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INTRODUCTION

Les glycoprotides sont des composés naturels ou artificiels qui
résultent de la conjugaison d'une fraction glucidique appelée glycanne avec
une fraction protidique. Suivant la nature de cette derniére, on distingue

3 classes de glycoprotides :

- les glyco-amino-acides,
- les glycopeptides,

- les glycoprotéines,

qui résultent de l'association d'un glucide avec, respectivement, un acide
aminé, un peptide ou une protéine.
La structure moléculaire d'un glycoprotide pose donc trois pro-

blémes :

- celui de la structure du glycanne,
- celui de la structure du groupement protidique,

- celui des modalités de la liaison du glycanne avec le protide,

C'est & ce dernier probléme que nous nous sommes attachés.

Nos recherches s'inserivent dans le cadre du travail d'équipe
qui est réalisé au Laboratoire sur la constitution des glycoprotéines. Elles
ont essentiellement porté sur le probléme des modalités de la liaison glu-

cide-protide dans ces composés.



Notre but &tait de mettre au point des procédés originaux d'ex-
ploration de la structure du point d'attache ose-acide aminé susceptibles
d'8tre appliqués par les autres membres de l'équipe qui travaillaient sur
les glycoprotéines les plus diverses, comme l'orosomucoide, la transferrine,

la lactotransferrine et les globulines immunes.

Nous nous sommes personncllement attaché a 1'étude de 1'ovo-
mucoide pour deux raisons. La premiére est que cette glycoprotéine du
blanc d'oeuf présente des caractéristiques physico-chimiques voisines des
composés précédents, qu'elle se prépare facilement en quantités élevées
et qu'elle représente donc un excellent matériau pour mettre au point des
techniques dont l'application est ensuite étendue a d'autres substances.

La seconde est qu'il existait, au moment oli ces recherches nous furent
confiées, une "énigme de 1l'ovomucoide".

En effet, le sujet avait été abordé par Madame ADAM-CHOSSON
qui avait conclu 2 l'existence, dans l'ovomucoide, de deux types d'attache
glycanne-protide. D'aprés 1l'auteur, deux chaines glycanniques étaient con-
juguées par une liaison P-N-aspartyl-N-acétylglucosylaminique (voir p. 49 )
et deux autres par une liaison O-thréonyl-N-acétylglucosaminidique (ADAM-
CHOSSON) ( 1 ). Toutefois, en tentant d'apporter la preuve directe de
l'existence de ce dernier type de liaison, nous avons obtenu des résultats
qui infirmaient les conclusions d'ADAM-CHOSSON.

Aussi, avons-nous repris les travaux de cet auteur en nous
efforgant de mettre au point des procédés qui permettent de déterminer sans
ambiguité la nature du point d'attache, en posant comme principe que la
démonstration ne pouvait &tre appcrtée que éar l'isolement et 1l'identifica-~

tion des deux "partenaires" conjugués : l'ose et l'acide aminé.

L'exposé des travaux que nous avons effectués et des résultats

que nous avons obtenus comportera donc trois parties :



1 - Nous décrirons, d'abord, les propriétés des deux "chainons de
conjugaison" ose-amino-acide qui sont le plus couramment présents dans les
glycoprotéides d'origine animale et dont l'existence avait été envisagée
dans 1'ovomucoide par ADAM-CHOSSON : la pB-N-aspartyl-N-acétyl-glucosaminyl-
amine et les O-séryl et O—thréonyl-N-acétylglucosaﬁinides. Cette premiére
série de recherches nous a permis, en outre, de démontrer le mécanisme de

la "B-élimination". Elle a fait 1l'objet des notes et mémoires suivants :

- J. MONTREUIL, M. MONSIGNY et M, Th. BUCHET, Action des alcalis
sur les O-séryl et O-thréonyl-p-N-acétyl-D-glucosaminides, Mécanisme de la

"g.&limination”, C.R., Acad. Sci.; 1967, 264, 2068

- M, MONSIGNY, M. Th. BUCHET et J. MONTREUIL, Propriétés des O-
séryl et O-thréonyl-N-acétylglucosaminides de synthése et de leur dérivés :
comportements chromatographique et électrophorétique ; stabilité vis-a-vis

des acides et des alcalis. Chromatographie Symposium IV, Société Belge des

Sciences Pharmaceutiques, &d., Bruxelles (sous presse).

- M, MONSIGNY, Réduction quantitative des déhydro-amino-acides
formés au cours de la rupture des liaisons O-glycosidiques des P-hydroxy-

amino-acides par "B-~élimination", Bull. Soc. Chim. Biol. (sous presse).

2 - Nous déecrirons ensuite les résultats que nous avons obtenus
en appliquant, 3 l'ovomuccide, les procédés que nous avons mis au point et
qui infirment l'existence de liaisons O-thréonyl-N-acétyl-glucosaminidiques
dans ce dernier. Ces résultats ont été rapportés dans les notes et mémoires

suivants :

- M. MONSIGNY et J. MONTREUIL, Nature du point d'attache glycanne-
protide dans 1l'ovomucoide, C. R. Acad. Sci. , 1966, 262, 1780

- M. MONSIGNY, ADAM-CHOSSON et J. MONTREUIL, Détermination de
la nature du point d'attache glycanne-prot&ime dans les préparations d'ovo-

mucoide de Poule, Bull. Soc. Chim, Biol. (sous presse)




3 - Nous exposerons enfin, d'unc maniére condensée, les résultats
qui ont été obtenus, en travail d'équipe, par différents membres du Labora-
toire, grace a l'application, & divers glycoprotéides, des protocoles expé-
rimentaux que nous avons mis au point 2 propos de l'ovomucoide. La contri-
bution que nous avons apportée & ces recherches nous a permis de participer

aux notes et mémoires suivants :

- G, SPIK, M, MONSIGNY et J, MONTREUIL, Etude sur les glycoprotéi-
des, Mise en évidence d'une liaison de l'acide aspartique aveec le groupement
mucopolyosidique dans la transferrine humaine. C. R. Acad, Sci. , 1965,

260, 4282,

- G. SPIK, M, MONSIGNY et J. MONTREUIL, Etudes sur les glyco-
protéides, Mise en évidence d'une liaison de l'acide aspartique et de la

glucosamine dans la transferrine humaine. C. R. Acad. Sci., 1965, 261, 1137.

- N. DUQUESNE, M. MONSIGNY et J., MONTREUIL, Etudes sur les gly-
coprotéides. Nature du point d'attache glycanne-protéine dans les globulines
YG du sérum de Boeuf. C. R. Acad. Sci., 1965, 261, 1430.

- N. DUQUESNE, M. MONSIGNY et J. MONTREUIL, Etudes sur les glyco-
protéides., Nature du point d'attache glycanne-protéine dans les globulines
YG du sérum humain, C. R. Acad. Sci., 1966, 262 D, 2536.

- G. SPIK, M, MONSIGNY et J. MONTREUIL, Etude sur les glycopro-
téides. Mise en évidence d'une liaison de l'acide aspartique et de la glu-
cosamine et d'une liaison O-thréonyl-glycosidique dans la lactotransferrine
humaine, C. R. Acad. Sci., 1966, 263 D, 893.

- J. DESCAMPS, M, MONSIGNY et J, MONTREUIL, Mise en évidence de
liaisons O-séryl et O-thréonyl-N-acétylgalactosaminidiques et PB-N-aspartyl-
-N-acétylglucosaminylaminiques dans les globulines YA du lait de Femme.

