rodu i t s  de l e u r  dégra- 

da t ion  pronasique nous permet t ra  de v é r i f i e r  cette hypothese. 

4" - NATURE DE LA LIAISON l 

1 - MATERIEL ET METHODES 

Les amino-acides présents  dans l e s  g lycopro t ides  1 à 10 nous 

permettent  d 'envisager  l e s  types de l i a i s o n s  s u i v a n t s  : 

A - aspartyl-glycosylaminique 

B - O-thréonyl-glycosidique 

C - e s t e r  



A - IDENTIFICATION DE LA "N-p-ASPARTYL-GLUCOSAMINYLAMINE" (f) 

ET DE SES DERIVES 

1 - A p a r t i r  d 'un ~lyco-amino-am ci de :PO0 mg$ s o n t  hydrolysés  par  HC1 1 , 5  N 

(20ml), B 100°C, pendant 1,5 h.  L 'acide chlorhydrique est é l iminé  pa r  lyo- 

p h i l i s a t i o n ,  à - 70°C, des hydro lysa ts  Gtendus de 30 f o i s  l e u r  volume d 'eau.  

La prépara t ion  obt-nue e s t  soumise à une é l ec t rophorèse  p répa ra t ive  s u r  pa- 

p i e r  à pH 3,9 (ta,,zpon de MICHL) (439) et la composition en g luc ides  et en 

ac ides  aminés des  d i f f é r e n t s  c o n s t i t u a n t s  a i n s i  i s o l é s  est déterminée. 

La f r a c t i o n  in t é re s san te ,  q u i  correspond au po in t  d ' a t t a c h e  l u i -  

même (osaminidyl- ou osidyl-osaminidyl-amino-acide ou -pept ide)  est p u r i f G e  

par  une chromatographie de 72 h, e f f e c t u é e  s u r  papier  Macherey-Nage1 807, 

dans l e  sys'ième-uo:.vant n-butanol/acicle a c é t  ique/eau (4: 1: 5) de manière à 

é l imine r  totalenien: l a  glucosamine l i b r e .  Sa composition en g luc ides  e t  en 

amino-acides est  déPqrminée e t  s a  s t r u c t u r e  est e n s u i t e  p r é c i s é e  en app l i -  

$nt l e s  mode; 0 2 6 : - ~ t o i ~ e s  su ivants  : 

a - Le rmv3Lr  7-4ducteur e s t  é t u d i é  pa r  l a  méthode au f e r r i c y a -  

nure  de  PARI< e t  JOh.330N (4,  :O) ( v o i r  Appendice technique ; p.  211 ) . 
b - L'oxydatiozl per iodique e s t  e f f e c t u é e  dans l e s  conditons décri-  

t e s  p l u s  haut ( v o i r  p .141 ) s u r  l e  composE n a t i f  e t  N-réacétylé s e l o n  l a  

technique de LEVYTY it Pt2 K-LSSJ (441 ) ( v o i r  Appendice technique ; p. 211 1. 

c - L e  p-N-c.cEty1-.D-glucosaminidase a é t é  u t i l i s é e  s e lon  l e s  

modes opé ra to i r e s  d i c r i t s  par  BHAVANANDAN et  a l .  (442) et par  GHUYSEN et 

STROMINGER (4.43) (++) s u r  l e  composé N-réacétylé  ; 

d - les s p e c t r e s  infr2-rouges, d e s t i n é s  essent ie l lement  à préc i -  

s e r  l a  na tu re  a ou f3 de l a  l i a i s o n  glucosaminylaminique, ont  é t 6  obtenus 

avec un spectrop~:otornè:re incra-rouge Perkin-Elmer, modèle 21, ap rè s  pas- 

t i l l a g o  dans l e  b r a m e  de potassium. 

(+) Ce terme désigne,  d'une manière s impli£i6e,  l a  $-L-aspartamido-1-ac6- 
tamido-2-did6oxy-1,2-~D-glucopyrannose. 

(u) Nous remercions vivement l e s  Professeurs  E. BUDDECKE e t  J.M. GHUYSEN, 
pour l e s  prS?nra t ions  enzymatiques q u ' i l s  nous ont  fourn ies ,  e t  l e  
Professeur  J , . M ,  GIIWSEN e t  s e s  collaborateurs pour les t e n t a t i v e s  dthy- 
d ro lyse  qu ' Lj. s o r t  effectuées . 



2 - A p a r t i r  d 'un PTil-aspartyl-glycanne 

Les PTH-aspartyl-glycannes, i s o l é s  dans l e s  condi t ions  que nous 

avons d é c r i t e s  p lus  haut  ( v o i r  p.145 ) sont  soumis à une hydrolyse chlo- 

rhydrique e f f e c t u é e  dans l e s  condi t ions  précédentes .  L 'hydrolysat ,  debarras- 

s é  de l ' a c i d e  ch lorhydr ique  par  l y o p h i l i s a t i o n ,  e s t  analysé par  une chro- 

matographie de 36 h, s u r  papier  Macherey-Nagel 807, dans l e  système-solvant 

n-butanol /acide acé t ique /eau  (4:1:5). Les bandes de papier  renfermant l e s  

c o n s t i t u a n t s  q u i  donnent une r é a c t i c n  p o s i t i v e  avec l e  r é a c t i f  de CHERBU- 

LIEZ e t  a l .  ( v o i r  p .  145 ) sont  Sluées,  s e l o n  l a  méthode de DENT (4441, p a r  

de 1 9 e a u  d i s t i l l é e ,  pu is  par  du méthanol pur .  Les PTH-dérivés, p ré sen t s  

dans l e s  é l u a t s ,  sont  c a r a c t é r i s é s  par  l e  t r a c é  des courbes d ' abso rp t ion  

( h  max 269 mp) e t  dosés pa r  spectrophotométr ie  à 269 mp (SJOQUIST) (445) 

en u t i l i s a n t  une s o l u t i o n  é t a l o n  t i t r é e  à 10 mg Je PTK-acide-aspartique 

p .  m l .  L'osamine (ou 4ventucllement l ' o s e  "neutre") conjuguée e s t  i d e n t i f i é e  

e t  dosée en appl iquant  l e s  procédés que nous avons d é c r i t s  p lus  haut  ( v o i r  

p.128 

B - RECHERCHE DES LIAISONS-O-GLYCOSIDIOUES 

1"  - Action des a l c a l i s  s u r  l e s  glycopept ides  n a t i f s  - 

100 à 200 mg de glycopept ides  s o n t  t r a i t é s  par  10 à 20 m l  des 

s o l u t i o n s  aqueuses de soude 0 , l  N, en présence de borohydrure de sodium 

(concent ra t ion  f i n a l e  0 , 3  Ml, à 5 ° C  e t  à 20°C, pendant des temps v a r i a n t  de 

1 à 9 jours  (procédé de TANAU, BEROLINI e t  PIGMAN (446). 

La s o l u t i o n  e s t  a c i d i f i e e  par  de l ' a c i d e  acé t ique  g l a c i a l  a j o u t é  

jusqu'à l a  f i n  du dégagement gazeux. E l l e  e s t  e n s u i t e  évaporée à s i c c i t 6  

sous press ion  r é d u i t c .  Le r é s i d u  e s t  débar rassé  de l ' a c i d e  borique en l e  re -  

prenant  par  un mélange de m6thanol e t  d ' a c i d e  acé t ique  g l a c i a l  ( 4 : l )  (v:v) 

e t  en évaporant la suspension obtenue par  v e n t i l a t i o n  ou par  d i s t i l l a t i o n  

sous press ion  r é d u i t e .  Ce mode opé ra to i r e  e s t  r6pé té  4 f o i s .  La prépara-  

t i o n  obtenue e s t  soumise aux analyses  su ivan te s  : 

a - détermina t ion  à 1 'Auto-analyseur Technicon de l a  composition 

en amino-acides de l ' hyd ro lysa t  chlorhydrique ; 



b - fractionnement sur  des  colonnes (2  X 40 cm) de Dowex 50 ' 8 . .- 
("mesh" 25-50 ; forme ac ide )  : 

Le passage de 1 000 m l  d ' eau  d i s t i l l é e  f o u r n i t  une " f r a c t i o n  neut re t '  

qu i  c o n t i e n t  l e s  glycannes r é d u i t s ,  l i b é r é s  p a r  l a  " -é l imina t ionn  e t  l e s  

g lycopro t ides  r e spec t é s  pa r  l a  soude ; 

Le passage d'une s o l u t i o n  ammoniacale ( d i l u t i o n  au 1/20 de l a  

s o l u t i o n  commerciale à 21 p.100 d'ammoniac) déplace l e s  p r o t i d e s  détachés 

au cours de l a  " @ -él iminat ian".  

Chacune des deux f r a c t i o n s  e s t  évaporée à s i c c i t é  e t  soumise aux 

d ive r se s  ana lyses  que nous avons d é c r i t e s  p l u s  hau t .  

2" - Action des a l c a l i s  s u r  l e s  g lycopro t ides  réamidés 

Nous avons démontré ( v o i r  p .104  ) que l a  rup tu re ,  par  " f3 -élimi- 

na t ion" ,  des l i a i s o n s  O-séryl e t  O-thréonyl-glycosidique sous l ' a c t i o n  des 

a l c a l i s  ne  pouvai t  s ' e f f e c t u e r  s i  l e  fl-hydroxy-amino-acide conjugué au 

glycanne posséda i t  son groupement carboxylique l i b r e  e t  q u ' i l  é t a i t  néces- 

s a i r e  de bloquer ce  de rn i e r  pour que l a  r é a c t i o n  a i t  l i e u .  Pour é l iminer  

c e t t e  cause d ' e r r e u r  nous f a i sons  systématiquement a g i r  l a  soude s u r  l e s  

glycopept ides  n a t i f s  e t  réamidés. 

La réamidat ion e s t  e f f e c t u é e  de l a  manière su ivan te  ( v o i r  p .103  ) :  

10 à 100 mg de glycopept ide sont  d 'abord e s t é r i f i é s ,  pendant 4 h ,  à 20°C, 

pa r  2 à 20 m l  d 'une s o l u t i o n  de c h l o r u r e  de th iony le  dans l e  méthanol 

anhydre ( s o l u t i o n  à 3 p.100) (v:v) (SOKOLOVSKY e t  a l . )  (447).  Le mélange 

e s t  évaporé à s i c c i t é  sous p re s s ion  r é d u i t e ,  à l ' a b r i  de t o u t e  t r a c e  de 

vapeur d 'eau,  e t  l e  r é s i d u  sec  e s t  t r a i t é ,  à 20°C, pendant 24 h, par  0 , 2  à 

2 m l  de butylamine. La s o l u t i o n  e s t  évaporée à s i c c i t é  e t  l a  p répa ra t ion  

obtenue e s t  soumise à l ' a c t i o n  de l a  soude dans l e s  condi t ions  que nous 

avons d é c r i t e s  c i-dessus.  

C - RECHERCHE DES LIAISONS ESTERS 

La recherche des l i a i s o n s  e s t e r s  a é t é  e f f ec tuée  par  l a  méthode 

dlHESTRIN (448) aux hydroxamates, modi f iée  p a r  Mc COMB e t  Mc CREADY (449) 

e t  par  a c t i o n  de l a  soude d i luée  pendant des temps t r è s  cou r t s  (NaOH 0 , l  N ; 



à 100°C pendant 5 à 10 mn). 

II - RESULTATS 

1 - La fraction a n'est pas réductrice. Le glycanne est donc conjugué par 
3 

sa fonction réductrice à la fraction protidique. 

2 - La recherche des fonctions esters a été négative. Le carboxyles de la 
sérine et le carboxyle $de l'acide aspartique ne sont donc pas conjuguc5s 

par une liaison ester. 

3 - L'hydrolyse acide partielle (HC1 1,5 N, à 100°C pendant 1,5 h) libère 

un fragment glycoprotidique qui possède le comportement 6lcctrophorétique 

de la N-B-aspartyl-glucosaminylamine et que nous avons isolé par électro- 

phorèse préparative sur papier (voir p.155 1. Sa composition molaire est 

la suivante : acide aspartique 1, glucosamine 2. Le spectre infra-rouge 

révèle le pic d'absorption caractéristique des liaisons @ -glycosidiques 
-1 

(891 cm 1. 

4 - L'application de la méthode d'EDMAN fournit un PTH-glyco-protide que 
nous avons isolé par chromatographie préparative sur papier de la "phase 

aqueuse" (voir p. 145 ) . 
L'hydrolyse chlorhydrique partielle de cc composé, effectuée 

dans les conditions décrites ci-dessus, libère un PTH-dérivé dont le com- 

portement chromatographique  ableau au III ; p. 63) est identique à celui du 

PTH-dérivé de la N-B-aspartyl-glucosaminylamine. 

En outre, l'hydralyse acide totale (HcI 4 N,llOOOC pcndnnt 4 h) 

fournit, en propor t i ons . équ imola i r e s ,  de la glucosamine et du PTH-acide 

aspartique. 

Ce résultat implique que la fraction aamino-acide de l'acide 

aspartique des glycoprotides 1 et 2 n'est pas engagée dans la liaison avec 

le glycanne. 

5 - L'action de la soude, dans les conditions de la rupture des liaisons 
O-glycosidiques par " @-éliminationu est négative sur la fraction 5 



n a t i v e  e t  r e m i d é e .  La s é r i n e  n ' e s t  donc pas conjuguée par  une l i a i s o n  

O-glycosidique au glycanne. 

Ce r é s u l t a t  e s t  confirmé par  l a  l i b é r a t i o n  de c e t  amino-acide 

au cours de l a  r é a c t i o n  dlEDMkN ( v c i r  p.145). 

6 - Sur l a  base de ces  r é s u l t a t s  expérimentaux, nous pouvons donc conclure  

que, l a  f r a c t i o n  cl e s t  un mélange de deux g lycopro t ides  dans l e sque l s  3 
l ' a c i d e  a spa r t i que  e s t  conjugué par  son carboxyle P 3 l a  N-acétylglucosa- 

mine, pa r  une l i a i s o n  " p -glucosaminylaminet' . 

B - FRACTION a 4  

1 - La f r a c t i o n  a n ' e s t  pas  r éduc t r i ce .  
4  

2 - La f r a c t i o n  a n a t i v e  e t  réamidée, r é s i s t e  à l ' a c t i o n  des a l c a l i s .  
4 ' 

E l l e  n e  renferme donc n i  l i a i s o n  e s t e r ,  n i  l i a i s o n  O-glycosidique. 

3 - Après deux cyc les  de r é a c t i o n  d'EDMAN, l e s  PTH-dérivés ont  é t é  i s o l é s  

e t  p u r i f i é s  par  chromatographie p répa ra t ive  ( v o i r  p. 145 ) e t  hydrolysés  

pa r  HC1 1 ,5  N,  à 100°C pendant 1 , 5  h .  Nous avons i d e n t i f i é ,  dans l e s  hydro- 

l y s a t s ,  l e  PTH-dérivé de l a  -N-aspartyl-glucosaminylamine en appl iquant  

l e  mode o p é r a t o i r e  d é c r i t  à propos de  l a  f r a c t i o n  a 
3 ' 

4 - Nous pouvons donc conclure  que, dans l a  fractions l e s  g lycopro t ides  4 ' 
3 3 . 6  sont  conjugués aux glycannes par  une l i a i s o n  "P-aspartyl-glucosarni- 

nylamine" 

C - FRACTION Cr; 

1 - La f r a c t i o n  p n ' e s t  pas  r é d u c t r i c e .  

2 - E l l e  n ' e s t  pas  modi f iée  par  l ' a c t i o n  de l a  soude avant  e t  ap rè s  réami- 

da t ion .  E l l e  ne  renferme donc pas de l i a i s o n s  e s t e r s  ou O-g lycos i~ iques  

(Tableau XV ; p.  160). 

3 - L'hydrolyse ac ide  p a r t i e l l e  ( H C ~  1,5 N ,  100°C pendant 1 ,5  h) de l a  

f r a c t i o n  p f o u r n i t  un mélange de  g lycopro t ides  simples q u i  on t  é t é  i s o l é s  

p a r  é lec t rophor5se  p r é p a r a t i v e  e t  f r ac t ionnés  p a r  chromatographie s u r  pa- 

p i e r .  Nous avons obtenu, de  c e t t e  manière,  deux g lycopro t ides  



Tableau XV 

Composition (rapportée à 10 résidus de glucosamine) de la fraction 

glycopeptidique B native et amidée (+) avant et après action de la soude 0 , l  N 

Acide aspartique 

Thréonine 

Fraction e q  m; & Fraction native 

Avant action 

de la soude 

(+) voir texte (p.157 ) .  

Après action 

de la soude 

Avant action 

de la soude 

Après action 

de la soude 



dont les p r o p r i é t é s  sont  l e s  su ivantes  : 

a - Le premier e s t  c o n s t i t u é  uniquement de glucosamine e t  d ' a c i d e  

a spa r t i que  en p ropor t ions  équimolaires .  Il possède tou tes  l e s  c a r a c t é r i s t i -  

ques de l a  N-(P -aspartyl)-glu~osamin~lamine, en p a r t i c u l i e r ,  son comporte- 

ment é l ec t rophoré t ique  ( ~ i g .  32 ; p .  161  bis). 

b - Le second con t i en t  de l a  glucosamine, de l ' a c i d e  a spa r t i que  

e t  de l a  t h réon ine  dans l e s  propor t ions  mola i res  su ivantes  : 2 : 1 : 1. 

Il s ' a g i t  du "composé P 1" d'ADAM-CHOSSON dont nous avons déterminé l a  

s t r u c t u r e  s u r  la  base des r é s u l t a t s  s u i v a n t s  : 

1" - L'oxydation periodique d é t r u i t  l 'osamine e t  25 p.100 de l a  

thréonine.  Ces r é s u l t a t s  sont  d i f f é r e n t s  de ceux d'ADAM-CHOSSON qu i  n ' a v a i t  

pas  observe de d e s t r u c t i o n  de thréonine.  

2 "  - L 'ac t ion  des N-acétylglucosaminidases sur  l e  "compost5 P 1" 
N-réacétylé a  é t é  néga t ive .  

3' - L 'ac t ion  de l a  soude a  é t é  néga t ive ,  avant e t  ap rè s  réamida- 

t i o n ,  La th réonine  n ' e s t  donc pas conjuguée, contrairement  aux conclusions 

d'ADAM-CHOSSON, p a r  une l i a i s o n  O-glycosidique. 

Nous pouvons donc conclure que l e  "composé 1" e s t  un mélange 

dans l e s  propor t ions  r e l a t i v e s  3 : 1; des deux glycopept ides  su ivan t s  : 

4 
Asp -Thr 

G 
Thr -Asp 

Nota : La l i a i s o n  1 ,3  glucosaminidique e s t  démontrée par  l e  f a i t  que l 1 a -  - 
c ide  periodique d é t r u i t  seulement une osamine su r  l e s  deux r é s i d u s .  