C. R. Acad. Sci., (sous presse).

- A, CHERON, M. MONSIGNY, N. ANTONY et J. MONTREUIL, Nature de
la liaison glycanne-protéine dans les globulines yG du colostrum de Vache.

Bull. Soc. Chim. Biol., & paraftre,



Enfin, l'ensemble des résultats que nous avons obtenus a fait

1l'objet de la revue générale suivante :

- M. MONSIGNY, Etude sur les glycoprotéides. L'analyse chroma-
tographique automatique dans 1'étude du point d'attache glucides-acides

aminés dans les glycoprotides., Symposium 1965, Compagnie Technicon, France.

Nous ferons précéder l'exposé de nos travaux personnels par un
chapitre dans lequel nous exposerons bridvement 1'état actuel de nos con-
naissances sur les modalités de la liaison glucide-protéine dans les glyco-
protéines, les moyens d'exploration de cette dernidre et le probléme du point
point d'attache glycanne-protide dans 1'ovomucoide tel qu'il se présentait

au moment ol nous avons commencé nos travaux,



GENERALITES

1° - Les différents types de liaisons glucide-protide.

2° - Les procédés d'exploration de la structure des points d'attache

glucide~protide.

3° -~ Le probléme du point d'attache glycanne-protide dans 1'ovomucoide.



LES DIFFERENTS TYPES DE
LIAISON GLUCIDE-PROTIDE

De nombreux travaux ont &été effectués dans les dernigres années
pour tenter de déterminer la nature de la liaison glycanne-protide dans les
glycoprotides, Ils ont montré qu'il existait une certaine unité de ce motif
structural et que l'on pouvait distinguer quatre types de liaisons :

I - Liaisons “"ester"

IT - Liaisons O-glycosidiques
II1 - Liaisons "amide"

IV - Liaisons glycosylaminiques.

En géndral, les deux premiers types de liaisons passent pour 8tre
trés labiles en milieu alcalin et en milieu acide, tandis que les deux autres

sont stables en milieu alcalin et relativement résistants 2 1'hydrolyse acide.

I - LIAISON DE TYPE ESTER

Des liaisons ésters, conjuguant la fonction réductrice de llose ter-
minal de la fraction glycannique et la fonction carboxylique d'un acide aminé
de la chalne peptidique, ont été caractérisées dans certains glycoprotéides.
Par exemple, dans les mucines sous-maxillaires, GOTTSCHALK et ses collabora-
teurs (GOTTSCHALK et MURPHY (2) ; GOTTSCHALK, MURPHY et GRAHAM (3) ; GRAHAM,
MURPHY et GOTTSCHALK (4) ; MURPHY et GOTTSCHALK (5) ; GOTTSCHALK (6)) ont
montré qu'une partie des unités diholosidiques étaient liées a la protéine,
d'une part, par le groupement réducteur de la N-acétylgalactosamire et,

d'autre part, par les fonctions carboxyliques B de 1l'acide aspartique et 7y



de 1'acide glutamique (Fig. 1 ; p. 9).

Dans les deux glycopeptides du mycoside C2 de Mycobacterium avium

(Fig. 2 ; Eé%? ) le carboxyle C-terminal de la D-alanine estérifie 1'hydroxy-
le semi-acé

ique du 6-d¢soxy-L-talose, dans l'un, du 3-O-méthyl-6-désoxy-L-
talose, dans 1l'autre (CHAPUT, MICHEL et LEDERER)(7) (+).

Les liaisons de type ester sont trés labiles et sont facilement
rompues par les solutions alcalines diluées, par 1l'hydroxylamine et par le
borohydrure de lithium, Dans ce dernier cas, la rupture s'accompagne de la
réduction du groupement carboxylique de l'acide aminé engagé dans la liaison

ester en fonction alcoolique primaire (voir p. 19).

IT - LIAISONS O-GLYCOSIDIQUES

Dans de nombreux glycoprotéides, la fonction réductrice de l'ose
terminal du glycanne est conjuguée avec la fonction alcoolique d'un hydroxy-
amino-acide de la chaine peptidique (sérine, thréonine, hydroxylysine ou
hydroxyproling. Ce type de liaison a été mis en évidence dans les glyco-

protides suivants :

1 -~ Mycoside C2 de Mycobacterium avium, dans lequel le 3,4-di~O-méthyl-L-
-rhamnose est conjugué 2 la D-allo-thréorine (Fig. 2 ; p. 9) (8); mycoside Gb
de Mycobacterium butyricum dans lecquel lo 6-lcsoxy~L-faloge est conjugué 2
la D-allo-thréonine. (VILKAS, ROJAS, DAS, WOLSTENHOLME ct: LEDERER) (9).

2 - Mucines sous-maxillaires

Dans les mucines sous-maxillaires, des liaisons O-thréonyl ou
O-séryl-N-acétylgalactosaminides (Fig. 3 ; p. 10) ont &été mises en évidence
par PIGMAN (10) ; HERMAN, HARBON, ROSSIGNOL et CLAUSER (11) ; HARBON, HERMAN-
~BOUSSIER et CLAUSER (12) ; HARBON, HERMAN, ROSSIGNOL, JOLLES et CLAUSER (13) ;
ANDERSON, SENO, SAMPSON, RILEY, HOFFMAN et MEYER (14) ; BHAVANANDAN, BUDDECKE,

(+) JOLLES, NGUYEN TRUNG LUONG GROS et LEDERER (7 bis) ont caractérisé, dans
la cire Cb de Mycobacterium tuberculosis, une liaison ester entre 1l'ala-
nine ou l'acide glutamique et l'arabinose ou le galactose.

L



ANAN ANAN
GalNAc GalNAc
. ’
co Co
CH, (CHZ)Z
~==-—~HN-~— CH—CO0-———--— -~ -HN-—— CH— CO—~— —
Figure 1

Liaison glycanne-protide de type "ester" décrite par GOTTSCHALK

et al. dans la mucine sous-maxillaire du Mouton.

HZN—— D— Phe— D—allo—Thr—D—Ala—D-allo— Thr— D —Ala- CO<—Ose (+)
3,4—~di~ 0 — méthyl— L— rhamnose
Figure 2

Les différents types de liaison glycanne-protide dans le mycoside C2 de
Mycobacterium avium (CHAPUT, MICHEL et LEDERER).

(+) 6—désoxy—L- talose— ou 3—0-—méthyl— 6~ désoxy— L— talose
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ANAN ANAN
vGQINAc Ga%NAc
! |
0 ¢
|
:CH2 ([H——-—-—CH3
~—--HN— CH—C0~ = = — == — — == HN —— CH——C0~ — ——
Figure 3

Liaisons glycanne-protide de type O-glycosidique dans les mucines

sous-maxillaires du Mouton, du Boeuf et du Porc.

Co
GalNAc GlecAU —] 3> Gal > Gal > Xyl —3 0 —— cp;z;..._ cH
! B ‘
SO H
3
" NH
Figure 4

Liaison xylosidique de la protéine et de la chaine glycannique dans

1'acide chondroitine sulfurique B.
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CARUBELLI et GOTTSCHALK (15) ; TANAKA et PIGMAN (16) ; CARUBELLI, BHAVANAN-
DAN et GOTTSCHALK (17) ; BEST, BHAVANANDAN et GOTTSCHALK (18) ; GOTTSCHALK
(19) ; ADAMS (20, 21) ; BERTOLINI, TETTAMANTI et PIGMAN (22) ; BERTOLINI et
PIGMAN (23) ; CASTELLANI, ZONTA, BALDUINI et LATERZA (24) ; BHARGAVA et
GOTTSCHALK (25).

3 - Glycosylamino-glvcannes de la substance fondamentale

Dans les mucopolyosides acides de la substance fondamentale, le
glycanne est attaché au protide par une liaison O-séryl-xylosidique :

(Fig. 4 ; p. 10).

a - Héparine dans laquelle l'existence d'une liaison O-glycosidi-
que de la sérine a été démontrée par MUIR (26) ; RODéN (27) ; LINDAHL, - - i-
et RODEN (28). Ultérieurement, l'ose fut identifié au xylose par
LINDAHL, CIFONELLI, LINDAHL et RODEN (29) ; LINDAHL (30) ; LINDAHL et
RODEN (31) ; KAPLAN (32).

b - Acides chondroitines sulfuriques
o - Liaison O-glycosidique de la sérine : ANDERSON, HOFF-
MAN et MEYER (33, 34) ; CASTELLANI, ZONTA et DE LUCA ( 35) ; RODéﬁ (36) ;
RODéﬁ, GREGORY et LAURENT (37) ; GREGORY, LAURENT et RODéﬁ (38).

B - Liaison O-glycosidique de la sérine et de la thréonine :
SENO, MEYER, ANDERSON et HOFFMAN (39) ; MEYER, SENO, ANDERSON, LIPPMAN et
HOFFMAN (40) ; ANDERSON, SENO, SAMPSON, RILEY, HOFFMAN et MEYER (41) ;

Y ~ Liaison O-séryl-xylosidique : LINDAHL et Ronéﬁ (42) ;
RODEN et ARMAND (43) ; KATSURA et DAVIDSON (44) ; MARLER et DAVIDSON (45).

& - Liaison O-séryl et O-thréonyl-N-acétyl-galactosaminidi-
que : BRAY, LIEBERMAN et MEYER (46).

4 - Lactotransferrine humaine ol un groupement glycannique est conjugué a
la fonection hydroxylée de la thréonine (SPIK, MONSIGNY et MONTREUIL (47) ;
SPIK et MONTREUIL (48) ; GOT, GOUSSAULT et FONT (49)) (voir p. 180).
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5 - Substances de groupes sanguins. La présence de liaisons O-séryl et

O-thréonyl-N-acétylgalactosaminidiques a &été démontrée dans les substances

de groupes sanguins par KABAT, BASSETT, PRYZWANSKY, LLOYD, KAPLAN et LAYUG
(50) ; SPRINGER, NAGAI et TEGTMEYER (51) ; LLOYD et KABAT (52) ; KOCHETKOV,
DEREVITSKAYA et KARA-MURZA (53, 54) ; WINZLER, HARRIS, PEKAS et JOHNSON (55).
En outre, une liaison O-séryl (ou O-thréonyl) galactosidique a été mise en
évidence par KABAT, BASSETT, PRYZWANSKY, LLOYD, KAPLAN et LAYUG (56) ; LLOYD
et KABAT (57).

6 - Tropoccllageéne dans lequel le galactose est conjugué 2 la fonction
hydroxylée de la.g-hydroxy-lysine (BUTLER et CUNNINGHAM (58) ; et CUNNIMGHAM,
FORD et SEGREST (59)).

7 - Glycoprotéines de la membrane basale glomérulaire oit une liaison

a-glucosido-1,2-p~galactoside de l'hydroxylysine a été caractérisée par
SPIRO (60).

8 - Globulines yA isolée du sérum de myélomateux (DAWSON et CLAMP (61) ;
KO, CLAMP, DAWSON et CEBRA (62)) et du lait de Femme (DESCAMPS, MONSIGNY
et MONTREUIL) (63) (voir pA&S) : liaisons O-séryl et O-thréonyl-N-acétyl-

galactosaminides.

9 - Globulines yG du Lapin dont une 'chaine lourde" porte un résidu de

N-acétylgalactosamine 1ié 2 un résidu de thréonine (SMYTH et UTSUMI) (64).

10 - "Extensine", glycoprotéide végétal extrait de la Tomate dans lequel

existent des liaisons O-hydroxy-prolyl de l'arabinose (LAMPORT) (65).

Nota. Bien que les acides teichoiques, constituants des parois bactériennes,
ne soient pas, 3 proprement parler, des glycoprotéides, nous préciserons
qu'il s'agit de chalnes polyphosphoribityl ou polyphosphoglycéryl sur les-
quelles se greffent par des liaiscons O-glycosidiques des oses ou des osides

et par des liaisons "esters" des restes d'alamine.
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I1I - LJAISONS DE TYPE AMIDE

Dans les muropeptides de la muréine, constituant de la paroi de
nombreuses bactéries, le glycamne est uni a la chaine peptidique par une
liaison amide qui met en jeu le groupement carboxylique de l'acide murami-

que et la fonction amine de l'alanine (Fig. 5 ; p. 14) (+).

1 - Aerobacter aerogenes (JUSIE) (68).

o
2 - Aerobacter cloacae (SCHOCHER, JUSIC et WATSON (69) ; SCHOCHER, BAYLEY
et WATSON (70)).

3 - Bacillus megatherium (BRICAS, GHUYSEN et DEZELEE) (71).

4 ~ Diplococcus pneumoniae (LIU et GOTSCHLICH) (72).

5 - Escherichia coli (PRIMOSIGH, PELZER, MAASS et WEIDEL (73) ; PELZER (74)).

6 - Micrococcus lysodeikticus (GHUYSEN (75) ; BRUMFITT, WARDLAW et PARK (76) ;
PERKINS et ROGERS (77) ; GHUYSEN (78) ; SALTON et GHUYSEN (79) ;
LEUTGEB et WEIDEL (80) ; CZERKAUVSKI, PERKINS et ROGERS (81) ;
MIRELMAN et SHARON (82)).

7 - Salmonella galbinarum (WEIDEL, FRANK et LEUTGEB) (83).

8 - Staphylococcus aureus (souche Copenhague) (GHUYSEN, TIPPER, BIRGE et
STROMINGER (84) ; GHUYSEN et TIPPER (85) ; PARK et STROMINGER (86) ;
TIPPER, STROMINGER et ENSIGN (87).

9 -~ Streptococcus Groupe 14, type A (HEYMANN, MANNIELLO et BARKULIS) (88).

10 - Streptomyces albus G (PETIT, MUNOZ et GHUYSEN) (89).

11 - Streptomyces faecalis (Souche ATCC 9790) (GHUYSEN, BRICAS, LEYH-BOUILLE,
LACHE et SHOCKMAN) (90).

(+) Voir les revues générales de WEIDEL et PELZER (66) et de SALTON (67).
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Mode de liaison du glycanne et de la fraction peptidique dans un

muropeptide isolé de la paroi d'Escherichia coli (in WEIDEL et PELZER)

(91).
CH20H
0 NH Cco CH2 fH coon

} OH N,

|
oH

NH———-COCH3
Figure 6

Formule du 2 acétamido-1-p (L-aspartamido) ~1,2-desoxy-D-glucopyrannose
ou 1-N-(B-aspartyl)-1,2-didéoxy-2-acétamido-glucosylamine (NEUBERGER
et al. ; YAMASHINA et al.),.
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12 - Streptomyces py ogenes (Groupe A) (HEYMANN, ZELEZNICK et MANNIELLO
(92) ; MUNOZ, GHUYSEN, LEYH-BOUILLE, PETIT, HEYMANN, BRICAS et
LEFRANCIER (93) ; MUNOZ, GHUYSEN et HEYMANN (94).