4" - L'hydrolyse ac ide  ménagée du Pm-aspartyl-glycanne f o u r n i t  

deux composés que nous avons i s o l é s  pa r  chromatographie p répa ra t ive  su r  

pap ie r  dans l e  système-solvant : n-butanol/aci.de acét ique/eau ( 4 : 1 : 5 ) .  

Tous deux sont  c o n s t i t u é s  de glucosamine e t  de PTH-acide a spa r t i que ,  en 

proport ions équimolaires .  I l s  possèdent l e  comportement chromatographique 



161 bir 

Thr 

Figure 32 

Electropherbie P pB 3,9 d'un hydrelyort chlerhydrique (HC1 1.5 N ; 

1ûû.C 8 1.5 h l  de la fractirna glycepntîdique P .  T r ae lut iea- tb in  

de camp668 purs. Asp : açide aspartique ; Thr r thrbntne ; G1cNX2 r 
glucoirine. /S : hydrolysar chlorhydrique de l a  fraction /8 ; Asn-Glc 

M c  : N-( P - y u t y l )  -~-ac4ty1gluco1dnylaaaina ; A~n-GlcA8~ r 
N- ( p -~partyll-glu~oi~inylcmrine.  ' 



(Tableau III ; p. 63), 1 'un de la N-( f3 - [ ~ ~ ~ - a s ~ a r t ~ l  ]i ) -glucosaminylamine 

et 1 ' autre, de la N-(@ - ~ ~ ~ - a s ~ a r t ~ l ]  ) -N-acétyl-glucosaminylamine. 

D - FRACTIOMY 

La structure de la fraction7 a été décrite dans des mémoires 

antérieurs (voir p. 49  ). Nous nous bornerons à rappeler qu'elle renferme, 

outre de l'acide aspartique et de la thréonine, de la cystine conjuguée par 

une liaison ester très alcali-labile. Des recherches plus poussées n'ont 

pu être entreprises car les quantités de glycoprotides Y présentes dans 

les hydrolysats sont toujours très faibles et le composé est même, parfois, 

inexistant. 

III - DISCUSSION 

1' - Nous avons démontré sans ambigufté que, dans l'ovomucofde de FREDERICQ 
et DEUTSCH, glycanne et protéine sont conjugués par des liaisons de type 

N-g -aspartyl-N-acétylglucosaminylamine. 

Nous sommgparvenu à cette conclusion en étudiant la structure 

de glycopeptides simples isolés à partir des hydrolysats pronasiques d'ovo- 

mucoîde. Nous l'avons confirmée en vérifiant que l'action de la soude sur 

l'ovomucofde natif ne libérait pas de glucides : 

500 mg d'ovomucoîde ont été traités par la soude 0,l N, 

dans les conditions décrites à la p. 156. La solution 

a été fractionnée sur Sephadex G-50 et l'effluent a 

été analysé quant à sa teneur en glucides et en proté- 

ides, Un seul pic, correspondant à l'ovomucofde, a été 

mis en évidence. En outre, la fraction dialysable de 

la solution ne renferme pas de glucides. 

2' - Ainsi est démontrée l'existence de liaisons de type N-P-aspartylglu- 
cosaminylaminc qui avait été suggérée par TANAKA (450) et par MONTGOMERY 

et WU (451,452). 



Par une action de la baryte, suivie d'une hydrolyse sulfurique 

ménagée, sur l'ovomucofde natif, TANAKA a obtenu deux glycopeptides aux- 

quels il a attribué les structures suivantes : 

1 
Ala -- Asp - Thr 

sans préciser, toutetois les modalités de la conjugaison de la glucosamine 

avec l'acide aspartique. 

MONTGOMERY et WU ont démontré, par la méthode dlEDMAN, que, dans 

les 4 glycopeptides qu'ils ont isolés, l'acide aspartique était lié au gly- 

canne par son carbone@ , sans toutefois déterminer l'ose conjugué 2i l'acide 
aminé ni les modalités de l'attache. 

3" - ADAM-CHOSSON, MONTREUIL et coll. étaient parvenus aux mêmes conclu- 
sions que les nôtres, mais pensaient à l'existence, en outre, d'une ou de 

deux liaisons O-thréonyl-N-acétylglucosaminidiques. Nous avons infirmé ce 

dernier schéma. 

IV - CONCLUSIONS - 
Les conclusions que nous pouvons tirer de notre étude des moda- 

lités de l'attache glycanne-protide dans l'ovomuco~de sont les suivantes : 

1 - Nous avons démontré sans ambigufté que, dans tous les glycoprotides 
de "type a" ou de "type f3 If présents dons les hydrolysats pronasiques de 

l'ovomucofde de FREDERICQ et DEUTSCH, l'acide aspartique était lié à la 

N-acétyl-glucosaminylamine par son carboxyle P , sur la base des résultats 
suivants : 

a - Isolement de PTH-aspartyl-glycannes dont la formation n'est 
possible que si la fonctions-amino-acide n'est pas conjuguée avec le 

glycanne. 



b - Identification du PTH-détivé de la N-( P -aspartyl)-N-acétyl- 
glucosaminylamine (ou de son produit N-acétylé) parmi les produits d'hy- 

drolyse acide ménagée des PTH-dérivés des aspartyl-glycannes. 

c - Identification de la N-( P -aspartyl)-glucosaminylamine parmi 

les produits d'hydrolyse acide partielle d'aspartyl-glycannes natifs. 

2 - L'action de la soude sur les glycopêptides des "types a et P " a été 
négative, même après la réamidation de ces derniers. Nous pouvons donc 

conclure qu'il n'existe pas de liaisons glycosidiques de P -hydroxy-amino- 
-acides dans l'ovomucoTde. Nous infirmons donc les conclusions de mémoires 

antérieurs (ADAM-CHOSSON (453) ; MONTREUIL, SPIK, CHOSSON, SEGARD et 

SCHEPPLER (454) ; MONTREUIL, CASTIGLIONI et al. (455)) selon lesquels exis- 

taient, dans l'ovomucoPde, des liaisons O-thréonyl-N-acétylglucosaminides, 

ainsi que les hypothèses de HARTLEY et JEVONS (456) e t  de BEELEY et JEVONS 

( 457 ) .  

En outre, les résultats que nous avons obtenus démontrent qu'il 

n'existe pas de liaisons "éther" entre la thréonine et la fonction glycan- 

nique de 1'ovomucoPde contrairement à l'interprétation qui avait été donnée 

à des résultats antérieurs. 



CONCLUSIONS GENERALES s 
Les conclusions que nous pouvons tirer de notre étude sont les 

suivantes : 

1 - Nous avons décrit un procédé général d'hydrolyse pronasique des glyco- 
protéines et de fractionnement des hydrolysats qui permet d'obtenir, avec 

un bon rendement, des glycoprotides dont la composition,de la fraction 

protidique est simple puisque celle-ci renferme de 1 à 3 amino-acides seu- 

lement. On obtient, de cette manière, un excellent matériel en vue de 1'6- 

tude de la structure du point d'attache glycanne-protide dans les glyco- 

protéines. 

2 - Nous avons mis au point une série de méthodes qui permettent de déter- 
miner les séquences d'amino-acides au voisinage de la liaison glycanne- 

protide et de préciser les modalités de cette dernière. En particulier, 

nous décrivons un procédé d'hydrolyse ménagée, -soit du glyco-amino-acide 

natif, soit de son PTH-dérive-, qui parmet de démontrer sans ambigufté 

l'existence dc liaisons 'IN-fi-aspartyl-glucosaminylamineç".En outre, l'étude 

de l'action de la soude sur les glycopeptides réamidés, -quand ils renfer- 

ment toutefois des P-hydroxy-amino-acides-, permet de rechercher les liai- 

sons O-glycosidiques de ces derniers sans courir le risque d'une erreur 

due à la position C-terminale des @ -hydroxy-amino-acides conjugués. Nous 

avons, en effet, démontré que la " p-élimination" ne s'effectuait pas 
dans ce cas. 

3 - L'application de ces procédés à l'ovomuco'2de de FREDERICQ et DEUTSCH 

nous a permis d'isoler ou de caractériser 10 glycoprotides et de détermi- 

ner les séquences d'amino-acides au voisinage de la liaison "N-6 -aspar- 

tylglucosaminylamine", à l'exclusion de toute liaison "éther", "ester" 

ou "O-glycosidique" . 



4 - Nous avons retrouvé et confirmé les résultats d'ADAM-CHOSSON et de 
MONTREUIL et coll. concernant la distinction en deux groupes et l'origine 

des glycoprotides présents dans les hydrolysats pronasiques de l'ovomu- 

cofde de FREDERICQ et DEUTSCH. 

Le groupe des "glycoprotides'~" est constitué de galactose, de 

mannose, de N-acétylglucosamine et d'acide N-acétyl-neuraminique dans les 

rapports molaires 1 : 2 à 3 : 4 à 5 : 0,3 à 1 , tandis que le groupe des 
"glycoprotides ( 3 "  ne renferme pas d'acide sialique et est composé de ga- 

lactose, de mannose et de N-acétyl-glucosamine dans les rapports molaires 

1 : 5 : 10. 

Les sialo-glycoprotides proviennent de l'ovoglycoprotéine de 

KETTERER qui est un des constituants de l'ovomucofde de FREDERICQ et DEUTSCH 

et les asialo-glycoprotides dérivent de 1'ovomucofde'~roprement dit". 

Nous pensons toutefois pouvoir infirmer l'existence d'un "allo- 

ovomucoîde" . 

5 - L'application de plusieurs procédés de détermination des masses molé- 
culaires des glycoprotides nous amènent à la conclusion qu'il existe, con- 

jugués par des liaisons "N-6-aspartyl-N-acétylglucosaminylmine", deux 

chafnes glycanniques dans l'ovomuco~de "proprement dit" et quatre chaînes 

dans l'ovoglycoprotéine de KETTERER. 

6 - Les procédés que nous avons décrits sont susceptibles d'application 
très générale. Ils ont permis, au laboratoire, de préciser les modalités 

de l'attache glycanne-protide de plusieurs glycoprotéines. 

La responsabilité des méthodes d'exploration de la structure 

des chaînes peptidiques et des modalités de l'attache glucide-protéine que 

nous assumons au Laboratoire, dans le cadre d'un travail d'équipe sur les 

glycoprotéines, nous a permis de participer (voir p. 4 )  à l'étude et à la 

détermination de la nature de la liaison glucide-protéine dans les glyco- 

protéines suivantes : globulines YG du sérum humain, du sérum et du co- 

lostrum de la Vache ; transferrine et lactotransferrine humaines ; globu- 

lines Y A  du lait de Femme. 

Dans le troisième chapftre de notre mémoire nous exposerons très 

succintement, les résultats qui ont 6té obtenus, en nous limitant à la 

description- des procédés que nous avons été amené à mettre au point. 



T 

RECHERCHES, 1 1 
1 1  DANS LE CADRE D'UN TRAVAIL D'EQUIPE, 1 / 
1 / SüR LES MODALITES DE LA LIAISON / 1 

I I  GLY CANNE -PROTIDE 

I I DANS DIVERSES GLYCOPROTEINES . / 

1. - GLOBULINES YG 

1 - GLOBULIiJES YG DIJ SERUM (+) ET DU COLOSTRUM (tt) DE LA VACHE 

A - MODE OPERATOIRE 

Les globulines YG du sérum de Boeuf ont été préparées par un pro- 

cédé original (DUQUESNE) adapté de la méthode au rivanol de HOREJSI et SME- 

TANA (458). Leur composition centésimale en glucides est la suivante : 1,9 

p.100 d'oses "neutres" ; 1,15 p.100 dlosamines et 0,47 p.100 d'acides sia- 

liques. La fraction glycannique est constituée de galactose, de mannose, de 

de fucose, de N-acétylglucosamine et d'acides neuraminiques (N-glycolyl 

et N-acétyl), dans les rapports molaires suivants : 5 : 7 : 3 : 9 : 2 moles 

par mole de globuline Y G. 

Les globulines Y G colostrales ont été préparées selon le procé- 

dé d'ANTONY (459). Leur composition centésimale est la suivante : oses 

"neutres" 1,8 p.100 ; osamines 1,l p.100 ; acides sialiques 0,82 p.100. 

La fraction glycannique est constituée de galactose, mannose, fucose, 

N-acétylglucosamine, acides neuraminiques (N-acftyl et ~-~lycolyl) : 6 : 

6 : 2 : 8 : 4 moles par mole de globuline YG. 

L'hydrolyse pronasique, la d6fécation trichloracétique et la pu- 

rification des hydrolyçats sur échangeurs d'ions ont été réalisées dans 

les conditions qui ont été décrites dans le chapître précédent (p. 115). 

(+) Collaboration avec Mlle Nicole DUQUESNE. 

(u) Collaboration avec Mr André CHERON. 



On o b t i e n t  de c e t t e  manière un glycopept ide 1 q u i  e s t  homogène en chroma- 

tographie  e t  en é l ec t rophorèse  s u r  papier  e t  dont l a  composition mola i re  

e s t  p r&c i sée  dans l e  tab leau  X V I  (p. 169).  

La s t r u c t u r e  glycopept idique a é t é  déterminée en appl iquant  l e s  

procédés généraux dans l e  c h a p î t r e  précédent .  

B - STRUCTURE DES GLYCOPEPTIDES 1 

La s t r u c t u r e  du glycopept ide 1 a été déterminée de l a  manière 

su ivan te  : 

1" - L 'app l i ca t ion  de l a  méthode de d in i t rophényla t ion  de SANGER 

(460) démontre que l e s  deux r é s i d u s  d ' ac ide  a s p a r t i q u e  s e  t rouvent  en pos i -  

t i o n  N-terminale. I l  e x i s t e  donc deux u n i t é s  glycanniques par  molécule de 

g lobul ine  T G .  

2" - La méthode de dégradat ion r é c u r r e n t e  d'EDPlAN sc inde  l e  gly- 

copept ide en deux composés q u i  on t  é t é  i s o l é s  pa r  chromatographie prépara  

t i v e  s u r  papier  dans l e  système-solvant n-butanol lac ide  formique/eau 

(75:15:10). 

L'un e s t  l e  pep t ide  séry l - thréonine  p u i s q u ' i l  e s t  c o n s t i t u é  de 

s é r i n e  e t  de thréonine  dans l e s  propor t ions  1 : 1 e t  que, par  dégradat ion 

r é c u r r e n t e  dlEDMAN, on en l i b è r e  l a  thréonine.  

L ' au t r e  composé, q u i  r e s t e  au t r a i t  de dépar t  des chromatogram- 

mes, e s t  l e  dér ivé  phénylthibhydantofnique ( d é r i v é  PTH) d'un glyco-amino- 

-acide, non réducteur ,  dont l ' hyd ro lyse  par  l ' a c i d e  chlorhydrique 5,6 N 

f o u r n i t  l e  dér ivé  PTH de l ' a c i d e  a spa r t i que .  

3" - La leucine-aminopeptidase e s t  sans  a c t i o n .  Au c o n t r a i r e ,  l a  

carboxypeptidase l i b è r e - m a i s  d i f f i c i l e m e n t  - l a  majeure p a r t i e  de l a  t h ré -  

onine (1,55 r é s i d u  s u r  l e s  2 r é s i d u s ) .  

4" - Le glycopept ide r é s i s t e  à l ' a c t i o n  de l a  soude 0 ,5  N pendant 

24 h à 20°C avant e t  après  réamidation : il ne possède donc n i  l i a i s o n  

O-séryl ou O-thréonyl-glycosidique. 



Tableau X V I  

Compositioii mo la i r e  des  glycopep t i d e s  1 obtenus pa r  

hydrolyse pronasique des  g lobul ines  Y G  s é r i q u e s  e t  

c o l o s t r a l e s  de Vache (d ' ap rè s  DUQUESNE, MONSIGNY e t  

MONTREUIL (461) e t  CHERON, MONSIGNY, AïiTOIiY et I4ON- 

TIQEUIL ( 4 6 2 ) .  

Y G s é r iques  7 G c o l o s t r a l e s  

Galac tose  5 

Manno s e  7 

Fucose 3 

Acides s i a l i q u e s  1 

Glucosamine 9 

Acide a s p a r t i q u e  

S e r i n e  

Thréonine 

Glycocol le  

Acide glutamique 



C - NATURE DE LA LIAISON 

1" - La nature de l'ose engagé dans la liaison glycanne-protéine a été 
précisée en appliquant aux glycopeptides 1 le procédé d'hydrolyse ménagée 

par:llacide chlorhydrique (hydrolyse à 100°C pendant 1,5 h avec l'acide 

chlorhydrique 1,5 N). 

L'électrophorèse à pH 3,9 montre la présence de glycoprotides 

(glycopeptides II) qui possèdent une vitesse de migration cathodique un 

peu plus faible que celle de la glucosamine. Ils ont été isolés par élec- 

trophorèse préparative sur papier à pH 3,9 et purifiés par chromatographie 

sur papier dans le système-solvant :n-butanollacide acétique/eau (4:1:5). 

Ils ne sont pas reducteurs. Leur composition est la suivante : 

Y G sériques Y G colostrales 

Gluco samine 1,4 1 

Aspar tique 1 1 

S ér ine 1 O,4 

Thréonine 0 , 3  - 

L'expérimentation précédente ayant démontré que l'acide aspartique était 

lié au glycanne dans les glycopeptides 1, d'une part, la glucosamine étant 

le seul ose présent dans les glycopeptides II, d'autre part, nous pouvons 

conclure que l'acide aspartique et la glucosamine sont impliqués dans la 

liaison glycanne-protéine dans les globulines YG. 

En outre, la formation du dérivé PTH de l'acide aspartique ct la 

libération du peptide séryl-thrgonine par action du phényl-isothiocyanate 

sur les glycopeptides 1 prouve que le carboxyle a de l'acide aspartique 

est engagé dans une liaison peptidique avec la serine et que l'acide as- 

partique est attaché par son carboxyle P .  
L'attache sc fait sur le carbone 1 de la glucosamine puisque les 

glycopeptides ne sont pas réducteurs. La stabilité de ces derniers vis-8- 

vis de la soude montre que la liaison n'est pas de type ester. Elle était 

donc vraisemblablement de type N- P-aspartyl-glucosaminylamine. 



z0 - Cette hypothèse a été vérifiée par l'identification du PTH-dérivé de 
la N- B-aspartyl-g1ucosaminyl.amine parmi les produits de l'hydrolyse chlo- 

rhydrique partielle du PTH-aspartyl-glycanne obtenu au cours de la réaction 

dlEDMAN sur les glycoDeptides 1 (voir plus haut, B, 2"). 

D - CONCLUSIONS 

Ces résultats démontrent qu'il existe, dans les globulines Y G 

du sérum et du colostrum de Vache, deux unités glycanniques unies à la 

fraction protéique par la glucosamine et par l'acide aspartique et que les 

glycopeptides 1 possèdent la structure suivante : 

G lycanne 

6 
N-Acétyl-glucosamine 

I 
NH 
I 
CO 
I 
y 2  CH20H CHOH I 5 

H2N- CH - CO -NH- CH -CO -NH - CH -COOH 

II - GLOBULINES Y G SERIQUES HUMAINES (+) 

A - MODE OPERATOIRE 

Les globulines Y G du sérum humain étaient despréparations com- 

merciales pures (MERIEux). Nous avons précisé dans le tableau XVII (P. 172) 

leur composition centésimale en glucides ainsi que la composition molaire 

de la fraction glycannique calculée pour un poids moléculaire de 145 000. 

Le fractionnement des hydrolysats pronasiques, effectué dans les 

conditions qui ont été décrites à propos des globulines Y G bovines, a 

permis d' isoler une "fraction glycoprotidique 1" dont la composition cent& 

sinale en glucides et la composition molaire sont précisées dans le tableau 

XVII (p. 172). 

(+) Collaboration avec Mlle Nicole DUQUESNE. 



Tableau XVII 

Composition centésimale et molaire des globulines 

Y G humaines natives, de la "fraction glycoprotidi- 

que 1" et du "glycoprotide II" (dfaprEs DUQUESNE, 

MONSIGNY et MONTREUIL) (463). 

Globulines 
Y G 

natives 

Composition centésimale 

Oses neutres 1,36 p.100 
N-acétylglucosamine 1,48 p.100 
Acide N-acétylneuraminique 0,26 p.100 

Composition molaire 

Galactose 
Manno s e 
Fucose 
N-acétylglucosamine 
Acide N-acétylneuraminique 
Acide aspartique 
S é rine 
Thréonine 
Acide glutamique 
Alanine 
Glycocolle 
Proline : 
Méthionine 

"Fraction Valeurs 
, "Glycopro- 

glycoproti- de Clamp 
diclde 1" II" et ~utnam 

3 
6 
2 
10 
1 
3,33 
1,92 
1,81 
O, 92 
0,35 
0,34 
Traces 



B - STRUCTURE DU "GLYCOPEPTIDE II" 
1' - La méthode de dégradation récurrente dtEDt4AN scinde le 'lglycoprotide 
III1 cri deux composants majeurs. L'un est le peptide séryl-thréonine ; l'au- 

tre est le PTH-dérivé d'un glycoprotide dont l'hydrolyse par l'acide chlo- 

rhydrique 1,s N fournit seulement le PTH-dérivé de l'acide aspartique. 

La formation du PTH-aspartyl-glycanne et la libération du peptide 

séryl-thréonine nous pemiettent de conclure que le peptide aspartyl-séryl- 

-thréonine est conjugué au glycanne par le groupement carboxylique P de 
l'acide aspartique. 

2" - Mise en évidence d'une liaison 'IN- /3 -aspartyl-glucosaminylaminelt 

a - Le "glycoprotide II" résiste à l'action de la soude 0,5 N pendant 24 h 

à 20°C avant et après réamidation : il ne possède donc ni liaison ester, ni 

ni liaison O-séryl ou O-thréonyl-glycosidique. 

b - Les produits totaux de la réaction dtEDPfAN appliquée au "glycoprotide II" 
ont été hydrolysés par l'acide chlorhydrique 1,5 N à 100°C pendant 1,5 h. 

L'électrophorèse sur papier à pH 3,9 de ces hydrolysats révSle l'existence 

de sept fractions dont les vitesses relatives de migration, calculées par 

rapport à la glucosamine (bande nO1), sont les suivantes : 

Fractions 

Les fractions 3, 4 et 5, qui donnent une réaction positive à la 

ninhydrine et une réaction négative avec le réactif B l'azoture de sodium de 

CHi3RBUUEZ et coll. (464) spécifique des thiohydantofnes, existent seulement 

B l'état de traces et n'ont pas encore été identifiées. 

La bande 7 est contituée par le PTH-dérivé de l'acide aspartique 

(PTH-dér ivé 1 ) . 
Le composé 2 a Bt6 identifié au PTH-dérivé de lafil-N-( P-asparty1)- 

1,2-didéoxy-2-aminoglucosylamine (PTH-dériv6 II). 



La fraction "neutre" 6 est très hétérogène en chromatographie 

sur papier dans le système-solvant : n-butanol/aci.de acétiqueleau (4:1:5), 

et, par chromatographie préparative sur papier ont été isolés et identifiés, 

- outre la sérine, la thréonine, la séryl-thréonine et les oses neutres -, 
le PTH-dérivé de la l-~-(~-as~artyl~-1,2-didéoxy-2acétmido-glucosylmine 

(PTH-dérivé III). 

Ce dernier composQ a été caractérisé de le manière suivante : 

a - ses comportements électrophorétique et chromatographique 
 ableau au III ; p. 6 3 )  sont identiques à ceux du PTH-dérivé que nous avons 

préparé à partir d'un échantillon de 1-N-( 6aspartyl)-l,2-didéoxy-2-acéta- 

mido-glucosy lamine pur (voir p. 60) ; 

p - 11 nlest pas réducteur ; 
Y - Il est uniquement composé, en proportions équimoléculaires, 

de glucosamine et du PTK-dérivé de l'acide aspartique. 

C - CONCLUSIONS 

1 - Les hydrolysats pronasiques de globulines YG du sérum humain contiennent 

une fraction glycoprotidique qui est constituée par un mélange de deux glyco- 

protides. L'un (80 p.100 environ de la fraction) possède la structure sui- 

vante : 

Glycannc 

,l 
N-acétyf -glucosamine 

I 
NH 

CH20H CHOH 

l I 
H N- CH-CO- NH- CH- CO-NI{- CH-COOH 2 

L'autre (20 p.100 environ de la fraction) ne contient que l'acide asparti- 

que. Ces résultats confirment les conclusions de ROSEVEAR et SMITH (465), 

de ROTHF'üS (466) ct de ROTHFUS et SMITH (467) selon lesquelles l'acide as- 

partique est lié à la fraction glycannique. 



2 - Les résultats obtenus au Laboratoire démontrent sans ambigufté l'exis- 
tence, dans les globulines YG du sérum humain, de liaisons glycanne-proté- 

ine du type 1-N-(f3 -aspartyl)-1,2-didéoxy-2-acétamido-glucosyline dont 

la présence avait été posée en hypothèse par ROTHFUS ( 4 6 8 )  et par ROTHFUS 

et SMITH ( 4 6 9 ) .  

3 - En nous fondant, d'une part, sur la composition du "glycoprotide II" 
et, d'autre part, sur le fait que la totalité de l'acide aspartique passe 

à l'état de PTH-dérivé au cours de la dégradation dlEDMAN, nous pouvons con- ... 
clure qu'il existe, dans les globulincs YG du sérum humain, deux unités 

glycanniques d'un poids moléculaire moyen de 2 000 environ. Nous parvenons 

donc aux mbes conclusions que FRANKLIN et DISCHE (470) et CLAMP et PUTNAM 

(471). Nous nous éloignons, au contraire, de celles de ROSEVEAR et SMITH 

(472) selon lesquelles il n'existerait qu'un seul groupement glycannique. 

4 - Il est intéressant de rapprocher les résultats obtenus à propos des glo- 

bulines YG du sérum humain, d'une part, du sérum et du colostrum de Vache, 

d'autre part. Dans les deux cas, les résultats sont identiques : les deux 

chahes glycanniques sont unies à l'acide aspartique de la même manière et 

les séquences C-terminales sont identiques. 

5 - En associant ces résultats à ceux de ROSEVEAR et SMITH (473) qui ont 

déterminé la séquence N-terminale d'un glycopeptide isolé des hydrolysats 

cnzymapiques des globulines Y G du sérum humain (Glu- Glu- Asn- Tyr - Glu- 
A m  - Glycanne) , nous pouvons conclure que les groupements glycanniques sont 
attachés en position "interne" sur les chatnes protéiques et que la structu- 

re de la fraction peptidique voisine du point d'attache est la suivante : 

Glycanne 

I 
Glu - Glu - Asn- Tyr- Glu- Asn- Ser- Thr 



[ 2. - TRANSFERRINE WMAINE (+) [ 

A - MODE OPERATOIRE 

L'hydrolyse pronasique d ' é c h a n t i l l o n s  commerciaux (BEHRING-wERKS) 

de  t r a n s f e r r i n e  humaine, d 'une p a r t ,  l'isolement des glycopept ides ,  d ' a u t r e  

p a r t ,  ont  é t é  e f f ec tués  dans l e s  condi t ions  généra les  que nous avons d é c r i t e s ,  

B propos de l 'ovonucofde e t  des g lobul ines  Y 6 ,  à l a  difLérence prSs que la  

t r a n s f e r r i n e  a v a i t  é t é  préalablement  débar rassée  de l ' a c i d e  N-acétylneuramini- 

que par  une hydrolyse s u l f u r i q u e  douce (H SO 0 , l  N ,  à 80°C, pendant 1 h ) .  2 4' 
Les hydro lysa ts  o n t  é t é  p u r i f i é s  s u r  r é s i n e s  échangeuses d ' i ons  

( v o i r  p. 116) ,  pu is  f r a c t i o n n é s  p a r  é lec t rophorèse  p répa ra t ive  s u r  pap ie r  à 

pH 3 , 9 .  

On a  obtenu, de  c e t t e  manière,  2 glycopept ides  dont l a  composi- 

t i o n  e t  l a  s t r u c t u r e  o n t  é t é  déterminées en appl iquant  l e s  procédés d é c r i t s  

dans 1echapQreprécédent .  

B - RESULTATS - 

1 - La composition des glycopept ides  1 e t  II e s t  p r é c i s é e  dans l e  t ab l eau  

X V I I I  (p. 177).  On v o i t  que l a  s épa ra t ion  é l ec t rophoré t ique  de ces  composés 

a  é t é  rendue poss ib l e  p a r  l a  présence de r é s i d u s  de l y s i n e  dans l e  glycopro- 

tide II. 

Les glycopept ides  1 e t  II possèdent une composition v o i s i n e  de 

c e l l e  des glycopept ides  DEAE-GP II e t  DEAE-GP III de JAMIESON (474).  

2 - L 'app l i ca t ion  de l a  méthode de d in i t rophény la t ion  dc SANGER montre que . 

l a  t o t a l i t é  de  l ' a c i d e  a s p a r t i q u e  dans l e  glycopept ide II, e t  l a  t o t a l i t é  de  

l a  s é r i n e ,  dans l e  glycopept ide 1 s e  t rouvent  en p o s i t i o n  N-terminale. Ces 

r é s u l t a t s  impliquent l ' e x i s t e n c e  de deux chaînes glycanniques dans l a  t r ans -  

f e r r i n e  humaine. 

-- - - -  

(+) Col labora t ion  avec Ml le  Geneviève SPIR. 



Tableau X V I I I  

Composit ion m o l a i r e  des  g l y c o p e p t i d e s  1 

e t  II i s o l é s  des  h y d r o l y s a t s  p ronas iques  

d e  la t r a n s f e r r i n e  humaine ( d ' a p r è s  SPIK, 

MOPJSIGNY e t  MONTREUIL) 

G l y c o p r o t i d e  1 Glycopro t ide  II 

G l u c o  samine 

Acide a s p a r t i q u e  

S é r i n e  

Lys ine  



3 - La leucine-arninopeptidase l i b è r e  l a  s é r i n e  du glycopept ide 1 e t  condui t  

à un glyco-amineacidequi  renferme. uniquement de  l ' a c i d e  aspar t ique .  

4 - La méthode de dégrada t ion  r écu r ren te  dlEDMAN,appliquée au glycopept ide 

1 f o u r n i t  l e  der ivé  PTH de l a  s é r i n e  e t  l i b è r e  un glyco-amino-acide qu i  ne  

renferme p l u s  que de l ' a c i d e  a spa r t i que .  

Appliquée au glycopept ide II, e l l e  l i b è r e  l 'e-phénylthiocarbamyl- 

l y s i n e  e t  donne l e  d é r i v é  PTH. d'un glyco-amino-acide dont l 'hydro lyse  pa r  

l ' a c i d e  chlorhydrique 5,6 N f o u r n i t  uniquement l e  dé r ivé  PTH de l ' a c i d e  

a spa r t i que .  

5  - L'hydrolyse ac ide  y a r t i e l l e  ( H C ~  1 ,5  N ; 1 , 5  h à 100°C) des a spa r ty l -  

glycannes (obtenus à p a r t i r  du glycopept ide 1 pa r  dégradat ion r écu r ren te  

dlEDMAN e t  par  hydrolyse pa r  l a  leucine-amino-peptidase) conduit  à un glyco- 

amino-acide qu i  a  é t é  i s o l é  par  é lec t rophorèse  p r é p a r a t i v e  s u r  papier  à 

pH 3 , 9 .  

I l  e s t  c o n s t i t u é  uniquement de glucosamine e t  d ' ac ide  aspar t ique  

dans l e s  propor t ions  1 : 1 e t  possède l e s  p r o p r i é t é s  e t  l e  comportement 

é l ec t rophoré t ique  de l a  N-P -aspartyl-glucosaminylamine. 

G - L'hydrolyse ac ide ,  e f f e c t u é e  dans l e s  mêmes condi t ions ,  du PTH-aspartyl 

-glycanne obtenus pa r  dégradat ion d1E~Mt4N du glycopept ide II, f o u r n i t  l a  

N- P -(PTH-aspartyl)-glucosatninylamine. 

7 - L 'ac t ion  de l a  soude e s t  néga t ive  s u r  l e s  glycopept ides  1 e t  II, avant  

e t  ap rè s  réamidation. I l s  ne renferment donc aucune l i a i s o n  e s t e r  ou 

O-glycosidique. 

C - CONCLUSIONS 

1 - Les conclusions que nous pouvons t i r e r  de n o t r e  é tude  son t  l e s  sui* 

van te s  : 





(galactose, glucose, mannose, fucose : 6 : 1 : 6 : 4) 3,l p.100 ; N-acétyl- 

glucosamine 2,93 p.100 (13 résidus par mole) ; acide N-acétylneuraminique 

1,3 p.100 ( 4  résidus par mole). 

Les hydrolysats pronasiques de l'apo-asialo-lactotransferrine, 

préparés dans les conditions que nous avons décrites, ont été purifiés par 

un passage sur des colonnes d'échangeurs de cations et d'anions. Le liquide 

effluent, lyophilisé, fournit une fraction glycoprotidique dont la composi- 

tion et la structure ont été déterminées par l'application des procédés gé- 

néraux que nous avons décrits. 

B - RESULTATS 

l0 - La composition de la fraction glycopeptidique en acides aminés est 
précisée dans le tableau XIX (p. 181). Sa composition en glucides était 

la suivante : 

Oses "neutrest' 38,4 p.100 

N-acétylglucosamine 37,2 p.100 

Il est intéressant de comparer ces résultats avec les valeurs de 

GOT (476) concernant un glycopcptide obtenu par chromatographie sur Sepha- 

dex 6-25, suivie d'une électrophorèse sur papier à pH 2,4, d'un hydrolysat 

pronasique de lactotransferrine : hexoses 33 p.100, fucose 7 p.100, hexo- 

samines 20 p.100, acide sialique 9,6 p.100 ; 1 résidu d'acide aspartique, 

2 d'acide glutamique, 1 de proline, 1 de leucine et un peu de thréonine. 

2" - MISE EN EVIDENCE D'UNE LIAISON O-THREONYL-GLYCOSIDIQUE 
L'action de la soude 0,5 N à 20°C, pendant 1 à 7 jours, en pré- 

sence de borohydrure de sodium 0,3 N suivie de la réduction du t'dél~ydro-. 

amino-acidet' formé, par une méthode originale au sodium-ammoniac (voir p.39 

et Appendice technique, p. 211) a apporté les résultats suivants : 

a - Un résidu de thréonine disparart, tandis qulappara£t de l'a- 
cide a-aminobutyrique formé par la réduction de l'acide 2-amino-2-buténofque 

produit par la réaction de (3 -éliminationtt. 



Tableau XIX 

Composition en amino-acides de la fraction gly- 

coprotidique, obtenue par hydrolyse pronasique 

de la lactotransferrine, avant et aprEs action 

de la soude (d'après SPIK, MONSIGNY et MONTREUIL) 

Glucosamine 

Acide aspartique 

Thréonine 

S ér ine 

Acide glutamique 

Proline 

Glycocolle 

Alanine 

avant action 

de la soude 

13 

2,53 

3,lO 

O, 66 

2,16 

1,90 

1,45 

0,23 

après, action 

de la soude 



b - Le passage du mélange sur des colonnes d'échangeurs de ca- 
tions fournit deux solutions : l'une est constituée par la solution effluente 

(solution 1) à laquelle on joint les eaux de harage des colonnes. L'autre 

'solution 2.) est obtenue par le passage sur ces dernières d'une solution 

d'ammoniaque 0,5 N. 

a - La solution 2 ne renferme pas de glucides. Analysée à l'Auto-analyseur 

Technicon après hydrolyse, elle se révèle constituée de peptides qui ren- 

ferment la totalité de l'acide a-amino-butyrique. Il s'agit des peptides 

détachés par l'action de la soude. 

p - La solution 1 donne par électrophorèse préparative sur papier à pH 2,4 

(acide acétique 1 N), deux constituants majeurs dont les propri6tés sont les 

suivantes : 

1 - Le constituant 1 possède un caractère "neutre". Il est nin- 
hydrine-négatif et donne une réaction positive avec les réactifs à l'acide 

periodique-benzidine, spécifiques des fonctions a -glycols. 

Il s'agit d'un glycanne d6tach6 par la rupture de la liaison 

O-thréonyl-glycosidique. En effet, il ne renfe&e pas d'acides aminés et il 

est constitué seulement de glucides. Sa composition en oses "neutres" est la 

suivante : galactose, mannose, fuc~se : 4 : 4 : 2. Il contient, en outre, 

un polyol qui a été mis en évidence Tar chromatogaphie en couche mince, 

mais qui n'a pas encore ér4 identifié. On sait toutefois que ce polyol est 

le galactitol ou le mannitol. 

2 - Le constituant II possède en électrophorèse, un comportement 
cationique. Il dsnne une r6action positive avec les réactifs à la ninhydrine 

et à l'acide periodique-benzidine. Il s'agit de glyco-amino-acides constitués 

d'acide aspartique associ6s à des glycannes dont la composition en oses 

"neutres" est différente de celle du constituant 1 : galactose, mannose, 

fucose : 4 : 6 : 3 .  

11 s'agit des glycoprotides qui ont résisté à l'action de la 

soude et dans lesqucls des liaisons N- 9-as3artyl-glucosaminylamine ont été 

caractérisées. 