IV - LIAISONS GLYCOSYLAMINIQUES

A la suite des travaux de YAMASHINA et al. et de NEUBERGER et al.,
on sait que, dans de nombreux glycoprotéides d'origine animale, le groupe-
ment glycannique et la fraction protidique sont unis par une liaison glyco-
sylaminique formée par la conjugaison du groupement réducteur de la N-acétyl-
glucosamine et de la fonction amide de l'asparagine. Le chainon qui unit le
glycanne et la protéine a été identifié par les auteurs précédents au
2-acétamido-1-p (L-aspartamido) - 1,2-désoxy-D-glucose ou 1-N-(B-aspartyl)-
-1,2-didéoxy-2~acétamido-glucosylamine (Fig. 6 ; p. 14).

Ce type de liaison a été caractérisé, sans ambiguité, dans les

glycoprotéides suivants :

1 - Ovalbumine (YAMASHINA et MAKINO (95) ; YAMASHINA et IZUMI (96) ; MARKS,
MARSHALL et NEUBERGER (97) ; FLETCHER, MARSHALL et NEUBERGER (98) ;
YAMASHINA, BANA et MAKINO (99) ; MARSHALL et NEUBERGER (100) ;
TSURAMOTO . ., YAMAMOTO et MIYASHITA (101) ; BOGDANOV, KAVERZNEVA et
ANDREJEVA (102) ; MONTGOMERY, LEE et WU (103) ; MONTGOMERY, WU et
LEE (104) ; YAMASHINA, MAKINO, BAN-I et KOJIMA (105)),

2 - Orosomucoide du sérum humain (YAMASHINA, MAKINO, BAN-I et KOJIMA (106)
HUGUES et JEANLOZ (107) ; FOURNET (108)) et du sérum de Cobaye
(CUNNINGHAM et SIMKIN) (109).

3 - Ovomucoide (TANAKA (110) ; MONTREUIL, BISERTE et CHOSSON (111) ; MON-
TREUIL, SPIK, CHOSSON, SEGARD et SCHEPPLER (112) ; MONTREUIL, CAS-
TIGLIONI, ADAM-CHOSSON, CANER et QUEVAL (113) ; ADAM-CHOSSON et
MONTREUIL (114)).

4 - Transferrine (SPIK, MONSIGNY et MONTREUIL (115) ; SPIK et MONTREUIL
(116)).
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5 -~ Lactotransferrine (SPIK, MONSIGNY et MONTREUIL (117) ; SPIK et MONTREUIL
(118).

6 - Globulines YG du sérum humain (ROTHFUS et SMITH (119) ; DUQUESNE, MONSI-
GNY et MONTREUIL (120) ; du sérum bovin (DUQUESNE, MONSIGNY et MQN-
TREUIL) (121) ; et du colostrum de Vache (CHERON, MONSIGNY, ANTONY
et MONTREUIL) (122) (voir p. 167).

7 - Fibrinogéne (MESTER, MOCZAR, VASS et SZABADOS (123) ; HASCHE-MEYER,
CYNKIN, HAN et TRINDLE (124)).

En outre, l'existence de ce type de liaison est posé en hypothése
dans les glycoprotéines suivantes : haptoglobine (CHEFTEL, CLOAREC, MORETTI
et JAYLE) (125), Taka-amylase A (ANAI, IKENAKA et MATSUSHIMA) (126) ;
globulines yA du sérum de myélomateux (DAWSON et CLAMP) (127) et du lait de
Femme (DESCAMPS, MONSIGNY et MONTREUIL) (128) (voir p. 183) ; céruléoplasmine
(JAMIESON) (129) ; thyroglobuline (CHEFTEL, BOUCHILLOUX et LISSITZKY (130) ;
SPIRO (131) ; MURTHY, RAGHUPATHY et CHAIKOFF (132)) ; albumine de 1'Orge
(HOCHSTRASSER) (133) ; hémagglutinine du Haricot (LIS, SHARON et KATCHALSKI)
(134).
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PROCEDES D'!'EXPLORATION DE LA STRUCTURE
DU POINT D'ATTACHE GLYCANNE-PROTIDE

L'étude du point d'attache glycanne-protide dans un glycoprotide
pose deux problemes : l'un concerne la nature de la liaison et l'autre, 1'iden-
tification de l'ose et de l'acide aminé impliqués dans cette liaison. Ces
deux problémes peuvent 8tre abordés de quatre fagons différentes. Si, en

effet, nous schématisons un glycoprotide de la mani2re suivante (Fig. 7) :

(2)

AN P
P TN

Glycanne Protide

(3) {4)

%4
—
N

(L

Figure 7

on voit que la dégradation de la molécule peut &tre envisagée selon quatre

types différents.

Dégradation du type 1. Les procédés enzymatiques et chimiques

de dégradation de ce type permettent de dissocier la fraction
glucidique de la fraction peptidique. L'apparition de fonctions
nouvelles peut alors fournir des renseignements sur les modali-

tés de la liaison glucide-protéine.
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Dégradation du type 2. Dans ce type de dégradation, essentiel-

lement réalisé par des agents chimiques d'hydrolyse, comme les
acides dilués ou les résines polystyrénes-sulfonées, on atta-
que, a la fois, le groupement osidique et la fraction proti-

dique des glycoprotides dans l'espoir de parvenir au fragment

ultime constitué par l'association d'un ose et d'un acide aminé.

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

utilisent a la fois les agents chimiques et les enzymes. Ils
doivent logiquement conduire a des produits de dégradation

form@s par l'association d'un ose avec le protide intact.

Dégradation du type 4. La dégradation enzymatique de la frac-

tion protéique représente la méthode de choix pour déterminer
1'acide aminé impliqué dans la liaison glucide protéine, car
1l'enzyme sera incapdble de scinder la liaison non peptidique
ose-acide aminé et l'on obtient de cette manidre, le groupe-~
ment osidique intact auquel demeure attaché l'amino-acide qui
1'unit a la chatne peptidique.lnns demx cas particuliers seule-
ment, une hydrolyse alcaline permet d'obtenir un glyco-amino-

~acide,

S 1° - PROCEDES DE DEGRADATIQN DU TYPE 1
g I Y I S e IS,

Les procédés de dégradation du type 1 permettent de dissocier le
point d'attache glucide-protide en faisant apparaitre les fonctions de l'ose,
d'une part, et de 1l'amino-acide, d'autre part, engagées dans la liaison. On
peut, de cette manidre, identifier 1l'ose et 1l'amino-acide conjugués et préciser
la nature de la liaison. Appliqués aux glycoprotéines natives, les procédés
de dégradation du type 1 sont essentiellement chimiques, puisque les enzymes
sont, en général, incapables d'hydrolyser la liaison glucide-protéine. Au
contraire, 1'hydrolyse enzymatique sera parfaitement applicable aux glyco-
protides constitués par l'association d'un ose et d'un protide ou d'un gly-

canne et d'un amino-acide,
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I - RUPTURE ENZYMATIQUE DES LIAISONS GLUCIDE-PROTIDE

Le procédé n'est applicable qu'aux produits de la dégradation
profonde d'une glycoprotéine dija effectuée soit par voie chimique, soit par
voie enzymatique (procédés du type 2, 3 et (ou) 4).

Nous avons illustré par des schémas quelques résultats qui ont
été obtenus a propos de la muréine (Fig. 8 ; p. 20), des mucines sous-maxil-
laires (Fig. 9 ; p. 21) et de la N-(B-aspartyl)-N-acétylglucosaminylamine (+)
(Fig. 10 ; p. 22).