3'- MISE EN EVIDENCE D'UNE LIAISONS DE L'ACIDE ASPARTIQUE ET DE LA 

GLUCOSAMINE 

Les hydrolysats acides partiels (HC1 1,5 N, à 100°C, pendant 1,5 

1,5 h) du constituant II précédent ont-été soumis à l'électrophorèse pré- 

parative sur papier à 3,9. La zone d'élution située immédiatement en arriè- 

re de la glucosamine a été fractionnée dans un second temps par chromato- 

graphie préparative sur papier dans le système-solvant n-butanol/acide 

acétiqueleau (4:1:5). On a isolé, de cette manière, - outre un oside ne 
renfermant que de la glucosamine -, un glyco-amino-acide non réducteur dont 
l'hydrolyse totale a fourni uniquement de l'acide aspartique et de la glu- 

cosamine dans les proportions 1 : 2, et qui possède les propriétés et le 

comportemant électrophorétique de la N-p -aspartyl-glucosaminylamine. 

C - CONCLUSIONS 
l0 - Il existe, dans la transferrine humaine, deux types de liaisons glycan- 
ne-pro téine . 

Dans l'une, sont unis l'acide aspartique et la glucosamine sous 

la forme de N-p -aspartyl-N-acétylglucosaminylamine. 

Dans l'autre, la thréonine et un hexose sont conjugués par une 

liaison O-thréonyl-glycosidique, la nature de l'ose (galactose ou mannose) 

restant toutefois à préciser. 

2' - La lactotransferrine renferme au moins deux unités glycanniques (trois 
selon GOT et al.) (477,478) dont les compositions en oses sont différentes. 

Uneseule est unie à la fraction protéique par une liaison O-thréonyl-glyco- 

s idique . 

4 - GLOBULINES 'TA DU LAIT DE FEMME (+) 

A - MODE OPERATOIRE 

.Io - ISOLEMENT ET ETUDE DE LA COMPOSITION DES GLYCOPEPTIDES 
a - Les globulines YA ont été isolées par le procédé de relargage au sul- 
fate d'ammonium de MONTREUIL, CHOSSON, HAVEZ et MULLET (4791, purifiées 

- -- - - - - - 

(+) Collaboration avec M. Jacques DESCAMPS . 



par  chromatographie s u r  colonne de Sephadex G-100, pu i s  de CM-Sephadex C-50. 

La p répa ra t ion  e t  l a  p u r i f i c a t i o n  des hydro lysa ts  propasiques on t  

é t é  e f f ec tuées  s e lon  un mode o p é r a t o i r e  que nous avons d é c r i t .  

b - La composition centésimale c t  molaire  en g luc ides  de l a  g lycopro té ine  

n a t i v e  e t  des glycopept ides  ci é t é  déterminée à l ' a i d e  de méthodes q u i  on t  

dQ ê t r e  adaptées  aux c a r a c t è r e s  p a r t i c u l i e r s  des g lobul ines  YA : présence 

de  galactosamine e t  de glucosamine ; e x i s t e n c e  de nombreuses l i a i s o n s  de 

type  O-glycosidique. 

Les ac ides  aminés on t  é t é  dosés à l 'Auto-analyseur Technicon 

avec un tampon o r i g i i i a l  ( v o i r  Appendice technique ; p. 211) q u i  é v i t e  l ' i n t e r -  

fé rence ,  avec l a  v a l i n e  e t  l ' a c i d e  a-amino-butyrique, des p i c s  de l a  gly- 

cosamine e t  de l a  g c l a c t o s m i n e . L a  p r é c i s i o n  du dosage de ces  de rn i è re s  e s t  

donc augmentée e t  l e s  r é s u l t a t s  que nous obtenons son t ,  en o u t r e ,  v é r i f i é s ,  

pa r  l a  méthode co lor imét r ique  de LUDOWIEG e t  BENMAMAN (480). Les r é s u l t a t s  

s o n t  exprimés enpM p. mg de glycopept ides .  

2 "  - ACTION DE LA SOUDE SUR LES GLYCOPEPTIDES 

a - Protocole  expérimental  

Nous avons appl iqué,  dans s e s  grandes l i g n e s ,  l e  mode o p é r a t o i r e  

d é c r i t  par  TANAKA et  a l .  (481) 250 mg de glycopept ides  sont  maintenus, pen- 

d a n t 3 j o u r s  2 20°e dans 50 n l  d'une s o l u t i o n  0,l M en soude e t  0,3 M en boro- 

hydrure de sodium. 

La composition centésimale en g luc ides  totaux,  - d'une p a r t  -, 
l a  composition mola i r e  (exprimée en pM p. mg de glycopept ides)  en ac ides  

aminés e t  en osamines, - d ' a u t r e  p a r t  -, o n t  é t é  déterminées en appl iquant  

l e s  procédés de dosage que nous avons d é c r i t s  p lus  haut .  

La présence  des osamini to ls  dans l e s  hydro lysa ts  chlorhydriques 

des glycopept ides  t r a i t é s  pa r  l a  soude en m i l i e u  rGducteur, i n t r o d u i t  une 

cause d ' e r r eu r  dans l e  dosage des osamines à l 'Auto-analyseur Technicon c a r  

l e s  composés possedent  l e  con~portement chromatographique de l a  galactosamine. 

Nous éliminons c e t t e  i n t e r f é r e n c e  de deux manières : 



1) en dosant la glucosamine et la galactosamine par la méthode 

coforimétrique de LUDOWIEG et BENMAMAN (482) ; 

2) en détruisant par la soude (soude 0,l N; à 100°C, pendant 5 mn) 

les osamines préalablement N-réacétylées par la méthode de LEVW et Mc ALLAN 

( 4 8 3 ) .  Cette action suivie d'une nouvelle hydrolyse acide (HC1 2 N, à 100°C, 

pendant 2 h) destinée à N-désacétyler les osaminitols qui sont ensuite dosés 

à l'Auto-analyseur Technicon. 

Ces procédés que nous avons personnellement mis au point sont 

décrits en détail dans l'Appendice technique (voir p. 211). 

Les déhydro-amino-acides formés au cours de la "p-élininationll 

ont été réduits par le procédé de réduction par le sodium dans l'amoniac 

liquide (voir Appendice technique ; p. 211). 

Les nhes protocoles expérimentaux ont été appliqués aux glyco- 

peptides réamidés. 

b - Fractionnement et étude des composés libtsrés par l'action 
de la soude 

Les produits de l'action de la soude sont fractionnés sur rési- 

nes échangeuses d'ions. On obtient, de cette manière, comme dans le cas de 

la lactotransferrine : 

- une fraction effluente "neutre" qui contient les glycannes 
détachés par l'action de la soude et les glycoprotides alcali-stables. On 

sépare les premiers des seconds par une électrophorèse préparative sur pa- 

pier à pH 1,5. 

- et une fraction "basique" que 1 'on déplace de l'échangeur de 
cations et qui renferme les peptides libérés par la soude. 

B - RESULTATS 

l0 - Nous avons rassemblé dans le tableau XX (p. 186) les résultats qui 
concernent la composition globale des glycopeptides obtenus par hydrolyse 

pronasique des globulines Y A. 



Tableau XX 

Composition mola i re  en oses  e t  en ac ides  aminés des d i f f é r e n t e s  

f r a c t i o n s  obtenues à p a r t i r  des hydro lysa ts  pronasiques des glo- 

bu l ines  Y A du l a i t  de Femme (d 'après  DESCAMPS, MONSIGNY e t  

MONTREUII) . 

G lyco - 
protides 

n a t i f s  
ou 

réamidés 
l 

ASP 9,85 

Thr 9,85 

Ser  8 

Glu 2,85 

Pro 10,2 

G IY 5 

Ala 6,75 

Val 2,85 

a+H2but O 

G1cNH2 40 

GalNH2 10 

G ~ l N I l ~ i t ~ l  0 

Oses 79,5 

Glycoprot ides  n a t i f s  ou réamidés par  l a  soude 

Acides 
siali-  9,05 
ques 

Totaux 

Avant 1 Apres 

r éduc t ion  par  l e  
sodium-ammoniac 

F rac t ions  

8 , 9  

6 

5 9 1  

2,54 

10,8 

6 

7 

3 ~ 2  

0,63 

42 

3 y 5  

3 ,2  

4,12 

836 

6,35 

5 ,7  

2,54 

9,5 

5 ,7  

10,2 

2,22 

2,85 

4 1 

1 3,8 

594 

Glycanni- 
que ( f r a c -  
t i o n  1) 
23,4 p.100 

0,53 

O, 43 

0,22 

0,27 

O, 15 

O, 28 

O, 17 

0,29 

- 
10,5 

4- 

3 , 2  

30,8 

- 

Glycopro ti- 
dique 

( f r a c t i o n  11) 
62,6 p.100 

792 

3 38 

2,22 

1,43 

392 

2,54 

3,2 

1,27 

- 
31,8 

2,7 
- 

50,2 

- 
* 

Pept id ique  ( f r a c t i o n  
III) 9 p.100 

non reduite réduite 
p a r l e  sodiun ammoniac 

199 

2,54 

2,85 

1,43 

591 

139 

392 

1,15 

0 , 3  

139 

) 0.8 

1,05 

l a 8  

2,6 

3 

1,4 

4 , 9  

198 

6,67 

1,15 

297 

199 

) 098 

- 



2 O  - L'action de la soude fait disparaftre 3 résidus de sérine et 4 résidus 
de thréonine, ainsi que 7 résidus de galactosamine. 

Il apparaft simultanément du galactosaminitol, 3 résidus d'amanine 

(provenant de la rédmtion de la déhydro-alanine) et 3 résidus d'acide 

a -amino-butyrique (provenant de la réduction incomplète des résidus d'aci- 

de a -amino-buténofque) . 
Nota - a - La présence des "déhydro-amino-acides'' a été confirmée par la 
formation et l'identification des quinoxalinols correspondant (voir p. 36 et 

Appendice technique ; p.211 ) à partir des produits d'action de la soude en 

nilieu non réducteur. 

b - Les'béhydro-amino-acides'' ont été.caractérisés uniquement da* 
les peptides détachés par la soude et présents dans la fraction "basique" 

des milieux de réactions (voir ci-dessus). 

3' - L'électrophorèse préparative à pH 1,5 de la fraction "neutre" de ces 

derniers permet d'obtenir, d'une part, les glycannes détachés et réduits 

et, d'autre part, les glycoprotides alcalis-résistants. 

Parni lcs produits de l'hydrolyse acide partielle de ces derniers, 

on a isolé et identifié la N-(3 -aspartyl-glucosaminylamine. 

C - CONCLUSIONS 

Dans les globulines Y A  du lait de Femme, existent deux types de 

liaisons glycanne-protides : 

1 - 7 chaînes glycanniques sont unies à la protéine par des liaisons O-N- 

-acétyl-galactosaminidiques : 3 avec la sérine et 4 avec la thréonine. 

2 - Les autres chaînes sont conjuguées par des liaisons :N- p-aspartyl-glu- 
cosaminy lamine. 

Nos résultats sont à rapprocher de ceux qu'ont récemment obtenus 

DAWSON et CLAMP (484) à propos de globulines Y A de myélome. Ces auteurs ont 

démontré la aréscncc de ces deux.types de liaisons dans ces protéides "pa- 

thologiques". On ignore encore si la conjugaison s'effectue de la même ma- 

nière dans les globulines Y A sériques normales. 

L 



1 5 - CONCLUSIONS 1 
1. - De l'ensemble des résultats que nous avons décrits dans ce dernier 
chcpftre, nous pouvons conclure que les méthodes d'analyse des glycoprotides 

que nous avons mises au point sont susceptibles d'être appliquées d'une m& 

nière générale. 

Elles ont permis de démontrer, sans ambigufté et d'une maniere 

originale, les modalit4s de la conjugaison des glycannes avec les chatnes 

peptidiques dans plusieurs glycoprotéines. 

2. - Pour la premiEre fois, a été démontré la CO-existence de deux types 
différents de mode d'attache dans les mhes molécules de glycoprotéine : 

a propos de la lactotransferrine et des globulines Y A. 

3. - Dans le cas des liaisons de type N- f3-aspartyl-glucosaminylamine, on 

remarquera que l'acide aspartique est toujours conjugué à un p-hydroxy- 

amino-acide. Cette observation est la base d'une hypothèse que nous for- 

mulerons dans nos conclusions générales et qui concerne la "codage proté- 

ique" de la conjugaison glycanne-protide dans les glycoprotéines. 



CONCLUSIONS GENERALES ' 

Les recherches que nous avons effectuées nous ont conduit met- 

tre au point une série de méthodes qui permettent, cl'une part, de déterminer 

la nature N-B -aspartyl-glucosaminylaminique ou O-glycosidique des liaisons 

glycanne-protide dans les glycoprotéines et, d'autre part, de préciser les 

séquences peptidiques au voisinage des points d'attache dans les glycopep . 
tides. Elles ont été suivies d'applications aux glycopeptides obtenus par 

hydrolyse pronasique de 1 ' ovomucoPde, d'une part , d e  diverses glycopro- 

téines, d'autre part, : globulines immunes Y G et Y A, transferrine et 

lactotransferrine. Les travaux concernant ces derniers composés ont été 

ef fectués en équipe. 

1 - Les principaux résultats que nous avons obtenus à propos des méthodes 

d'analyses sont les suivants : 

A - Déterminations des modalités de l'attache glycanne-protide 

l0 - Cas de liaisons O-glycosidiques 
a - Nous avons réalisé la synthèse des composés nouveaux (à l'ex- 

ception du O-séryl-B -N-acétylglucosaminide) suivants, dont nous avons, en- 

suite, étudié la stabilité vis-8-vis des acides et des alcalis : 
,' @ 

O-L-séryl- et O-L-thréonyl-p-N-acétyl-D-glucosaminides 

O-L-sérylamide et O-L-thréonylamide-B-N-acétyl-D-glucosaminides . , 
. -  

1 O-L-séryl et O-L-thrbonyl-@-D-glucosaminides. c b .  
: 7 

$A' -! 

b - Les O-séryl et O-thr6onyl-glucosaminides résistent à l'action 

de l'acide chlorhydrique 1,5 N, à 100°C, pendant 1,5 h, - dans les condi- 
tions classiques de formation des osyl-amino-acides à partir des glycopro- 

tides . 
c - Les O-séryl et O-thréonyl-glucosaminides et N-acétyl-gluco- 

saminides résistent à l'action de la soude. Au contraire, les liaisons gly- 

cosides de la s4rinamide et de la thréoninamide sont coupées par "9-éli- 

mination". Nous avons par cette observation : 



1 - démontré l e  mécanisme de l a  r u p t u r e  des l i a i s o n s  O-glycosi- 
t 

diques des f3-hydroxy-amino-acides par  P -é l imina t ion  e t  montre que c e l l e - c i  

ne  pouvai t  s ' e f f e c t u e r  que s ï  le groupement carboxylique de l'hydroxy-amino- 

-acide é t a i t  bloqué. 

2 - él iminé une cauLe d ' e r r e u r  dans l ' i n t e r p r é t a t i o n  des r é s u l t a t s  

de l ' a c t i o n  de l a  soude s u r  l e s  g lycopro t ides  : une a c t i o n  négat ive  n e  peut ,  

en e f f e t ,  permettre  de conclure ,  à p- io r i ,  3 l ' absence  de  l i a i s o n  O-glyco- 

s i d i q u e  s i  l e  glycopept ide n ' a  pas  é t é  préalablement réamidé par  un procé- 

dé o r i g i n a l  que nous,décrivons.  

d - Enfin, nous avons mis au p o i n t  des  méthodes qu i  permettent  

d ' i d e n t i f i e r  e t  de doser  l e s  osamines e t  l e s  ac ides  aminés modif iés  pa r  

l a  r é a c t i o n  de "8 -é l imina t iont '  e f f ec tuée  en phase r éduc t ive  : glucosami- 

n i t 0 1  e t  ga i ac tosamin i to l ,  d 'une p a r t  ; a l a n i n e  e t  a c i d c  (=(-.aminorbutgri- 

que, d ' n u t r c  p a r t ,  gbtenus pa r  r éduc t iun .des  nc idcs  c7: -amino-acrylique e t  

a-mino-buténofcue r é a l i s &  à l t a i d e  d 'un p rocédéor igSna lau  sodium-ammmiac 

2" - Cas de l i a i s o n s  de  type N-r>-aspartyl-glucosaminylamin~ 

a  - Nous avons é t u d i é  l a  s t a b i l i t é  de  l a  N-+ -aspartyl-glucosa- 

minylamine e t  montré q u ' e l l e  é t a i t  s t a b l e  vis-à-vis  de l a  soude 0 , l  N à 

20°C, pendant p l u s i e u r s  jours  c t  de l ' a c i d e  chlorhydrique 1 ,5  N à 100°C 

pendant 1 ,5  h.  Ce compcs6 peu:  donc accompagner l e s  O-séryl e t  O-thréonyl- 

-glucosaminides parm. l e s  p rodu i t s  de l ' hyd ro lyse  p a r t i e l l e  des glycopro- 

t é i n e s .  I l  posséde, en o u t r e ,  l e  même comportement é lec t rophoré t ique  que 

ces  de rn i e r s .  Toute.fois, l a  d i sc r imina t ion  e s t  rendue poss ib l e  par  l t é t u &  

de l ' a c t i o n  de l a  soude s u r  I c s  p rodu i t s  de  réamidat ion : l e s  O-glucosarni- 

n ides  sont  d é t r u i t s ,  t a n d i s  que l a  N - 0  -aspartyl-glucosaminylamine r é s i s t e  

à l ' a l c a l i .  

b - Nous a v o n s  mis au  po in t  un procédé de dégradat ion récur renke  

dtEDMAN qu i ,  appl iqué aux glycopept idcs  conjugués pa r  une l i a i s o n  N- (P -  

aspartyl)-glucosaminylaminique, permet c l f  o b t e n i r  un PTH-aspartylglycanne 

dont l a  formation implique que la  fonc t ion  a-amino-acide n ' e s t  pas  a- 
dans l ' a t t a c h e  glucide-prot ide.  En o u t r e ,  l ' hyd ro lyse  ac ide  par -  

t i e l l e  ( H C ~  1 , 5  N ,  à 100°C pendant 1 ,5  h )  conduit  à la  PTH-aspartyl-gluco- 

saminylamine dont nous avons d é c r i t  l e s  p r o p r i é t é s  q u i  permettent  de l'i- 

d e n t i f i e r .  



B - Détermination des séquences peptidiques au voisinage des points 
d'attache 

Nous avons été amené à adapter au cas particulier des glycopro- 

tides les proc6dés généraux de détermination des séquences peptidiques, 

car la présence de la fraction glycnnnique modifie profondément les pro- 

priétés physico-chimiques, comme les caractères de solubilité des dérivés 

que l'on obtient par l'application des procédés de SANGER et dlEDMAN. 

a - L'application de la méthode de SANGER conduit, dans le cas des glycopro- 
tides, à des dérivés dinitrophénylés qui sont hydrosolubles et qui ne peu- 

vent être isolés par les méthodes classiques. Nous avons donc été amené à 

mettre au point un procédé de précipitation sélective par l'éthanol et l'é- 

ther. En outre, nous avons montré la nécessité de doser les acides aminés 

non dinitrophénylés, libérés par l'hydrolyse acide des DNP-glycopeptides 

de manière à déterminer par différence la quantité d'acides aminés qui se 

trouvaient initialement en position N-terminale et à éviter de graves cau- 

ses d'erreur d'interprétation des résultats. 

b- Nous avons mis au point un procéd6 de dégradation récurrente selon EDMAN, 

fondé sur la caractérisation des PTH-arnino-acides libérés et le dosage des 

acides aminés non substitués. Cette méthode permet, à la fois 

1 - de déterminer la séquence pcptidiqüc au voisinage du point 
. . . . d'attache ; 

2 - de caractériser l'acide aminé conjugué au glycanne en hydro- 
lysant le Pm-amino-acyl-glycanne et en caractérisant 

le PTH-amino-acyl-ose ; 

3 - de démontrer, dans le cas d'une liaison aspartyl-glucosylami- 
nique, que l'acide aspartique est conjugué par sa 

fonction carboxylique 8. 

c - Nous avons adapt6 la méthode de GHUYSEN de dosage des fonctions NH2 2i 
la détermination de la masse moléculaire des glycoprotides et à la détermi- 

nation du nombre de chaînes glycanniques présentes dans une glycoprotéine. 



II - Nous avons amélioré les procédés de YAMASHINA et d'ADAM-CHOSSON d'hy- 
drolyse des glycoprotéines par la pronase et les méthodes de fractionnement 

des hydrolysats. Les modifications que nous avons apportées nous permettent 

d'obtenir, avec un bon reiidemcnt, des glycoprotides dont la fraction pro- 

tidique ne renferme que 1 à 3 amino-acides et qui représentent donc un ex- 

cellent matériel pour explorer les modalités dc la liaison glycanne-. 

protéine. 

III - L'ensemble de ces techniques ont été mises au point en utilisant l'o- 
vomucoIdz de FREDERICQ et DEUTSCH que nous avons étudié dans une première 

série de recherches. 

1" - Reprenant les premiers travaux de MONTREUIL et coll. et d'ADAM-CHOSSON, 
nous avons retrauvés certains des résultats obtenus par ces auteurs : pré- 

sence des glycopeptides a, @ (et parfois Y) dans les hydrolysats pronasi- 
ques de llovomucoîde ; caractérisation du composé PI. (2 glucosamines, 1 
aspartique, 1 thréonine) dans les hydrolysats acides partiels du glycopep- 

tide p ; existence de liaisons dc type N-6-aspartyl-glucosaminylamine 

dans l'ovomucoîde. 

Toutefois, nos résultats sléloigncnt de ceux des auteurs précé- 

dents sur trois points principaux : 

a - Les hydrolysats pronasiques d'ovomucofde de FREDERICQ et 
DEUTSCH contiennent, non pas 3 (glycopeptides a @ etY 1, mais 10 gly- 

4 
coprotides dont nous avons déterminé les structures. 

b - Dans lcs 10 glycoprotides, les glycannes,sont unis à la frac- 

tion protidique uniquement par des liaisons de type N-( @-asparty1)-gluco- 

saminylaminique à l'exclusion de toute liaison ester, éther et O-glycosidi- 

que. 

En particulier, le composé I d1ADA14-CHOSSON, sur la structure 

duquel reposait essentiellement l'argumentation de cet auteur et de MON- 

TREUIL et coll. pour conclure à l'existence de liaisons O-glycosidiques 

dans l'ovomucofde, n'est pas un mélange de N-@ -aspartyl-glucosaminylamine 

et de O-thréonyl-glucosaminide, mais un mélange des deux glycopeptides : 



GlcNH2 4 GlcNH2 

Thr - 
i 
ASP Asp - Thr 

c - Nous confirmons la présence, dans les préparations d'ovomu- 
cofde de FREDERICQ et DEUTSCH de deux glycoprotéines : l'ovomucofde "pro- 

prement dit" et l'ovoglycoprotéine de IETTERER, mais nous infirmons l'exis- 

tence de l'allo-ovomucofde. 

2" - Nous confirmons les résultats antérieurs d'ADAM-CHOSSON et de MON- 
TREUIL et coll. et, comme ces auteurs, nous classons les glycopeptides 

provenant de l'hydrolyse pronasique de l'ovomucofde de FREDERICQ et DEUTSCH 

en deux groupes différents par leur composition en glucides. 

Le groupe des "glycoprotides cx " est constitué de galactose, 

de mannose, de N-a~ét~lglucosamine et d'acide N-acétyl-neuraminique dans 

les rapports molaires 1 : 2 à 3 : 4 21 5 : 0,3 à 1, tandis que le groupe 

des "glycoprotides " ne renferme pas d'acide sialique et est composé de 
galactose, de mannose et de N-acétyl-glucosamine dans les rapports molaires 

1 : 5 : 10. 

Les sialo-glycoprotides proviennent de l'ovoglycoprotéine de KET- 

'TERER et les asialo-glycoprotides dérivent de l'ovomucofde "proprement 

dit". 

3 "  - L'application de plusieurs procédgs de détermination des masses molé- 
culaires des glycoprotides nous ont permis de démontrer qu'il existait, 

conjugués par des liaisons N- p-aspartyl-N-acétylglucosaminylamine", deux 

chaînes glycanniques dans l'ovomucofdc "proprement dit" et quatre chafnes 

dans l'ovoglycoprotéine de KETTERER. 

IV - Les procédés que nous avons mis au point sont susceptibles d'applica- 
tions générales. Dans le cadre d'un travail d'équipe, effectué au Labora- 

toire, nous avons contribué à la détermination de la nature des modalités 

de l'attache glycanne-protide dans plusieurs glycoprotéines. Les résultats 

originaux qui ont été obtenus se résument de la manière suivante : 



1" - Dans l e s  g lobul ines  Y G  du sérum humain, du sérum bovin e t  du colostrum 

de Vache, deux cha înes  glycanniques sont  un ie s  à l a  f r a c t i o n  pro té ique  par  

des l i a i s o n s  de type  N-@ - a ~ ~ a r t ~ l ) ~ - a c é t ~ l ~ l u c o s a m i n ~ l a ~ i n e .  

En o u t r e ,  dans l e s  t r o i s  cas ,  l a  séquence C-terminale au v o i s i -  

nage du p o i n t  d ' a t t a c h e  des glycopept ides  é t a i t  l a  su ivante  : Asn-Ser-Thr,  

r évé l an t  une c e r t a i n e  u n i t é  s t r u c t u r a l e  du groupe des g lobul ines  YG. 

2"  - Les g lobul ines  'YA sont net tement  d i f f é r e n & s d e s  p r  £ e t ,  

dans l e s  g lobul ines  YA du l a i t  de Femme, o u t r e  p lus i eu r s  

type N- 6-aspartylJ~-acétylglucosaminylaminc, e x i s t e n t  7 glycannes unis  

par  des l i a i s o n s  O-glycosidiques : 3 avec l a  s é r i n e  ; 4 avec l a  thréonine.  

3" - Des d i f f é rences  analogues de  s t r u c t u r e  s e  mani fes ten t  e n t r e  l a  t r ans -  

f e r r i n e  e t  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaines. 

Dans l a  t r a n s f e r r i n e ,  deux chaînes glycanniques son t  a t t achées  

à l a  p r o t é i n e  par  des  l i a i s o n s  ~ - ( j 3 - a s ~ a r t ~ l ) ~ - a c é t y  lglucosaminy lamine. 

Dans l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  e x i s t e n t  t r o i s  r é s i d u s  os id iques  dont 
Ubl deux son t  conjugu6s p a r  une l i a i s o n  du type précédent e t  par  une l i a i s o n  

A 
O-thréonylglycosidique. 

v - La comparaison des s t r u c t u r e s  pept id iques  au vois inage  des  p o i n t s  d ' a t -  

tache glycanne-prot ide dans l e s  glycoprot6incs que nous avons é tud iées ,  

r évè l e  l ' e x i s t e n c e  de séquences communes e t ,  en p a r t i c u l i e r ,  l a  présence 

constante  de s é r i n e  ou de thréoninr  (de l y s i n e  dans l e  s e u l  cas  de l a  

t r a n s f e r r i n c )  conjuguée au r e s t e  aspartyl-glycannc (Tableau XXI ; p. 195). 

Ce t t e  observa t ion  nous i n c i t e  2 cons idérer  que ce motif  s t ruc tu -  

r a l  n ' e s t  pas  un e f f e t  du hasard,  mais p o u r r a i t  bien r ep ré sen te r  l e  ''code 

protéique' '  q u i  i n c i t e  l e s  t ransodidases  Zi g r e f f e r  su r  l e  carboxyle P de 

l ' a spa rag ine ,  l a  N-acétyl-glucosaminc i n i t i a t r i c e  de l a  synthèse u l t é r i e u -  

r e  des glycannes. 



Tableau XXI 

Séquences peptidiques au voisinage du point d'attache de glycopeptides 

isolés des hydrolysats pronasiques de diverses glycoprotéines. 

l Thr- Asn 

Asn- Thr 

OvomucoTde ; orosomucoîde I 
Ovomucofde ; orosomucoTde (+) 

Asn - Ser - Thr 
Ser - Asn 

(+) FOURNET, Communication personnelle. 

i. 

Globulines G du sérum humain, du sérum bovin et du colostrum de Vache 

Transferrine ; Taka-amylase A 

Asn -Lys Transferrine; fibrinogène 
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1 - PREPARATION OU PURIFICATION DES SOLVANTS ET DES MATIERES PREMIERES 

Hydrazine anhydre 

L'hydrate d'hydrazine commercial est,à température ordinaire, 

un liquide que l'on peut conserver sans précautions particulières. On le 

déshydrate par un traitement à la chaux vive (KUSAMA) (1) effectué de la 

manière suivante : 

50 g d'hydrate d'hydrazine, sont ajoutés à une suspension de 500 g 

d'oxyde de calcium dans 500 ml de toluène pur. Le mélange est agité, puis 

abandonné pendant 18 h à 20°C. Après une ébullition. à reflux pendant 3 h, 

l'azéotrope toluène-hydrazine est distillé. La fraction passant entre 90 et 

95OC est recueillie. Après refroidissexpent, le distillat se sépare en deux 

couches de liquide : la couche inférieure, constituée par l'hydrazine anhydre, 

est recueillie par décantation. L'hydrazine anhydre est conservé à température 

du laboratoire, à l'abri de la lumière, dans des flacons en verre Pyrex. 

Toluène pur 

Le toluène commercial est purifié de la façon suivante : 

Un mélange de toluène (1 000 ml) et d'acide sulfurique pur R,P. 

(100 ml) est agité, à 20°C, pendant 24 h, Après décantation, la phase orga- 

nique est distillée sur chlorure d'aluminium (50 g). Le distillat est lavé 

une fois avec 5001111 d'une solution aqueuse de carbonate de sodium à 20 g 

p.100 ml , puis oinq foin avec 500 ml d'eau distillée. Enfin, le toluene est 
débarrasse de l'eau par filtration sur papier Whatman no 3 et est conservé 

sur chlorure, de calcium sec, I,& est redistille avant emploi. - I '  . . - ,  - .  F. I I  J ,. . 
. ' .I ' - 8 

Chloroforme pur 

La condensation des dérivés acéto-halogénés exige l'utilisation 

du chloroforme sans éthanol. La purification du chloroforme commercial a été 

effectuée de la manière suivante : 



500 ml de chloroforme pur R.P. sont lavés 3 fois avec 100 ml 

d'une solution 1 M de chromate de potassium dans l'acide sulfurique 1 N : 

Chromate de potassium pur R.P. 97 g 

Eau distillée 525 ml 

Acide sulfurique pur R.P. 15 ml 

Le mélange est chaque fois agité pendant 15 mn. Le chloroforme est ensuite 

lavé par décantation, successivement avec 100 ml d'eau distillée, 100 ml 

de solution de soude 1 N, 100 ml d'eau distillée (4 fois). Il est enfin sé- 

ché sur sulfate de magnésium anhydre, puis utilisé immédiatement. 

Ether sans peroxyde 

1 litre d'éther est maintenu à l'ébullition à reflux en présence 

de 100 g de chlorure stanneux, pendant 60 mn. Il est ensuite distillé, re- 

cueilli et conservé dans des flacons de verre brun, sur du sulfate ferreux. 

Méthanol anhydre 

Le méthanol employé dans les réactions d'estérification (p.103) 

est déshydraté de la manière suivante : 

1 litre de méthanol est chauffé à reflux, pendant 4 h, en présence 

de 50 g de tournure de magnésium, puis distillé en atmosphère anhydre et 

conservé dans des flacons bien bouchés. 

Carbonate d'argent 

Le carbonate d'argent utilisé dans les réactions de condensation 

de KOENIGS et KNORR (p.82 ) est préparé extemporanément, à l'obscurité, sui- 

vant le procédé de WOLFROM et LINEBACK (2)  : 

Une solution de 16 g de carbonate de sodium anhydre pur R.P. dans 

75 ml d'eau distillée est ajoutée goutte à goutte, sous agitation constante 

à une solution de 80 g de nitrate d'argent pur R.P. dans 200 ml d'eau distil- 

lée. On verse ensuite, en trois fractions, dans le mélange, une solution de 

10 g de bicarbonate de sodium pur R.P. dans 125 ml d'eau distillée. Le pré- 

cipité jaune de carbonate d'argent est recueilli par filtration sur verre 



f r i t t é ,  n o  & e t  l a v é  12 à 15 f o i s  à l ' e a u  d i s t i l l é e ,  en prenant  s o i n  de l e  

remet t re  chaque f o i s  en suspension homogène. 11 est e n f i n  lavé deux f o i s  à 

l ' é t h e r  e t  séché, sous  v ide ,  en présence de  ch lo ru re  de calcium anhydre à 

l ' a b r i  d e  l a  lumière.  Rendement : 60 à 65 g. 

Benzène anhydre 

Le benzène commercial e s t  p u r i f i 6  se lon  la  technique de PICHAT e t  

CLEMENT (3 ) .  I l  e s t  d 'abord ag i té ,pendant  quelques minutes ,avec l e  c inquiè-  

me de son volume d 'une s o l u t i o n  obtenue en d i s so lvan t  50 g d'oxyde mercuri- 

que jaune dans 1 l i t r e  d'une s o l u t i o n  d i l u é e  d ' ac ide  s u l f u r i q u e  '(200 m l  

d ' ac ide  s u l f u r i q u e  p.1000 m l  d ' eau ) .  La phase benzénique est e n s u i t e  

d i s t i l l é e .  

II - TECHNIQUES CHROMATOGRAPHIQUES ET ELECTROPHORETIQUES (+) 

A - CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE 

l0 - prépa ra t ion  des plaques 

A 30 g de  S i l i c a g e l  G(MERCK),O~ a j o u t e  55 m l  d'&au e t  10 m l  

d ' é thanol  absolu. La suspension obtenue e s t  a g i t é e  énergiquement pendant 

3 minutes,  pu i s  est coulée,  à l ' a i d e  d 'un é t a l e u r  (DESAGA), s u r  des plaques 

de v e r r e  prc5alablement lavées à l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  essuyées avec du papier  

f i l t r e .  Les plaques a i n s i  prépardes son t  u t i l i s a b l e s  ap rè s  é l imina t ion  de 

l ' excès  d e  so lvant  (eau e t  a l c o o l )  s o i t  pa r  un séchage à 20°C pendant 24 h,  

s o i t  par  un séchage b lOO0C pendant 30 mn. 

La chromatographie e s t  e f f e c t u e e  dans des cuves en v e r r e  à base 

r e c t a n g u l a i r e  (8 x 22 cm) contenant  100 m l  de l ' u n  des systèmes-solvants 

spéc i f iques  de chacune des a p p l i c a t i o n s  su ivantes  : 

a - Analyse de l a  pem&tylglucosamine : Y .  . , 

- ~enzène/inéthanol/chlorofomc (92':8: 2 ) '  
- -  - - 

(+) Dans t o u s  l e s  ca s ,  nous avons u t i l i s é  des so lvan t s  pu r s  pour analyse ou 
p u r i f i é s  selon l e s  modes o p é r a t o i r e s  d 6 c r i t s  c i -dessus 



b - Analyse de llacéto-chloro-glucosamine : 
- Benzène /méthanol/chlorofome (85 :8: 7) 

c - Analyse des N-carbobenzoxy-sérine et -thréonine et de leurs esters 
benzyliques : 

d - Analyse des O-acétyl-glucosaminides des esters benzyliques des N-carbo- 
benzoxy-sérine et thréonine : 

- ~enzène/méthanol/chloroforme (85 :8 : 7) 
- n-butanol/acide a~éti~ue/~~ridine/eau (15 : 3: 10: 2) (EHRHARDT 

et CRAMER) (5 ) .  

- ~enzène/éthanol/eau/acide acétique (200: 47: 15 : 1) (HAY, LEWIS 
et SMITH) ( 6 ) .  

c - Analyse des dérivés.~h~nylthiohyd~intoPniques des acides arnids@~~NNER, 

, . NIEDERWIESER - .  et PATAKI , (7)  ; PATAKI (8)) : 
< r 

. . 

-  hior or of orme pur 

- Chloro f ormelacide formique ( 100 : 5) 
f - Analyse des quinoxalinols : 

g - Analyse des 2,4 dinitrophénylhydrazones : 
- Ether de pétrole (60-80~)/formiate d'éthyle (13:7) contenant 

0,104 M d'acide propionique par litre (RONKAINEN) (10). 

h - Analyse des 2,4-dinitrophénylhydrazines des acides organiques 
- Chlorofome/méthanol/diéthylamine (98 : 2 :O, 5) (THOMPSON et 

HEDIN) (11). 

3" - Révélations 
a - Réactif général. Tous les composés organiques d'un chromatogranmie sur 
couche mince de silice, peuvent être révélés par pulvérisation d'une solution 

aqueuse d'acide sulfurique b 5 p.100 (v:v), suivie dTcun chauffage a 120°C, - - 
C a '  ' . .. 7 

3 t 

I 

. . 
' . 





(10:3:6:6)', (BISERTE et OSTEUX (16) modifié par LEVY (17)). 

- Phosphate de sodium 1,5 M de pH 6,O (BI SERTE , HOLLEMAN 
et al.) (18). - 

- 2' - Solutions-tampons 
Nous avons utilisé les 3 systèmes tampons suivants : -4. . 