IT - RUPTURE CHIMIQUE DES LIAISONS GLUCIDE-PROTIDE

L'hydrolyse chimique de la liaison glucide-protide permet de

mettre en évidence les liaisons esters et les liaisons O-glvcosidiques des

B~hydroxy-amino-acides,
Les liaisons esters sont spécifiquement coupées par le borohy-
drure de lithium. Les deux types de liaisons sont rompues par les solutions

alcalines.

A - Réduction des liaisons esters

par le borohydrure de lithium.

On sait, depuis les travaux de NYSTROM, CHAIKEN et BROWN (136) et
de CHIBNALL et REES (137) que le borohydrure de lithium réduit les fonctions
esters en respectant les fonctions amides et peptidiques. Cette réaction a
trouvé une premiédre application dans la détermination des groupements

C-terminaux des protéines (CHIBNALL et REES) (138).

(+) KAVERZNEVA (135) est parvenue 2 rompre la liaison de l'agpartyl-glycanne

de 1'ovalbumine dans lequel le groupement glucidique est resté intact.
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Mucine

PRONASE
Sialo-N~acétylgalactosaminido-peptides

NEURAMINIDASE

\'4 '
N-aecétylgalactosaminido-peptides + Acide N~acétylneuraminique

PEPTIDASES
J
0-séryl (ou O-thréonyl)-N-acétylgalactosaminides + acides aminés

f$-N-ACETYL GALACTOSAMINIDASE

v
Sérine (ou thréonine) + N-acétylgalactosamine

Figure 9

Misc en évidence de liaisons O-séryl et O~thréonyle.Neacétyl-p-galaetosa-
minides dans la mueine sous-maxillaire ovine (BHAVANANDAN, BUDDECKE, CARU-
BELLI et GOTTSCHALK (140) ; BEST, BHAVANANDAN et GOTTSCHALK (141) ;
GOTTSCHALK (142)),
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L'emploi du borohydrure de lithium dans la détermination du
point d'attache glucide-protéine a été introduit par GOTTSCHALK (148) et par
GOTTSCHALK et MURPHY (149) pour démontrer 1'existence de liaisons "esters
glycosidiques" de 1'acide aspartique et de l'acide glutamique dans les muci-
nes sous-maxillaires ovine et bovine (voir Fig., 1 ; p. 9). Selon GOTTSCHALK
le borohydrure de lithium réduit spé&cifiquement en fonction alcoolique le
groupement carboxylique de l'acide aminé qui est engagé dans la liaison
ester et qui peut 2tre, de cette manidre, aisément identifié. Lorsque
llacide aminé "estérifie" la fonction réductrice de l'ose impliqué dans la
liaison glucide-protéine, le borohydrure respecte la fonction semi-acétali-
que. Les réactions de clivage des liaisons esters par le borohydrure se

schématisent donc, selon GOTTSCHALK, de la maniére suivante :

- cas d'un ester "vrai"

l |

H— C—0— Co— R —{illllll—>H — C — OH + HOH,C — R
| I

- cas d'un ester “glycosidique"

=3

—0 H H
\c< \c< + HOH,C — R
-‘/ 0—C0— R —. S “*/ OH

Dans les deux cas, l'acide aspartique est réduit en homosérine et,

1'acide glutamique,en acide a-amino—&;hydroxy-n-valérique (Fig. 11 ; p. 24).

Le mécanisme de la réaction est précisé dans la figure 12 (p. 25).

L'application de ce mode opératoire a permis a3 GOTTSCHAIK et al.
de démontrer l'existence de liaisons esters des acides aspartique et gluta-
mique et de la N-acétylgalactosamine dans les mucines sous-maxillaires du
Mouton et du Boeuf et, 3 JOLLES et al., de caractériser des liaisons esters

de la phénylalanine dans la caséine kappa bovine,
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ANAN ANAN
GalNAc GalNAce
0 0
Co CO
Aspartique l ‘ Glutamique
THZ ((}:HZ)2
----- w-—CH~—C0~+~—~~---HN — CH — CO -~ —~ —
BH4 Li
ANAN ANAN
A ¥
GalNAc GalNAc
THZOH THZOH
CH (CH,)
2 272
Homosérine ‘ 1 Ac —a-amino—J;hydroxy-n—valérique
-~ -~ HN CH— C0~~~~-NH— CH— CO-— — -~
Figure 11

Action du borohydrure de lithium sur les mucines sous-maxillaires du
Mouton et du Boeuf. Mise en évidence de liaison "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 liaisons esters

par les solutions alcalines.

La rupture des liaisons esters peut &tre réalisée 1°) par hydro-

lyse alcaline, 2°) par hydroxylaminolyse,

1° - Hydrolyse alcaline

L'hydrolyse des liaisons glucide-protide de type ester est effecs

tuée, grice a leur grande labilité, dans des conditions relativement douces :

- NaOH 0,1 N ou 0,2 N, a 100°C, pendant 5 mn
0,01 N, a 80°C, pendant 4 h
0,05 N, a 100°C, pendant 0,5 h

Ba(OH)2 0,01 N ou a pH 11,5 a 80°C pendant 15 mn

- Li OH 0,18 N a 100°C pendant 40 mn

COMNa, 0,04 N 2 100°C pendant 20 mn,

La réaction est du premier ordre. Selon GOTTSCHALK, ses constan-
tes seraient les suivantes, dans le cas des mucines sous-maxillaires :

avec NaOH 0,1 N a 100°C k = 2,37 x 107! w7t
-1

avec NaOH 0,2 N a 100°C k = 4,9 x 107! g

L'hydrolyse alcaline des liaisons esters des glycoprotides s'ac-
compagne de la destruction de l'ose terminal réducteur. C'est pourquoi, elle
doit 8tre réalisée en milieu réducteur (BH4Na). On peut ainsi déterminer 1la
nature de 1l'ose engagé dans la liaison puisqu'il est, au fur et 2 mesure de
1'hydrolyse, transformé en un polyol dont l'identification est aisée.

L'application de ce procédé a permis de mettre en &vidence des
liaisons esters de l'acide aspartique et de l'acide glutamique dans les
muc ines sous-maxillaires (GOTTSCHALK (154) ; GOTTSCHALK et MURPHY (155) ;
GOTTSCHALK, MURPHY et GRAHAM (156) ; GRAHAM, MURPHY et GOTTSCHALK (157)),
de la cystine dans 1'ovomucotde (MONTREUIL, BISERTE et GHOSSON) (158),
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de polyribitol-phosphates (ou de polyglycérol-phosphates) et d'acides
aminés dans les acides teicholques, En outre, selon GIBBONS et ROBERTS (159),
des liaisons esters existeraient dans le mucus cervical de la Vache, mais les

auteurs n'ont pas précisé la nature de ces dernidres,

Spécificité de la réaction. Nous verrons plus loin (p. 29) que les solu-

tions alcalines sont capables, dans certaines conditions, de rompre des
liaisons O-glycosidiques des P-hydroxy-amino-acides. Toutefois, la vitesse
de la réaction de lyse de ces dernieéres est environ 200 fois inférieure a
celle des liaisons esters (GRAHAM, MURPHY et GOTTSCHALK) (160) :

avec Na OH 0,1 N a 100°C k = 1,89 x 1073 w7t

La détermination des constantes des réactions de lyse alcaline
des glycoprotides est donc nécessaire, Elle apporte, en effet, des rensei-
gnements précieux sur la nature des liaisons alcali-labiles présentes dans

les composés et met a l'abri de toute cause d'erreur d'interprétation.
P

2° - Hydroxylaminolyse (+)

Le principe de la méthode est fondé sur la propriété que possd-
dent les dérivés des acides organiques (esters et anhydrides) de réagir
avec l'hydroxylamine en donnant des acides hydroxamiques que l'on dose sous
la forme de complexes ferriques. Le mécanisme des réactions est précisé dans

les schémas suivants :

R—CO—O0—R' + NHZOH—————-———-% R—CO—NHOH + R'OH

R— CO- 0- CO—R' + NHZOH-—--——> R— CO—NHOH + R'—COOH

puis

++ . / =
R-—CO— NHOH + Fe ———> Hydroxamate ferrique ( max 500 a 540 mp
Acide hydroxamique suivant la méthode utilisée).