7 
, -'L, 

- pH 3,9 : pyridine/acide acétiqueleau (3 : 10:387) (MICHL) (19). 
- pH 2,4 : acide acétiqueleau (6 : 94). 
- pH 1,5 : acide formique/acide acétiqueleau (5:15:80). 

3' - Révélation 
a - R6vélation des amines par la ninhydrine : 

Le réactif (solution à 1 g de ninhydrine dans 94 ml d'acétone 

et 6 ml d'acide acétique) est finement pulvérisé sur le support chromatogra- 

phique (papier ou couche mince) ou électrophorétique qui est ensuite mainte- 

nu à 100°C pendant 5 à 15 mn. L'emplacement des composés aminés est marqué 

par l'apparition de taches rouge-violacé. 

Cette coloration est instable et pour conserver les chromatogram- 
-,' . $  

i I . , , l  . mes ou les électrophorégrammes, on pulvérise le réactif de KAWEREAU (20) 

- - obtenu en mélangeant 1 ml de solution aqueuse saturée de nitrate cuivrique, 

0,2 ml d'acide nitrique a 10 p.100 dans l'eau, et 500 ml d'éthanol absolu ; 
les taches rouge-violacé virent au rouge brique, par formation d'oxyde cui- 

vreux, inaltérable. 

b - Révélation des oses par l'oxalate d'aniline : 
Les chromatogrammes ou électrophorégrantmes sont imprégnés du 

réactif obtenu en mélangeant 

2 vol. d'une solution éthanolique d'aniline à 2 p.100 (v:v) 

3 vol. d'une solution aqueuse d'acide oxalique à 25 p.l000(p:v) 

et chauffés à l'étuve à 105OC pendant 2 à 20 mn. Les oses donnent des colo- 

rations sp4cifiques, brunes dans le cas des aldohexoses et des N-acétyl- 

osamines, roses dans le cas des pentoses (PARTRIDGE) (21). 



c - ~eve~ation des osamines par la réaction dfELSON et MORGAN - 8 ,  - .  .'J'li,t.- ,, L ~ , .  , . , , ,.,\ =. . ., - 
Nous avons utilisé le réactif 'de PARTRIDGE (22) : pulvérisation 

d'une solution alcaline d'acétylacétone (obtenue en mélangeant 1,5 ml d'acé- 

tylacétone (2,4 propanedione) et 50 ml d'une solution aqueuse de carbonate 

de sodium cristallisé (17 g p.100 ml)), séchage à 105OC, pendant 5 mn, puis 

pulvérisation d'un réactif d'EHRLICH modifié (obtenu en dissolvant 1 g Je 

p-diméthylaminobenzaldéhyde dans 240 ml d'un mélange de n-butanol, d'&han01 

et d'acide chlorhydrique concentré dans les proportions 6 : 1: 1) et enfin 

séchage à 90°C pendant 5 à 10 mn. Les osamines apparaissent sous forme de 

, _  . tache violacé-mauve . - t 

? . 
. d - Révélation des N-acétylosamines libres et conjugués par le réactif au . , 

- l .  p-diméthylamino-benzaldéhydc : ."',' :J;I 

, -bl*l 

La révélation des N-acétylosamines a été effectuée selon le pro~'2.n',G 

cédé de SALTON (23). La réaction est effectuée en deux temps. On pulvérise 

d'abord sur les supports chromatographiques ou électrophor6tiques une solu- 

tion alcaline obtenue en mélangeant à volumes égaux une solution de tétra- 

borate de sodium 0,05 M et d'éthanol à 95' et on chauffe à 100°C pendant 

10 mn. On traite ensuite par le réactif au p-diméthyl-amino-benzaldéhyde 

p-diméthylamino-benzaldéhyde 0,3 g 4 - , . ,  .+ , . 
, . , J  '-- 

Acide chlorhydrique concentre 9 ml , 

Ethanol absolu 9 ml 

n-butanol 54 ml 

Après pulvérisation du réactif, les chromatogrammes ou électrophorégrammes 

sont 'maintenus à 100°C pendant 1.0 mn. L'emplacement des N-acétylosamines 
y,,. . . '  ;,, ~~~~~j,#g est marqué par l'apparition d'une coloration violette,. ..,. : .:>( 4. , , - !.: 6: 8 '  

. ', ,. ,,,:7:$ 

e - Révélation des glycannes par le réactif à l'acide periodique"6&zidine 

1 
' L 

,. 8 Les fractions glycanniques, aprés chromatographie ou électropho- 

rèse, sont rév6lées selon le procédé de MONTGOMERY et WU (24). Le papier est 

trempé, rapidement, dans une solution acétonique d'acide periodique fratche- 

ment préparée (acide periodique 0,l M (1 vol) + acétone (19 vol)). Après 

cinq minutes exactement de séchage à la température de la pièce, le papier 

est trempé dans une solution préparée extcmporanément de benzidine dans . -. '\ 4: 
. , . ,n.r r , - 

, . >, b- a ;  ,:, , 



l'acétone (0,15 g p.100 ml). L'emplacement des glycannes est révélé par 

une tache blanche sur un fond uniformément bleu? 

f - Révélation des dérivés phénylthiohydantoPniqucç acides aminés : 

Nous avons utilisé le réactif de CHERBULIEZ et a1.(24 bisIqui est de 

préparation aisée et qui reste stable pendant plusieurs mois à basse tem- 

pérature, contrairement aux autres réactifs décrits dans la littérature, 

comme celui de GROVES (251, par exemple. 

On pulvérise sur le chromatogrme le mélange extemporané des 

trois solutions suivantes, dans les proportions 1 : 1 : G. 

- Iode : 1,25 g ; Iodure de potassium : 8,3 g ; Eau q.s.p. 100 ml. 
- Azoture de sodium 3,2 g ; Eau q.s.p. 100 ml. 

- Thiodène : 1 g ; Eau q.s.p. 100 ml. 
Lcç phénylthiohydantofnes apparaissent immédiatement sous la forme 

de taches blanches sur un fond jaune brun. 

III - TECHNIQUES DE DOSAGE DIVERSES 

A - DETERMINATION DU POUVOIR REDUCTEUR 
La recherche des oses réducteurs libres ou conjugués est effectuée 

soit par réduction par le borohydrure de potassium ou de sodium suivie de la 

caractérisation des polyols formés ou libérés après l'hydrolyse acide du 

composé, soit par dosage des groupements réducteurs par la méthode au ferri- 

cyanure de PARK et JOHNSON (26) dont le mode opératoire est le suivant : 

1 - Princine 
Le groupement réducteur des oses terminaux réduit le ferricyanure 

de potassium en ferrocyanure qui donne une coloration bleue en présence 

d'ions ferriques, dont l'absorbance est déterminée à 690 mv. 

2 - Réactifs 

a - Carbonate de sodium 5,3 g 

Cyanure de patassium 0 ~ 6 6  g 

Eau distillée q.s.p. 1 O00 m 1 



b - F e r r i c y a n u r e  de potass ium 

Eau d i s t i l l é e  q . s . p .  

c - S u l f a t e  ferr i -amnonique,  12 H20 

Monolauryl s u l f a t e  d e  sodium 

Acide s u l f u r i q u e  c o n c e n t r é  R.P. 

Eau d i s t i l l é e  q . s . p .  

3 - Mode o p é r a t o i r e  

A 1 m l  de l a  s o l u t i o n  aqueuse  du composé 3 é t u d i e r ,  on a j o u t e  0 , 5  

ml de  r é a c t i f  a ,  p u i s  0 , 5  m l  d e  r é a c t i f  b. Après a g i t a t i o n ,  l e  mélange est  

p l a c é  dans un bain-marie b o u i l l a n t  pendant  15 mn. Après r e f r o i d i s s e m e n t ,  l a  

c o l o r a t i o n  est développée p a r  a d d i t i o n  d e  2,5 m l  du r é a c t i f  c .  La d e n s i t é  

o p t i q u e  e s t  e n s u i t e  détermin& au spcc t rophotomèt re  à 690 m y ,  e t  comparée 

à c e l l e  d ' u n e  s o l u t i o n  t i t rée  d e  g l u c o s e  à 9 mg ( 0 ~ 0 5  ) t ~ )  p a r  m l .  

B - DOSAGE DES FONCTIONS O-ACETYL 

Le dosage d e s  f o n c t i o n s  O-acétyl  p e u t  ê t r e  e f f e c t u é  de  deux 

maniè res  d i £  f é r e n t e s  : 

1 "  - S a p o n i f i c a t i o n  p a r  une s o l u t i o n  t i t r é e  de soude e t  dosage 

a c i d i m é t r i q u e  de  l ' e x c è s  d ' a l c a l i .  

2" - ~ y d r o x y l a m i n o l ~ s e  e t  dosage c o l o r i m é t r i q u e  d e  l ' a c i d e  a c é t y l -  

hydroxamique formé, sous  l a  forme d'hydroxamate f e r r i q u e .  

10 - HYDROLYSE SODIQUE (procédé  p e r s o n n e l )  

a  - Modc o p é r a t o i r e  

Nous avons é t u d i 6  l a  c i n é t i q u e  d ' h y d r o l y s e  de  l ' a c é t a t e  d ' 6 t h y l e ,  

p u i s  de  l a  O-peracétyl-N-acétylglucosamine en a p p l i q u a n t  l e  mode o p é r a t o i r e  

s u i v a n t  : 

A 200 m l  d e  soude 0 , l  N ,  on a j o u t e  50  m l  d 'une s o l u t i o n  a c é t o n i q u e  

du composé a c é t y l e  ( s o l u t i o n  0 , 0 1 1  M d ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  (0 ,52 ml p.100 ml )  

ou de  pe racé ty lg lucosamine  (534 mg p.100 m l ) ) .  La s o l u t i o n  est abandonnBe 

à l a  t empéra tu re  du l a b o r a t o i r e  e t  d e s  pre lèvements  d e  20 ml s o n t  e f f e c t u é s  

à des  temps v a r i a n t  d e  5  à 120 mn. L 'excès  de soude e s t  dosé  à l ' a i d e  d ' u n e  



s o l u t i o n  d ' ac ide  ch lorhydr ique  0 , l  N. 

b  - R é s u l t a t s  

Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus sont  i l l u s t r é s  p a r  les 

courbes des f i gu re s  1 (p .  223) e t  2  (P. 224). On v o i t  que l a  s a p o n i f i c a t i o n  

e s t  t r è s  r a p i d e  dans l e  ca s  de l ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  e t  que l ' hyd ro lyse  t o t a l e  

est obtenue en moins d 'une  heure.  E l l e  e s t ,  au  c o n t r a i r e ,  beaucoup p l u s  l e n t e  

dans l e  c a s  de peracétylglucosamine qu i  e s t  to ta lement  O-désacétylée au 

bout de 3 h .  

c  - Conclusions 

La soude 0 , l  N hydrolyse totalement  l e s  fonc t ions  O-acétyl de 

l a  peracétylglucosamine.  Le procédé e s t  donc par fa i tement  app l i cab l e  au 

dosage des  groupements O-acétylesdes oses  e t  à l a  O-désacétylat ion des 

g luc ides  O-acétylés. 

2  - HYDROXYLAMINOLY SE 

Nous avons appl iqué  l e  procédé de Mc COMB e t  Mc CREADY (27).  

a  - R é a c t i f s  

a  - So lu t ion  aqueuse de ch lo rhydra t e  d'hydroxylamine à 3,75 g 

p.100 m l .  

b  - So lu t ion  aqueuse de soude à 9 , 4  g p.100 m l .  

c  - So lu t ion  à 35,2 m l  d ' a c ide  pe rch lo r ique  à 70 p.100 (p:v) 

pour 500 m l  de méthanol abso lu .  

d  - Une première  s o l u t i o n  de p e r c h l o r a t e  f e r r i q u e  e s t  p réparée  

en d i s s o l v a n t  dans 100 m l  d ' e au  l e  r é s i d u  obtenu p a r  évapora- 

t i o n  à s e c  d'une s o l u t i o n  de 1 ,93  g de ch lo ru re  f e r r i q u e  à 

6 H O dans 5 m l  d ' a c ide  chlorhydrique concent ré  e t  5  m l  d ' a c i -  
2  

de pe rch lo r ique  à 70 p.100 (p :v) .  

Le r é a c t i f  lui-même e s t  p r épa ré  en mélangeant 60 m l  de l a  so- 

l u t i o n  précédente  à 8 , 3  m l  d ' a c i d e  perch lor ique  à 70 p.100 

(p:v) e t  en complétant à 500 m l  avec du méthanol abso lu .  Le 

r é a c t i f  est s t a b l e  pendant une semaine à 20°C. 



r susbes  ?c 1256ratlon, :: LO'C, de l'acide acltique par  

hydro lyse  sodique d e  Ifac6tate d 8 @ : 1 v I ~ ,  



Figure 2 

Courbe de liberation, B 20°C, de l'acide acdtique par hydro- 

lyse eodique de la O-psr~c~tyl-N-icCtylg1ucosrm,i~e. 



b - Mode opératoire 
A 5 ml de l'échantillon 2 doser, on ajoute 2 ml d'une solution 

obtenue en mélangeant extemporanément, à volumes égaux, les réactifs a et 

b. Après 5 mn de contact, on ajoute 5 ml du réactif c et, très lentement 

et en agitant constamment, 8 ml du réactif d. L'absorbance de la solution 

colorée obtenue est mesurée à 520 mp. 

C - DOSAGE DES FONCTIONS N-ACETYL. Procédé de PHILLIPS ( 2 8 )  

1 - Principe 

Les fonctions acétamido sont coupées par l'hydrazine avec for- 

mation concmiztente d'acéthydrazide. Celui-ci est transformé en dérivé 

dinitrophénylé par action du fluoro-dinitrobenzène à pH 3. Le DNP-acéthy- 

drazide obtenu est caractérisé par chromatographie sur couche mince puis 

dosé, apres élution, par spectrophotométrie. 

2 - Réactifs 
a - Hydrazine anhydre (voir Appendice technique ; p. 213 ) 

b - Tampon citrate 0,2 M de pH 3 : 

citrate trisodique 5,5 H O 
2 71,4 g 

Eau distillée q.s.p. 1 000 ml 

La solution est ajustée à pH 3 avec de l'acide chlorhydrique 

normal. 

c - Fluorodinitrobenzène 0,5 M : 

Fluoro-2 ,4-d in i t robenzhe  0,66 ml 

Ethanol absolu q.s.p. 10 ml 



3 - Mode opdratoire . 
Une quantité correspondant à 1 à 5 )iM de groupements acétamido 

est dbshydratée à 50°C sous pression réduite pendant 24 h, puis soumise à 

l'hydrazynolyse ( 1 ml d'hydrazine anhydre), en tube scellé, B 100°C, pen- 

dant 17 h. Le tube est refroidi sous eau courante, ouvert et l'excès d'hy- 

drazine est éliminé sous pression réduite (à la trompe B eau) pendant 15 mn. . 
Le résidu est dissous dans 5 ml de tampon citrate 0,2 M. Le 

pH de la solution obtenue est ajusté à 3,O par addition d'acide chlorhydri- 

que 1 N. On ajoute ensuite 2 ml de fluorodinitrobenzène 0,5 M et on main- 

tient à l'obscurité, pendant 4 h, sous agitation, dans un bain-marie à 40°C. 

L'éthanol est éliminé sous pression réduite dans un évaporateur 

rotatif. La solution, concentrée à environ 4 m1,est diluée à 10 ml avec de 

l'eau distillée. Le DNP acéthydrazide est ensuite extrait 4 fois par 10 

ml d'éther sulfurique. Les extraits éthérés sont rassemblés et évapor6s à 

siccité sous pression reduite à l'évaporateur rotatif à 35'-40°C. Le résidu 

sec est débarrassé du dinitrophénol par sublimation (voir p.249) et repris 

dans 0,5 ml de butanone. 

La solution obtenue est analysée par chromatographie sur couche 

mince de silice, selon le procbdé de THOEPSON et HEDIN (291, avec le sys- 

tème-solvant suivant, préparé extemporanément : 

Le silïcagel correspondant 3 la zone de l'acéthydrazide est trans- 

féré dans un tube à centrifuger. L'acéthydrazide est extrait par 5 ml du 

mélange isopropanol/eau (1:4) B 40°C, pendant 1 h, sous agitation intermit- 

tente. La solution, clarifiée par centrifugation, est recueillie et addition- 

née de 0,5 ml de soude 0,5 N, pour augmenter l'absorbance nolaire. La den- 

sité optique est déterminée au spectrophotomèrre à 420 m)i ; 



D - DOSAGE DES ACIDES AMINES ET DES PEPTIDES 

Nous avons u t i l i s é  l e s  deux méthodes su ivan te s  : 

a - Méthode à l a  ninhvdrinc dé r ivée  du procédé de 
MOORE e t  STEIN (30) 

b - Méthode au f luorodin i t robenzène  de GHUYSEN e t  co11.(30 b i s )  

1'- METHODE A LA NINHYDRINE 

a - Pr inc ipe  

Les ac ides  aminés, pept ides  ou p r o t i d e s  r é a g i s s e n t  par  l e u r  grou- 

pement aminé l i b r e  avec l a  ninhydrine en donnant une c o l o r a t i o n  pourpre de 

RUHEMAN . 
b - R é a c t i f s  

1 - ~ é t h ~ l c e l l o s o l v e / e a u  (1: 1.). 

2 - Ninhydrine 20 g 

Méthylcel losolve 650 m l  

Acéta te  de soiium 4 M de pH 5 ,5  350 m l  

3 - Hydrindantine 2,5 g 

Méthylcelloso l v e  250 m l  

Ces t r o i s  r é a c t i f s  son t  conservés sous atmosphère d 'azo te .  Le 

r é a c t i f  de c o l o r a t i o n  e s t  obtenu en mélangeant 700 m l  de l a  s o l u t i o n  1, 

200 m l  de l a  s o l u t i o n  2 ,  50 m l  de l a  s o l u t i o n  3 e t  50 m l  d ' eau  d i s t i l l é e .  

c - Mode o p é r a t o i r e  

A 1 m l  de so lu t ion ,  contenant 0 ,05 à 0 , 2  )JM de composés aminés 

on a j o u t e  2 m l  du r é a c t i f  à l a  ninhydrine.  Après a g i t a t i o n ,  l e  mélange e s t  

maintenu pendant 15 mn dans un bain-marie à 95"C, p u i s  r e f r o i d i  sous eau 

courante .  L'absorbante de l a  s o l u t i o n  e s t  déterminée à 575 mp. 

2' - WTHODE AU FLUORODINITROBENZENE 

a - P r i n c i p e  

Les composés aminés r é a g i s s e n t  avec l e  f luorodini t robenz2ne en 

donnant des dé r ivés  d in i t rophénylés  de couleur  jaune. L ' i n t e r f é rence  du 



dinitrophénol, provenant de llnydrolyse du reaccir esc éliminée,par acidi- 

fication puisque ce composé est incolore en milieu acide. 

b - Réactifs 
1 - Tétraborate de sodium 

Eau distillée, 

2 - Fluorodinitrobenzène 
Ethanol absolu 

c - Mode opératoire 
A 200 pl de solution contenant 0,01 à 0,05 pM de composés aminés 

on ajoute 400 pl de tétraborate de sodium, puis, après agitation, 50 pl de 

la solution de fluorodinitrobenzène. La réaction est complétée par un séjour 

de 30 mn du mélange au bain-marie à 60°C. La solution refroidie sous eau 

courante est acidifiée par 2 ml d'acide chlorhydrique 2 N. L1absorbance est 

mesurée Ct 420 mp. 

. ' ,  
IV - SEPARATION ET DOSAGE DES ACIDES AMINES, DES OSAMINES ET , , 35 '@ 

DES OSAMINITOLS 
0 , 

Les constituants aminés des protides (glycopeptides ou glycopro- 

téines) sont dosés dans les hydrolysats acides par chromatographie auto- 

matique à l'Auto-analyseur Technicon. 

Nous exposerons donc, succeçsivement, les techniques d'hydrolyse 

et de chromatographie que nous avons utilisées. 

A - HYDROLYSE DES GLYCOPROTIDES. 
Afin de déterminer avec précision le pourcentage des constituants 

de glycoprotides, ces derniers sont dzshydratés par un séjour à l'étuve à 

50°C sous vide, en présence d'anhydride phosphorique jusqu'à poids constant 

(généralement apres 4 à 6 jours). 

L'échantillon (2 à 10 mg) est introduit dans un tube en pyrex 

(diamstre intérieur 9 mm, longueur 35 cm), avec 1 à 5 ml d'acide chlorhydri- 

que 5,6' N (azéotrope redistillé 3 fois), contenant de la nor-leucine (0,5 mM) 

utilisée comme témoins interne. Le tube est chauffé à l'aide d'un chalumeau 

afin de provoquer un étranglement à quelques centimètres au dessus du ngveau 



du liquide. La solution est: congelée dans un mélange de neige carbonique 

et d'acétone. Enfin les gaz sont éliminés, sous pression réduite, et le 

tube est scellé. 

L'hydrolyse est effectuée B 105'C, en double, pendant 24 h, pour 

les analyses de routine, et en triple pendant 24 h, 48 et 72 h pour les 

analyses fondamentales. 

Après refroidissement, les tubes sont ouverts, et l'hydrolysat 

est transfcrré dans un ballon B distiller de 50 ml. L'acide est éliminé par 

Gvaporation sous pression réduite. Le résidu est repris par 0,5 1 d'eau dis- 

tillée ; B cette solution on ajoute 0,l ml d'acide chlorhydrique 0,5 N et 

0,4 ml de glycérol, pour ioniser fùs groupcncnts mini?s, et pour augmenter 

>a densité dc la aolution. Cc nodc opgratoirc facilftc lc'dépt3t de l'hydre- 

lysat B. la surface dc la r6ninc, au-sein m'ême de la solution tampon. 

B - SEPARATZONS CHROMATOGRAPHIQUES 
Nous utilisons un Auto-analyseur Technicon conçu pour la sépara- 

tion des acides aminés, constituants classiques des protides. Cependant, 

nous avons été amené à modifier certaines conditions opératoires, afin de 

pouvoir doser certains composés aminés particuliers, comme l'acide a -amino- 

.butyrique, la glucosamine, lagolactasnmin~ les osaminitols. 

Nous décrirons uniquement les modifications apportées aux tech- 

niques classiques proposées par la firme Technicon, en particulier au gra- ' 

\ 

dient de pH et de force ionique, réalisé dans un "Autograd" B 9 chambres 

avec les tampons dont la composition est rassemblée dans le Tableau 1 

1' - Amélioration de la séparation de la sérine et de la thréonine 
(Modification personnelle) (MONSIGNY) (31) 

La sérine et la thréonine qui sont des constituants communs de 

la plupart des glycopeptides-doivent être dosés avec précision. La sépara- 

tion n'est satisfaisante que si on utilise des résines neuves. Nous sommes 

toutefois parvenu à éliminer cet inconvénient en ajoutant 5 ml d'un mélange 

de méthanol et de butanol (v:v) dans le premier compartiment de ltAutograd. 



Tableau 1 

Composition des tampons utilisés pour préparer les solutions 

dlélution des colonnes de chromatographie de l'Auto-analyseur 

Technicon. 

Tampon de pH 2,75 : 

- Citrate trisodique 0,2 M ajusté à pH 2,75 avec de l'acide 

chlorhydrique et contenant 10 p.100 (v:v) de méthanol. 

Tampon de pH 2,875 : 

- Citrate trisodique 0,2 M ajusté à pH 2,875 avec de l'acide 

chlorhydrique. 

Tampon de pH 3,l : 

- Citrate trisodique 0,2 M ajusté à pH 3,10 avec de l'acide 

chlorhydrique. 

Tampon de pH 3,8 : 

- Citrate trisodique 0,2 M ajusté à pH 3,80 avec de l'acide 

chlorhydrique. 

Tampon de pH 5 ,O : 

- Citrate trisodique 0,2 M 
- Chlorure de sodium 0,6 M 

On ajuste à pH 5,O avec de l'acide chlorhydrique. 

Tampon de pH 6,10 : 
I - Citrate trisodique 0,2 M a , 

. I - Chlorure de sodium 1 M 
On ajuste à pH 6,10 avec de l'acide chlorhydrique. 



2" - Régénération du pouvoir séparateur de la résine (Modification personnelle) 
Afin d'éviter le "vieillissement" de la résine, cette dernière 

est régénérée une fois par semaine, par le passage d'une solution à pH 3 

d'acide éthylène di-aminotétra-acétique à 1 p.lOO. 

3' - Séparation simultanée de la glucosamine et des acides aminés 
(Modification personnelle) 

Les compositions des gradients G-AA-6 et P-AA-6 utilisés pour 

séparer simultanément la glucosamine et les acides amines sont précisées 

respectivement dans le Tableau IL (p.232 ) pour la colonne de 0,6 x 130 cm 

remplie de ltchromobeads A" et dans le TableauIIL[p.233 ) pour la colonne 

de 0,6 x 65 cm, remplie de "chromobeads BI1. 

4" - Séparation simultanée de la glucosamine de la galactoscmine et des 
acides aminés (~odification personnelle) 

La composition du gradient P-AA-9 utilisé pour séparer simulta- 

nément la glucosamine, la galactosamine et les acides aminés est précisée 

dans le Tableau W(p.234 ) pour la colonne de 0,6 x 65 cm. Ce gradient ne 

permet malheureusement pas une séparation satisfaisante de la phénylalanine 
et de l'ammoniaque 
5" - Séparation de l'acide a -amino-butyrique et des acides aminés 

(Modification personnelle) 

L'acide -amino-butyrique possède, avec les gradients précédents, 

une vitesse de migration intermédiaire entre celle de la glucosamine et de 

la galactosamine. Afin de doser cet amino-acide, avec précision nous utili- 

sons le gradient P-AA-12 decrià dans le Tableau V (p.235 1. Dans ces con- 
ditions, les acides aminés suivants snnt parfaitement séparés : acide as- 

partique, thrGonine, serine, acide glutamique, proline, glycocolle, alanine, 

acide a -amino-butyrique et valine. En outre, l'interférence des osamines 

ou de leurs dérivés est évitée. 

C - DOSAGE DES COMPOSES PROVENANT DE IA " P-ELIMINATION" 

Nous avons vu que 12 soude, en prdscncc de borohydrure, séparait 

les protides unis par une liaison O-séryl ou O-thréonyl-glycosidique et 

le glycanne. Ce dcrnicr voit se réduire, en osaminitol, l'osûninc qui 6tait 

conjuguée, tandis que se fornent à p~rtir des P-hydroxy-amino-acides d a -  



Tableau II 

Composition du gradient G-AA-6 permettant la séparation simultanée de 

la glucosamine et des acides aminés (colonne de 0,G x 130 cm). 



Tableau III 

Composition du gradien t  P-AA-6 permettant  l a  s épa ra t ion  

de l a  glucosamine e t  des ac ides  aminés (Colonne de  0 , 6  x 

65 cm). 



Tableau IV 

Composition du gradient P-AA-9 permettant la séparation 

simultanée d e  la glucosamine, de la galactosamine e t  des 

acides aminés (Colonne d e  0,6 x 65 cm). 



Tableau V 

Composition du g rad i en t  P-M-12 permet tan t  un dosage 

p r é c i s  des ac ides  aminés e t  de l ' a c i d e  a-miiîobuty- 

r i q u e  (Colonne de 0,60 x 65 cm). 



"déhydro-amino-acides". Nous décrivons ci-dessous les procédés de dosage 
;;'C !, 77,. - ,?, '. ,.,i(? y::*.>:*: :L,,-y;i~,: :~->y.~,,:.~l<+ 

. . .. " . E  ,, : 
de ces deux types de composés modifiés:;- ' 8  $: . , ,  , . ,  1 :  - ( ; ,  .%  - .  . . , r ,Adj 

. - - -  ' +  : A ,  

cx - DOSAGE DES OSAMINITOLS 
Les osaminitols (glucosaminitol ou galactosaminitol) ont un 

volume d'élution identique à celui de la galactosamine lorsqu'on utilise 

les résines et les gradients mentionnés plus haut. C'est pourquoi nous avons 

été amené à détruire les osamines afin d'éliminer l'interférence avec l'osa- 

minitol. Nous utilisons le mode opératoire suivant : 

1" - Principe 
Les osamines présentes dans les hydrolysats des glycoprotides 

sont N-acétylés en appliquant la technique de LEWY et Mc ALLAN (32). Les 

N-acbtyl osamines formées sont très instables en milieu alcalin et sont 

détruites par la soude. Les autres constituants aminés également N-acétylés, 

sont stables dans ces conditions. On les désacétyle par une hydrolyse acide 

et on les dose B l'Auto-analyseur Technicon. 

2' - Mode opératoire 
a - Méthode de N-acétylation de U V V Y  et MC ALLAN : Au produit de l'hydro- 

lyse acide de 5 à 10 mg de glycopeptides, dissous dans lm1 de soude 1 N, 

on ajoute 75 pl d'anhydride acétique. Le mélange est agité penciant 20 mn 

b - Destruction des osamincs : La solution ajustée à pH 7,0, puis addition- 

née d'un volume égal de soude 0,2 N est maintenue au bain-marie bouillant 

pendant 5 mn. 

c - N-désacétylation : Après refroidissement, les solutions sont addition- 
nées de 1 ml d'acide chlorhydrique 4 N et maintenues pendant 2 h à 100°C. 

L'hydrolysat est évaporé à siccité et le résidu est repris dans les condi- 

tions décrites plus haut (voir p.229). L'analyse chromatographique est effec- 

tuée avec le gradient que nous avons décrit dans le Tableau IV(p.234 ) et 

qui permet de séparer llosaminitol des acides aminés. 

$ - DOSAGE DES ACIDES-AMINES-ETHYLIQUEç 

1" - Principe 
Nous avons mis au point un procédé de dosage des déhydro-amino-acides formés 



Nous l e s  r é d u i s o n s ,  dans un premier  temps, avec  l e  sodium-ammoniac ( v o i r  

p .  38 ) s e l o n  l e  procédé  u t i l i s é  p a r  I07SSLER e t  IUSHELIKAR (33) pour r é d u i r e  

l e s  n i t r i l e s  en  amines.  Dans un second temps, l ' a l a n i n e  e t  l ' a c i d e  O( -amino- 

b u t y r i q u e  formés s o n t  e n s u i t e  dosés  à l 'Auto-analyseur  Technicon avec l e  

g r a d i e n t  P-AA-12, d é c r i t  dans l e  Tableau v (p.  235).  

2' - Mode o p é r a t o i r e  

a  - Act ion  de  l a  soude 

50 mg de  g l y c o p e p t i d e  amidé ( v o i r  p.151) e s t  t r a i t é  p a r  10 ml 

de  soude 0 , l  N con tenan t  4 à 5  mg d e  borohydrure  de sodium, pendant  1 à 9 

j o u r s .  La s o l u t i o n  e s t  n e u t r a l i s é e  à pH 7,O p a r  a d d i t i o n  d ' a c i d e  a c é t i q u e  

p u i s  évaporée  à s i c c i t é  dans un t u b e  à rodage  normal i sé  19 / #38,  u t i l i s é  

pour  l a  r é d u c t i o n ,  a d a p t é  à un d i s p o s i t i f  r o t a t i f  d ' é v a p o r a t i o n .  

b  - D i s s o l u t i o n  dans l'ammoniac anhydre  

Le r é s i d u  s e c  e s t  m i s  en  suspens ion  dans 0 , 2  m l  de  méthanol 

anhydre.  Dans l e  t u b e ,  maintenu dans un mélange de  n e i g e  ca rbon ique  e t  d e  

m é t h y l c e l l o s o l v e ,  on f a i t  p a s s e r  un c o u r a n t  d'ammoniac anhydre .  C e l u i - c i  

e s t  p r é p a r é  p a r  a d d i t i o n  l e n t e  de  l e s s i v e  d e  soude à une s o l u t i o n  s a t u r é e  

de  s u l f a t e  d'ammonium t r è s  pur ,maintenue à 50°C. L'ammoniac q u i  se dégage 

e s t  d é s h y d r a t é  p a r  passage  s u r  une co lonne  de  chaux sodée e t  s u r  une colonne 

de  s u l f a t e  d e  calc ium.  I l  s e  condense s u r  l e s  p a r o i s  f r o i d e s  du tube  à 

r é a c t i o n .  Quand 3 m l  e n v i r o n  d'ammoniac s o n t  condensés,  l e  t u b e  e s t  a g i t é  

e t  r é c h a u f f é  à - 33°C. 

c  - Réduct ion p a r  l e  sodium 

Le sodium e s t  i n t r o d u i t  à l ' a i d e  d ' u n  tube  d e  4 mm d e  d i a m è t r e  

que l ' o n  p longe  p l u s i e u r s  f o i s  dans l 'ammoniac. La r é d u c t i o n  est t e rminée  

quand, a p r è s  l ' i n t r o d u c t i o n  du t u b e  d e  sodium dans l 'ammoniac, l a  c o l o r a -  

t i o n  b l e u e ,  donnée p a r  l e  sodium d i s s o u s ,  p e r s i s t e  pendant 30 secondes.  

d  - Analyse  des  composés obtenus  

L'ammoniac e s t  é l i m i n é  ê n  g a r d a n t  l e  tube  pendant  quelques  mi- 

n u t e s  à l a  t empéra tu re  du l a b o r a t o i r e .  L'amidure de sodium formé e s t  d é t r u i t  

p a r  a d d i t i o n  de  méthanol  e t  l ' e x c è s  d'ammoniac e s t  é l i m i n é  p a r  é v a p o r a t i o n  

sous  p r e s s i o n  r é d u i t e .  Le r é s i d u  s e c  est d i s s o u s  dans 10 m l  d ' a c i d e  ch lo rhy-  

d r i q u e  5 , 6  N .  I l  e s t  e n s u i t e  h y d r o l y s é  dans l e s  c o n d i t i o n s  d é c r i t e s  p l u s  

h a u t  ( v o i r  p.228).  E n f i n  les a c i d e s  aminés l i b é r é s  s o n t  d o s é s  à l 'Auto-  

a n a l y s e u r  en  u t i l i s a n t  l e  g r a d i e n t  d é c r i t  dans  l e  Tableau v (p .235) .  



V - DETERMINATION DU VOLUME SPECIPIQUE PARTIEL (v,?) 

La connaissance du volume spécifique partiel d'un composé est 

indispensable pour calculer sa masse moléculaire. Parmi les nombreuses 

techniques qui existent, nous avons choisi les deux suivantes : 

A - La pycnométrie 
B - Le calcul 

A - DETERMINATION DU Vsp PAR PYCNOMETRIE 

1" - Principe 

Les mesures de la densité du tampon et de la solution de pro- 

.tide, à une concentration connue, permettent de calculer, le volume effecti- 

vement occupé par une masse unité de protide.0n utilise pour cela un pyc- 

nometre ( ~ i g .  3 ; p.239). 2" - Mode opératoire 
Un pycnomètre d'une capacité approximative de 10 ml est exac- 

tement pesé (Mv), puis il est rempli d'eau distillée dégazée, à ' 

20°C. La masse totale (MW) ainsi déterminée, permet de déduire 

la masse d'eau qu'il contient et donc sa capacité : 

MW - Mv 
V = . (NOUS avons indiqué dans le 

O, 99823 

Tableau VI (p.240 ) la densité de l'eau à différentes températures).Le 

pycnomètre est ensuite soigneusement rincé, rempli avec le tampon, puis 

pesé (M~) : on en déduit la densité du tampon à 20°C. 

MT - Mv 
d~ = Le pycnomètre est ensuite rempli 

v 
par une solution(à 1 p.100 ou à 0,5 p.100)de glycopeptide dans le tampon 

et pesé (M~). On en déduit le densité de cette solution : 

3"  - Calcul 
Le volume occupé par le produit P (en est Vsp.P. 

Le pycnometre dont la capacité est V,, contient (V - VSp.p) de tampon et 
la masse de ce tampon est (V - Vsp.P) d~ .~ et la densité de la solution 



S c h b  B l'&ehelle d'un pycnmétre ; 

c- : tube capillaire ; 

cg : tube capil laire gradué ; 

s : Sttssemc%ir, 



Tableau VI' 

Densité de l'eau 2 diverses temp&ratures(en OC) 



M~ - %7 (v - vsp .P) dT P 
est ds = - - + - 

v v v 

P 
- =  représente la concentration du produit : c, en g/ml . On a donc 
v 

d'où 

Equation 1 : 

Equation 2 : 

. .  
* ''.,,W . ,  - 

9 - -2 

On peut utiliser l'équation 1 ct tracer la courbe des densités de la solu- 

tion en fonction des concentrations. La pente de cette courbe donne le 

"coefficient de flottaison" directement utilisable pour le calcul des 

masses mol4culaires (voir p. 126) : Figure 17(p. 242). Ob peut aussi utili- 

ser 114quation 2 qui determine le Vsp pour une concentration donnde. 