(+) On trouvera une excellente revue générale de la question dans la thése
de S. HARBON (161).
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Le protocole expérimental peut se résumer de la maniére suivante :

1 - Les glycoprotides sont traités par une solution d'hydroxyl-
amine 3 des températures variant de 20 2 100°C pendant des temps allant de
5m a 35 h :

- Hydroxylamine 1,6 M ; pH 12,8 ; & 20 - 50 ou 80°C ; pendant
quelques minutes 2 plusieurs heures (HARBON (162) ; HARBON, HERMAN-
BOUSSIER et CLAUSER (163) ; HERMAN-BOUSSIER, HARBON et CLAUSER
(164)).

- Hydroxylamine 4 M ; pH 12,2 ; 2 37°C (GOTTSCHALK et MURPHY (165) ;
GRAHAM et GOTTSCHALK (166) ; GOTTSCHALK, MURPHY et GRAHAM (167)).

- Hydroxylamine 1 M ; pH 12 ; & 37°C ; pendant 7 h (ADAMS) (168).
- Hydroxylamine pH 8 ; 20°C (BLIX) (169).

-~ Hydroxylamine 2 M ; pH 11 -~ 11,2 ; pendant 5,5 a 35 h
(KAVERZNEVA et LAPUK) (170).

La réaction est arr@tée par 1l'addition d'acide chlorhydrique.

2 - Les hydroxamates formés sont dosés sous la forme de complexes
ferriques par les procédés de HESTRIN (171) ou de SCHWEET (172). Ils peuvent
2tre identifiés, aprés purification sur échangeurs d'ions, par chromatogra-

phie sur papier (HARBON) (173).

Spécificité de la réaction. L'action de l'hydroxylamine ne semble pas se

porter spécifiquement sur les liaisons esters. BERGMAN (174), GALLOP ct_al.(175)
dénontré quec cortaines. liaisons anides ‘et peptidiques Staient coupdes et que
la ré&action s'aceompagnait de la formation d'hydroxamates.

En outre, l'hydroxylamine coupe certaines liaisons O-glycosidi-
ques, comme celles de la sérine et de la thréonine, par un mécanisme de
"g-dlimination"” identique 2 celui que nous invoquerons plus loin pour ex-
pliquer l'action des solutions alcalines sur ces liaisomns (voir p.29 ).

Selon HARBON, HERMAN-BOUSSIER et CLAUSER (176), la coupure de ces liaisons

serait réalisée plus par la soude présente dans le milieu réactionnel que
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par l'hydroxylamine, Cependant, pour GgAHAM, MURPHY et GOTTSCHALK (177), ce
phénomene s'expliquerait par une "activation" de 1l'hydroxylamine par la

soude qui déplacerait vers la droite 1'dquilibre de dissociation :

- +
L.
NH,OH S=——=——3 NH,0° + H
- -3 -1 ' .
=2,3, 10 " mn avec 1l'hydroxylamine a pH 12,2.
= 0,6. 10“3 mn'-1 avec la soude a pH 12,2,

Toutefois, quel que soit le mécanisme de l'action de l'hydroxylamine en
milieu alcalin, laréaction dhydroxylaminolyse des liaisons esters est plu-
sieurs centaines de fois plus rapide que celle des liaisons O-glycosidiques
et 1'on évitera, 12 encore, toute erreur d'interprétation en effectuant
1'hydroxylaminolyse & pH et & force ionique constants de maniére 23 détermi-
ner les constantes de vitegse: deg réactions (HARBON, HERMAN-BOUSSIER et
CLAUSER) (178).

C ~ Rupture des liaisons O-glycosidiques

par les sclutions alcalines

Depuis les travaux de MEYER et de RODEN sur les acides chondroi-
tine-sulfuriques, d'une part (voir p. 11), de GOTTSCHALK et coll, et de
PIGMAN et coll, sur les mucines sous-maxillaires ovine et bovine, d'autre
part. (voir p. 8), on sait qu'il existe, dans ces glycoprotéines, des liai-
sons O-séryl et O-thréonyl-glycosidiques qui sont trés labiles en milieu
alcalin et dont l'hydrolyse s'accompagne d'une modification structurale du
B-hydroxy-amino-acide engagé dans la liaison par un mécanisme dit de
"3-&limination".

Les conditions d'action des solutions alcalines varient suivant

les auteurs :

~ NaOH 0,5 N, a 2°C, pendant 7 a 20 h (ANDERSON, HOFFMAN et MEYER)
(179, 180) ;(ANDERSON, SENO, SAMPSON, RILEY, HOFFMAN et MEYER) (181) ;

- NaOH 0,5 N, a 0°C, pendant 68 h (BHAVANADAN, BUDDECKE, CARUBEL-
LI et GOTTSCHALK)(182) ; (CARUBELLI, BHAVANANDAN et GOTTSCHALK) (183) ;
(BEST, BHAVANANDAN et GOTTSCHALK) (184) ;
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- KOH 0,45N 220°C, pendant 20 h (ANDERSON, SENO, SAMPSON, RILEY,
HOFFMAN et MEYER) (185) ;

- solutions alecalines de pH 12,8, et de force ionique 1,6 a 70°C,
pendant 45 mn (HARBON, HERMAN, ROSSIGNOL, JQLLES et CLAUSER) (186).

Le meilleur procédé consiste 3 effectuer des hydrolyses cinéti-
ques qui sont prolongées jusqu'a ce que le taux de destruction des B-hydroxy-
-amino-acides reste constant ; NaOH 0,1 N, a 5°C, pendant des temps variant
de 1 2 10 jours (TANAKA, BERTOLINI et PIGMAN) (187) ou NaOH 0,1 N, a 20°C,
pendant des temps variant généralement de 1 a 6 jours (Procédé appliqué au

laboratoire).

1° - RESULTAT DE LA "B-ELIMINATION"

Comme le mécanisme intime de la "@-élimination" n'était pas connu
au moment oll nous avons entrepris nos travaux et que, d'autre part, nous
1'avons nous-méme &lucidé, nous le décrirons en détail dans la partie de
notre mémoire réservée 3 nos travamx personnels (voir p.l04). Nous nous
bornerons donc a préciser, pour 1l'instant, que la soude provoque la rupture
des liaisons O-glycosidiques des P-hydroxy-amino~acides. Les glycannes sont
1ibérés et les P-hydroxy-amino-acides sont transformés en "déhydro-amino-
acides" par 1'élimination "interne" d'une molécule d'eau dont la formation
fait intervenir leur fonction"B-hydroxyle".