Il est très important de déterminer le Vsp de façon précise, 

puisque l'erreur relative est multipliée par 3 ou 4 dans le terme de "flot- 

taison" : ( 1 - Vsp . dT) . 
4" - Calcul d'erreur 

a - Erreur relative du Vsp 

- La concentration c comporte deux causes d'erreur : erreur sur 
AM 

la pes6e --- et erreur sur la dilution 
A v  

- La densité du tampon dépend de l'erreur sur le volume du 

AVP pycnomètre , sur la pesée A MT 



Figura 4 

D&tcminattan grqhiguo du "coefficient de ftottafsonw ; 

a : coef ficicrar de f Zattafson : (1 - vsp .dy) ; ds : den- 
sité de La soPurlon ; + : densité du tawon ; c : con- 

centratton du pratlde dans fa  solurion, trxprirn6e en 

rnglml, 



- La densité de la solution comporte les 2 mêmes causes d'erreur 

d vp cil MS 
d'cù, au total, et: - 

Il est donc nécéssaire, pour éliminer au maximum les causes 

d'erreur sur le volume, de travailler à une température rigoureusement 

contralée, d'utiliser de l'eau dbgazée. Les pesées doivent être effectuées 

de façon précise. 

b - Evaluation des erreurs 
La pesée du produit doit Stre précise : cependant pour des con- 

centrations de 1 p.100, en effectuant une dilution à 100 ml, il suffit 

d'effectuer une pesée de 1 g à + 0,l mg près : A  M/M = 1/10 000 . Le pro- - 
blème le plus ardu reste sans doute la préparation de l'échantillon rigou- 

reusement anhydre. (on utilise pour cela une étuve à 50°C sous vide poussé, 

en présence de déshydratants : soude en écailles et anhydride phosphorique. 

La dessication est prolongée jusqu'à poids constant.). L'erreur de volume 

sur la dilution, réalisée en fiole jaugée, est de l'ordre de 0,1 ml : soit 

A V/V = 111 000. Les erreurs sur le volume du pycnomètre sont de l'ordre 

du microlitre pour un volume de quelque 8 mi : soit Avp/vi, = 118 000. 

Enfin, les erreurs sur les pesées du pycnomètre vide et des différents 

pycnomètres remplis dépendent du soin du manipulateur,(les traces de doigts 

en particulier, sont à éviter) : Elles sont de l'ordre de 2 mg pour une 

masse d'environ 50 g : soita M/M = 1/50 000. L'erreur relative totale 

est donc : 
A vsp 1 1 1 1 

= 3 + 8 + 2 + 2 



DETERMINATION DU Vsp PAR LE CALCUL 

1 - P r i n c i p e  

Le volume s p é c i f i q u e  p a r t i e l  d 'une molécule  est  6gal B la  mogen- 

,ne des  Vsp de ses d i f f é r e n t s  c o n s t i t u a n t s .  

Les v a l e u r s  des  Vsp des a c i d e s  aminés o n t  é t é  p r é c i s é e s  p a r  COHN 

e t  EDSALL (34) e t  c e l l e  des  o s e s  p a r  SQUIRE e t  a l .  (35) e t  EEZKOROVAINY 

e t  a l .  (36 )  ( v o i r  Tab leau  VII; p .245) .  

2 - Mode o p é r a t o i r e  

Le c a l c u l  est  e f f e c t u é  en a p p l i q u a n t  l a  formule s u i v a n t e  : 

dans l a q u e l l e  : 

n i  : r e p r é s e n t e  l e  nombre d e  chacun d e s  c o n s t i t u a n t s  pour  une 

masse  donnée du composé. 

M i  : l e u r  masse m o l é c u l a i r e  r é s i d u e l l e  ( s a n s  e a u ) .  

V i  : l e u r  volume s p é c i f i q u e  p a r t i e l .  

Le r a p p o r t  des  sommes Z n i  . Mi . Y i  e t  z n i  . M i  . r e p r é s e n t e  l e  Vsp 

d e  l a  molécule .  

3 - A p p l i c a t i o n s  

A t i t r e  d 'exemple ,  nous avons p r é c i s é  dans l e  Tableau V I I I  

(p .246  ) l e s  r é s u l t a t s  que nous avons ob tenus  à propos  du g l y c o p r o t i d e  P 
d e  1'ovomucoTde ( v o i r  p .116) .  

V I  - PROCEDES D'EXPLORATION DES SEQUENCES PEPTIDIQUES DANS LES 

GLYCOPEPTIDES 

Les p rocédés  généraux de d é t e r m i n a t i o n  d e s  séquences p e p t i d i q u e s  

dans les "ho lopro t ides l '  s o n t  a p p l i c a b l e s  aux g l y c o p r o t i d e s .  T o u t e f o i e ,  l a  

p r é s e n c e  du groupement g lycannique h y d r o p h i l e  pose  des  problèmes p a r t i c u -  

l i e r s  q u i  o n t  n é c e s s i t é ,  de  n o t r e  p a r t ,  l a  m o d i f i c a t i o n  ou l a  mise  a u  p o i n t  

d e  méthodes d ' a n a l y s e .  
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Tableau VI1 

Volumes spéc i f iques  p a r t i e l s  des c o n s t i t u a n t s  des g lycopro t ides  (100,ml/g) 

Alanine 

Arginine 

Asparagine 

Acide Aspart ique 

1/2 Cys t ine  

Glutamine 

Acide glutamique 

Glycocol le  

H i s t i d i n e  

Leucine 

1 so-Leucine 

Lysine 

Méthionine 

Phénylalanine 

P r o l i n e  

S ér i n e  

Thréonine 

Tryptophane 

Tyrosine 

Valine 

Acide N-acétylneuraminique 

Osamine 

Ose 



Tableau VI11 
, , . ' .  , ,  

,. '. Calcul du v o l ~ e  spécifique partiel du glycoprotide p .  4 .  . P .  

Constituants ni - Mi V i ni Mi ni Mi Vi 

Glucosamine - 203 0,62 2 030 1 258 

Oses 5 162 0,62 8 10 502 

Acide aspartique 1 115 O, 59 115 6 8 

Thréonine 1- 10 1 O, 70 10 1 70 
---- 

Total 3 056 1 ,898 

ni . Mi . Vi 1 898 
vsp = - - = 0,62  

- ,  8 - z ni . Mi 3 056, :, ,-.'. 3 7 x  i-'".: # -  



A - HYDROLYSE PAR LA CARBOXYPEPTIDASE (+) 

Nous avons utilisé la technique décrite par SPIRO (39) : 

A une solution de 20 mg de glycoprotide dans 1 ml de tampon véronal 0,03 M 

de pH 8,O contenant 1 p.100 de chlorure de lithium, utilisé conme activa- 

teur, on ajoute 1 mg de carboxypeptidase (LIGHT). L'hydrolyse est effectuée 

pendant 24 h, à 37°C. La solution est ensuite acidifiée à pH 2,O par l'ad- 

dition d'acide chlorhydrique 1 N. Une partie aliquote de l'hydrolysat, 

correspondant à 1 ou 2 mg de gly'copra'rid%.ecst .ensui- arra1ysdaxlir.e-ctement 

l'Auto-analyseur Technicon. Le reste de la solution est purifié par chroma- 

tographie sur gel de Sephadex G 25 (Colonne de 2 x 35 cm). La fraction gly- 

copeptidique est exclue du gel. Sa composition en amino-acide est déterminée 

après hydrolyse chlorhydrique. 

B - HYDROLYSE PAR L'AMINOPEPTIDASE 
Nous avons utilisé les techniques de TAKAHASHI (40) et SMITH et 

HILL (41). 

lu - Méthode de TAKAHASHI 

A une solution de 20 mg de glycoprotide dans l m 1  de 

tampon Tris (2-hydroxynéthyl-2-amino-1,3-propanediol 0 ,O5 M, de pH 8,5, 

0,005 M en chlorure de magnésium utilisk comme activateur, on ajoute, dis- 

soute dans 0,5 ml du même tampon, 1 mg d'amino-peptidase (SIGMA) préactivée 

par un chauffage de 40 mn à 37°C. L'action de l'enzyme est prolongée pen- 

dant 24 ou 48 h, à 37°C. La solution est ensuite analysée dans les condi- 

tions que nous avons décrites à propos de l'action de la carboxypeptidase. 

2' - Technique de SMITH et HILL 
Le mode opératoire est identique au précédent, à la 

différence près que le pH du tampon Tris 0,05 M est plus faible (PH 7,5) et 

que les activateurs sont les chlorures de manganèse et de magnésium, aux 

concentrations respectivement de 0,002 M et de 0,004 M. 

(+) Quand la fraction peptidique du glycoprotide est un dipeptide, le gly- 
coprotide est préalablement N-acétylé par la méthode de LEVW et 
Mc ALLAN (37) (voir p. 236 ) ou dinitrophénylé par la méthode de SANGER 
(38) (voir p. 141 ) . 



C - DINITROPHENYLATION - 

La recherche et le dosage des acides aminés N-terminaux par le 

procédé au fluoro-2,4-dinitrobenzène de SANGER (42) réclament les précau- 

tions suivantes : b . - - c . 4  .' .' ' , z- ;& <f- ,! 4; 

a - Toutes les réactions doivent être effectuées B l'abri de 

la lumière, pour éviter les réactions de dégradation photochimique des DNP- 
;c - 

amino-acides ; 

. - b - Le fluoro-dinitrobenzène doit être pur, et en particulier, 
ne doit pas contenir de dérivés trinitrés qui rendent difficile ltinterpré- 

tation des chromatogrmes ; 

c - Toutes les manipulations depuis la condensation du fluoro- 
dinitrobenzène et du protide, jusqul& l'analyse des DNP-amino-acides, 

doivent être réalisées dans le minimum de temps ; 

d - Le dosage en retour des acides aminés non dinitrophénylés, 
apres hydrolyse chlorhydrique, doit être systématiquement effectué. 

Les différentes étapes sont les suivantes : 

1" - Condensation du fluoro-dinitrobenzène et du glycoprotide. 
2" - Purification du DNP-glycoprotide. 
3' - Hydrolyse acide du DNP-glycoprotide. 
4" - Extraction et chromatographie des DNP-amino-acides. 
5" - Chromatographie des DiiiP-amino-acides. 
6 "  - Analyse des acides amines non dinitrophénylés dans les 

hydrolysats chlorhydriques. 

1' - Dinitrophénylation des glycopro~iaes 
Nous avons utilisé la technique décrite par SANGER (43). Le gly 

coprotide (20 mg) est dissous dans 5 ml d'eau contenant 500 mg de bicar- 

bonate de sodium. A cette solution, on ajoute 10 ml d'une solution.éthano- 

lique à 5 p. 100 (v:v) de fluoro-2,4-dinitrobenzène, et le mélange est 

agité pendant 4 h, à l'obscurité et à la température du laboratoire. On 

ajoute alors, à nouveau, 500 mg de bicarbonate de sodium et 10 ml de solu- 

tion éthanolique de fluorodinitrobenzène et la r6action est prolonnée . r I ' . i .  pendant 24 h. , - , 8 . ~ + - .  .. S. 

1. 
\.\ . 



2" - Purification du DNP-glycoprotide 
La purification du DNP-glycoprotide formé est décrite à la 

page 142 . 

3 "  - Hydrolvse des DNP-glycoprotides 
Nous avons utilisé les techniques dQcrites par BISERTE, HOLLEMAN 

et al. (44). L'hydrolyse est effectuée en tube scellé sous pression réduite, 

pendant 16 h à 105"C, par l'acide chlorhydrique redistillé (voir l'hydrolyse 

des protides ; p. 228). Quand le glycocolle ou la proline se trouvent en 

position N-terminale, il est nécessaire d'effectuer les hydrolyses dans 

les conditions suivantes, afin d'éviter au maximum les dégradations de ces 

composés : 

- pour le DNP-glycocolle, hydrolyse par l'acide chlorhydrique 
5,6 N pendant 4 h B 105°C. 

- pour la DNP-proline, hydrolyse par l'acide chlorhydrique 11,2 N, 
pendant 4 h 2t 105 OC. 

4' - Extraction et chromatographie des DNP-amino-acides 
Les hydrolysats chlorhydriques sont dilués avec de l'eau pour 

obtenir une concentration sensiblement normale en acide chlorhydrique. 

L'hydrolysat ainsi dilué est extrait 7 B 8 fois par 5 ml d'éther privé de 

peroxydes (voir Appendice technique ; p. 214 1. Les extraits éthérés sont 

rassemblés, lavés une fois par 10 ml d'acide chlorhydrique 0,l N. Ils 

contiennent les DNP-amino-acides Bth6re-so.lubles. Les phases aqueuses sont 

rassemblées. Elles renferment les DNP-amino-acides hydrosolubles : DNP- 

arginine, acide DNP-cystéique, E-DNP-lysine, Im-DNP-histidine. 

Les solutions éthérées ou aqueuses sont évaporées B siccit6, 

séparément, dans l'appareil spécial décrit par BISERTE et al. (45) et qui 

permet d'éliminer le dinitrophénol par sublimation sous pression réduite. 

La sublimation s'effectue à 70" - 80°C pendant trente minutes, 
le doigt intérieur étant rempli d'un mélange de neige carbonique et d'acétone. 



5" - Chromatographie des DNP-amino-acides 
a - DNP-éthéro-solubles 

Le résidu, privé de dinitrophénol, est dissous dans un faible 

volume d'acétone, et l'analyse des DNP amino-acides est réalisé par chro- 
., b -  

I - 
t h  - ' matographie bidimensionnelle sur papier WHATivlAN no 1. 

Le dépat est effectué sur une feuille de 40 x 55 cm à 10 cm du 

bord du peptit c8té et à 5 cm du bord du grand &té. Le premier système- 

solvant utilisé est préparé de la façon suivante : 

Le mélange : toluène/pyridine/2chloro4thanol/ammonia- 

que 0,8 N (10:3:6:6), qui est biphasique, est homogénéisé par 

agitation, puis laltes6 au repos pendant 4 h. Zia phase, aqueuse, 

inférieure est 4limiaée ; 1u.phsee organique su)érieure, qui 

reste trouble, est filtrée sur du papier WHATMAN no 1, qui retient 

les micelles d'eau, et le filtrat clsrirainai obteuu est  utilisa 

comme solvant de d6veloppement de la première dimension. , . .  ?.:!.'; mi;!& 

. , :J-* 

Le chrmatogramme, enrouléestmaintenu par 2 agrafes, en cylindre. 

Il est placé dans une cuve de chromatogrqhie ascendante, contenant deux 

cristallisoir~ concentriques ; le cristallisoir central est rempli dfamnonia- 

que 0,8 M. L'autre cristallisoir reçoit le système-solvant 24 h après 

l'introduction du chromatogramme dans la cuve. 

Lorsque le front du solvant atteint la partie supérieure de la 

feuille, celle-ci est sortie de la cuve, et le solvant est éliminé sous 

courant d'air, à l'abri de la lumière, pendant 10 A 12 h. 

Une deuxième chromatographie, descendante, est alors effectuée 

perpendiculairement à la première, dans un tampon phosphate de sodium 1,5 M 

de pH 6, ou dans un tampon phosphate de sodium 2,5 M de pH 6 lorsque les 

acides DNP-aspartique et DNP-glutamique sont tous deux présents. 

Les DNP-amino-acides apparaissent sous la forme de taches jaunes. 

Ils sont identifiés grâce à des diagrammes témoins. La tache du dinitrophé- 

no1 (jaune) peut faiblement être reconnue, car elle disparaft lorsque l'on 

soumet le chromatogramme aux vapeurs d'acide ; la tache de la dinitraniline 

se présente sous forme dtune traînée qui possède une fluorescence verdatre 

particulière lorsqu'elle est soumise aux rayons ultra-violets., ., , I 



Les DNP-amino-acides so lub le s  dans l a  phase aqueuse peuvent % t r e  

e x t r a i t s  par  l e  butanol  secondai re  e t  an lysés  par  chromatographie su r  pap ic r  

dans l e  système-solvant. to luène /pyr id ine /  2 chloro-éthnnol/ammorLiaque 0,8  N 

(10:3 :6 :6) ou dans lesystèmc-solvant n-butanol /acide acé t ique /eau  (4: 1 :5) .  

6 "  - Analyse des ac ides  aminés non d in i t rophénylés  dans l e s  hydro lysa ts  

chlorhydriques 

Les hydro lysa ts  chlcrhydriques (16 h à 1 0 5 ~ ~ ) ,  débarrassés  de- 

DNP-amino-acides é théro-so lubles ,  sont  concentrés  à s i c c i t é  à l ' évapora t eu r  

r o t a t i f  sous p r e s s i o n  r é d u i t e ,  à 35 - 40°C. Le r é s i d u  est r e p r i s  par  de 

l ' e a u  d i s t i l l é e ,  e t  une p a r t i e  a l i q u o t e  correspondant à 1 ou 2 mg de glyco-- 

p r o t i d e  de dépar t ,  e s t  soumise B l ' a n a l y s e  des ac ides  amino-acides. 

D - DEGRADATION RECURRENTE D'EDMAN 

La technique de dégradat ion dlEDPi.AN e s t  d é c r i t e  à l a  page 142 . 
Lorsque l a  f r a c t i o n  p ro t id ique  e s t  c o n s t i t u é e  par  un pep t ide ,  il faiit  

r é a l i s e r  p l u s i e u r s  cycles  s u c c e s s i f s .  Le mode o p é r a t o i r e  e s t  a l o r s  l e  

su ivant  : 

- l e r  Cycle : a - Condensation du phényl i so th iocyanate  e t  di: 

glycoprot ide  e t  c y c l i s a t i o n  en mi l i eu  ac ide  : hydrolyse d 'une  pa r t i e .  a l i -  

quote e t  ana lyse  des  ac ides  aminés non modif iés  : (Composition t o t a l e  1) 

b - P u r i f i c a t i o n  par  chromatographie p répa ra t ive  

s u r  p a p i e r  WCHEREY-NAGEL - 807 ou. 261, dans l e  système-solvant de PARTRIDGY - 
(46) : analyse  du g lycopro t ide ,  r e s t é  au  t r a i t  de dépa r t  (composition 

" t r a i t  de dépa r t l ' l ) ,  e t  des ac ides  aminés e t  pept ides  éventuellement l i bé -  

r6 s .  

- 2è  Cycle : a - Condensation du phénylisothiocyanate  e t  &.t 

glycoprot ide  " t r a i t  de départ"  1. Cyc l i sa t ion  en m i l i e u  ac ide .  Hydrolyse 

d'une pa r t i e .  a l i q u o t e  e t  ana lyse  des ac ides  aminés non modif iés  : (compo- 

s i t i o n  t o t a l e  II). 

b - P u r i f i c a t i o n  e t  analyses  i den t iques  à c e l l e s  

du premier  cyc le  : (composition " t r a i t  de départ"  II). 



Ce protocole est répété jusqq'à l'obtention d'un glycoprotide 

"trait de départ" ne renfermant plus d'acide aminé non modifié. 

Dans le cas où des peptides sont libérds (peptides initialement 

en position C-terminale par rapport B l'acide aminé lié au glycanne), ils 

sont isolés, analysés et soumis à une dégradation dlEDMAN, dans les mêmes 

conditions que les glycoprotides eux-mêmes. 
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