Dans le cas des O-glycosides de la sérine et de la thréonine con-
juguées dans des chaines peptidiques, on voit que l'action des alcalis déta-

che la fraction glucidique et transforme la sérine en acide 2-amino~2-propé-

noique ( ou "déhydro-alanine" ou acide a-amino-acrylique) et la thréonine en

acide 2-amino-2-buténoique (Fig. 13 ; p. 31) qui restent conjugués au sein

de la chaine peptidique.

L'étude de 1'action des alealis sur les glyecoprotéines pose donc
deux problémes : 1) celui de l'isolement et de l'étude de la structure du
glycanne 1ibéré qui permettra d'identifier l'ose engagé dans la liaison
O0-glycosidique ; 2) celui de 1'identification et du dosage des "déhydro-

-amino-acides".
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2° . ETUDE DES GLYCANNES DETACHES PAR LA "3-ELIMINATION"

L'isolement des glycannes libérés par l'action des alcalis est
un probléme particulier a chaque glycoprotide et nous nous limiterons a
exposer le principe des techniques qui ont été appliquées 3 une glycopro-
téine. (la mucine sous-maxillaire) et a des glycopeptides de la lactotrans-
ferrine.

Dans le cas de l'action des solutions alcalines sur des glyco-
protéines natives, la disproportion entre les masses moléculaires des gly-
cannes libérés et de la protéine est telle que le probléme de l'isolement
des fractions glucidiques peut &tre facilement résolu par la dialyse ou par
la chromatographie sur gels de Sephadex. En appliquant ces procédés, GOIT-
SCHALK, MURPHY et GRAHAM (188) sont parvenus a isoler les unités diholosi-
diques détachées par la soude de la mucine sous-maxillaire ovine,

Dans le cas des glycopeptides, la question se complique du fait
que les glycannes libérés par les alcalis possédent des masses moléculaires
voisines de celles des glycopeptides restés intacts. Cette particularité
exelut l'emploi de la dialyse et de la chromatographie de filtration sur gel.
On peut alors tirer parti des différences de charges portées par les gly-
cannes et par les glycopeptides et appliquer des procédés électrophorétiques.
SPIK, MONSIGNY et MONTREUIL (18%) ont pu, de cette maniére, séparer le gly-
canne "neutre", détaché par l'action de la soude sur les glycopeptides de la
laetotransferrine, des glycopeptides stables de caractére eationique, 3 pH
acide (voir p.182.

L'application, aux glycannes ainsi isoclés, des procédés classi-
ques de détermination des oses en position réductrice terminale, ~-1'identi-
fication du polyol provenant de la réduction de ce dernier, en particulier-,
permet d'identifier les oses impliqués dans des liaisons O-glycosidiques

avee la protéine.

En général, l'action des solutions alcalines est effectuée en
milieu réducteur de manidre 3 ce que la rupture de la liaison glycanne-

protide s'accompagne de la réduction de la fonction semi-acétalique de l'ose
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conjugué. Ce dernier est donc, a la fois, "stabilisé" vis-a-vis de l'alecali
et désigné, par la modification qu'il a subie, comme le glucide engagé dans
la liaison avec la protéine.

Les conditions dans lesquelles est cecffectude la rupture réduc-
tive des 0O-glycosyl-protides varient avec les auteurs. Elles sont celles
qui ont été précisées a la page 29, 2 la différence prés que du borohydrure
de sodium ou de potassium est ajouté 2 la solution alcaline & une concentra-
tion environ 0,3 M, Par exemple, TANAKA, BERTOLINI et PIGMAN (190) réalisent
la rupture réductive de la mucine sous-maxillaire bovine avec une solution
0,1 N en soude et 0,3 M en borohydrure de sodium, & 5°C, pendant des temps
échelonnés de 24 3 216 h (voir la figure 14 ; p. 34).

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

L'instabilité des acides 2-amino-2-propéncique et 2-amino-2-bu-
ténocique ne permet pas de les caractériser dans les hydrolysats chlorhydri-
ques des glycoprotides préalablement traités par la soude., En effet, dans
les conditions d'hydrolyse des protides conjugués (HC1l 5,6 N, a 105°C, pen-
dant 24 a 72 h), ils sont désaminés oxydativement et se transforment en
acides a~acétoniques (BERGMANN et GRAFE (191) ; CLARKE et INOUYE (192) ;
RILEY, TURNBULL et WILSON (193) ; PATCHORNIK et SOKOLOVSKY (194, 195)) :
acide pyruvique (CH3-CO—COOH), dans le cas de la "déhydro-alanine", acide

a-céto-butyrique (CH3-CH -CO-COOH), dans le cas de l'acide-2-amino-2-buté-

2
no'ique. Les déhydro-amino-acides présents dans les chalnes peptidiques

seront donc identifids par des procédés "indirects".

a - Mesures dans l'ultra-violet

La formation de déhydro-amino-acides au sein de la molécule pro-
téique s'accompagne d'une augmentation de 1l'absorbance des solutions réac-
tionnelles 2 240 - 241 mp (MECHAM et OLCOTT) (196) due aux déhydro-amino-
acides qui possédent une absorbance élevée et spécifique a cette longueur
d'onde (coefficient d'extinection molaire : 5,300) (CARUBELLI, BHAVANANDAN
et GOTTSCHALK) (197). On peut donc aisément suivre le développement de la

réaction d'hydrolyse. Toutefois, notre expérience personnelle nous permet
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Figure 14

Modification de la teneur (en uM p.1CO mg) en sérine et en thréonine,
d'une part, en alanine et en acide a-aminocbutyrique, d'autre part, de
la mucine sous-maxillaire bovine traitée par la soude 0,1 N en présence

de borohydrure de sodium 0,3 M (d'aprés TANAKA, BERTOLINI et PIGMAN)
(198).
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d'émettre de sérieuses réserves sur la valeur de ce procédé dont 1l'applica-
tion doit se limiter, d'une part, a 1'étude de glycopeptides et non 2 celle
de glycoprotéines qui, en milieu basique, interférent dans une large mesure
dans l'absorption de l'ultra-violet et, d'autre part, a l'observation de

1'évolution de la réaction, en excluant toute prétention de dosage.

b ~ Hydrolyse directe des "déhydro-protides”

Aprés l'action des solutiéns alcalines, les produits de la réac-
tion sont purifiés sur des échangeurs d'ions ou fractionnés de manigre 2
isoler, d'une part, les fractions glycanniques libérées et, d'autre part,
la fraction protidique. Celle-ci est hydrolysée dans les conditions classi-
ques (HC1l 5,6 N ; a 100-105°C ; pendant 24 a 72 h) et les acides aminés sont
dosés généralement par chromatographie automatique sur colonne, a 1l'aide
d' "Auto-Analyseurs'". On compare ensuite la composition en amino-acides des
protides natifs et des protides modifiés et la diminution du taux des hydro-
xy-amino~acides apporte un sérieux argument 3 l'existence de liaisons O-gly~-
cosidiques engageant ces derniers. La figure 14 (p. 34) est & cet égard trés
démonstrative : elle montre, en fonction du temps d'action de la soude sur
la mucine sous-maxillaire bovine, la démingtion de la sérine et de la thréonine,

Toutefois, la plus grande prudence devra 2tre observée dans 1l'in-
terprétation des résultats. En effet, les rares travaux qui ont été effectués
jusqu'a présent sur la spécificité de l'action des solutions alcalines sur
les hydroxy-amino-acides conjugués montrent que ceux-ci subissent une des-
truction partielle, méme quand leur groupement hydroxylé n'est pas substi-
tué, BHAVANANDAN, BUDDECKE, CARUBELLI et GOTTSCHALK (199) ont montré que
1l'action de la soude 1 N, a 0°C, pendant 68 h, sur la séryl-glycyl-glycina-
mide et sur la séryl-leucyl-leucine s'accompagnait de la perte de 10 p.100
de sérine. HARBON, HERMAN, ROSSIGNOL, JOLLES et CLAUSER (200) sont parvenus
a2 la m@me conclusion a propos du lysozyme dont 15 p.100 de la sérine et de
la thréonine sont détruits a pH 12,8 (forece ionique 1,6 ; a 70°C ; pendant
45 mn). ’
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Identification des acides a-cétoniques formés au cours de 1l'hydrolyse

L'identification des acides a-cétoniques formés au cours de
l'hydrolyse de déhydro-protides apporte une confirmation 2 la présence de
déhydro-amino~acides.

ADAMS (201, 202) HARBON (203) et HARBON, HERMAN et CLAUSER (204)
ont adapté aux 'déhydro-protides" (+) le procédé de PATCHORNIK et SOKOLOVSKY
(205, 206) appliqué par ces auteurs 2 des composés de synthase, Ils réali-
sent l'hydrolyse des déhydro-protides par l'acide chlorhydrique 2,5 2 4 N,
en présence d'o-phényléne-diamine, 2 110°C, pendant 18 h environ et iden-
tifient par chromatographie sur papier ou sur couche mince les quinoxa-
linols (Fig. 15 ; p. 37) extraits par le chloroforme ou par l'acétate
d'éthyle.

ADAMS (207) a décrit un deuxiéme procédé dans lequel 1'hydrolyse
est effectuée par l'acide sulfurique 3 N en présence de 2,4~dinitrophényl-
hydrazine. Les acides a-cétoniques sont identifiés par chromatographie sur

papier sous la forme de 2,4-dinitrophénylhydrazones.

Nos recherches personnelles sur la question ont montré que le
procédé n'était applicable que dans la mesure ol les glucides sont en
faible proportion dans les milieux réactionnels car ils interférent dans
la réaction avec 1l'o-phényléne-diamine ou la 2,4~-dinitrophénylhydrazine.
Quand la concentration en glucides est élevée, il est indispendable de les
séparer des déhydro-protides avant d'effectuer 1l'hydrolyse de ces derniers
en présence d'o-phényléne-diamine ou de 2,4-dinitrophénylhydrazine (voir 1le

chapitre des travaux personnels ; p.187).

¢ -~ Hydrolyse des "déhydro-protides'" préalablement modifiés

La stabilisation des déhydro-amino-acides peut &tre réalisée,

avant d'effectuer l1'hydrolyse chlorhydrique, par réduction ou par addition

(+) Nous appelons '"déhydro-protides" la fraction protidique d'une glyco-

protéine qui a &té dissocide par "B-é8limination" en milieu alcalin.
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Formation de quinoxalinols par action de 1l'o~phényléne-diamine sur des

acides a-cétoniques produits par 1l'hydrolyse acide des "déhydro-grotides".
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d'acide sulfureux ou de thioacétate de sodium., Le premier procédé est appli-
cable a tous les déhydro-amino-acides conjugués ; le second est limité 2 la
déhydro-alanine. Les schémas des réactions sont précisés dans la figure 16

(p. 39).

o - Réduction des "déhydro-protides' conjugués

Les acides 2-amino-2-propénoique et 2-amino-2-buténoique conju-
gués dans des chaines peptidiques peuvent 8tre réduits, respectivement, en
alanine et en acide a-amino-butyrique, avant 1l'hydrolyse chlorhydrique des

protides. Différents procédés de réduction ont &été proposés :

1) réduction par le borohydrure de sodium ou de potassium ajouté

aux solutions alcalines (voir p.33).

2) réduction par le borohydrure effectuée dans les conditions
décrites a la p. 33, suivie d'une seconde réduction de la solution réac-
tionnelle par un mélange de borohydrure de sodium et de chlorure de palla-
dium, effectuée 3 27-28"C pendant 1 heure (TANAKA et PIGMAN) (208).

3) hydrogénation catalytique en présence de platine adsorbé sur
charbon de la fraction adialysable des glycoprotides préalablement traitég
par la soude diluée (ANDERSON, SENO, SAMPSON, RILEY, HOFFMAN et MEYER) (209).

4) hydrogénation, en présence du catalyseur d'ADAMS (210) 2
1'oxyde de platine, réalisée au cours de l'action méme des solutions alca-

lines (ANDERSON, SENO, SAMPSON, RILEY, HOFFMAN et MEYER) (211).

Dans tous les cas, la réduction est incompléte et porte, en outre,
essentiellement sur la "déhydro-~alanine" (voir Fig. 14 ; p. 34) vraisembla-
blement 2 cause de la protection de la double liaison par le radical méthyle
de l'acide 2-amino-2-buténoique. Nous avons obtenu les meilleurs résultats
avec le procédé de réduction de TANAKA et PIGMAN (212) (réduction de 80
p. 100 de la "déhydro-alanine" et de 30 a 40 p.100 de l'acide 2-amino-2-

~buténoique (+)). Clest pourquoi nous nous sommes attaché 2 mettre au point

(+) 80 2 85 p.100 d'aprés TANAKA et PIGMAN (213),
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un procédé de réduction plus efficace. Nous y sommes parvenu en utilisant

le sodium et 1l'ammoniac (voir IE*CHIPTrrE=tes-trrrsrcpursomedes ; p.211).

B - Addition d'acide sulfureux sur la déhydro-alanine conjuguée

HARBON, HERMAN, ROSSIGNOL, JOLLES et CLAUSER (214) effectuent
1'hydrolyse alcaline des liaisons O-glycosidiques a pH 9 pendant 24 h en
présence de sulfite de sodium 0,1 M, Ce substituant nucléophile se fixe sur
la double liaison de la déhydro-alanine conjuguée. Celle-ci est transformée
en acide cystéique (Fig. 16 ; p. 39) qui est ensuite aisément identifié et
dosé dans les hydrolysats chlorhydriques. L'acide 2-amino-2-buténoilque ne
donne pas lieu a la formation d'un dérivé sulfoné, probablement par un em-
péchement stérique dG 3 la présence du radical méthyle au voisinage de la

double liaison.

Y - Addition de thiocacétate de sodium sur la déhydro-alanine conjuguée

L'action des alecalis sur les glycoprotéines en présence de thio-
acétate de sodium s'accompagne d'une réaction d'addition de ce dernier sur
la double liaison de la "déhydro-alanine" conjuguée qui est transformée en
S-acétyl-cystéine (Fig. 16 ; p. 39). Celle-ci est libé&rée par l'hydrolyse
chlorhydrique de la protéine sous la forme de cystéine (ZIOUDROU, WILCHEK
et PATCHORNIK) (215).

2° - PROCEDES DE DEGRADATION DU TYPE 2

Les dégradations de ce type sont réalisées uniquement par des
agents chimiques d'hydrolyse qui attaquent, a la fois, le groupement gly-
cannique et 1la fréction peptidique, On obtient, de cette manigre des oses
et des osides mélés a des acides aminés et 2 des peptides. Dans certaines
conditions d'hydrolyse, on réalise une dégradation poussée du glycanne et
du peptide en respectant la liaison glucide-protide et on réussit parfois,
privcipalement dane les cas ol 1l'hydrolyse’s'adresse 2 des glyco-amino-
-~acides, 2 obtenir un composé formé uniquement de l'ose et de l'acide

aminé conjugués,
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La dégradation récurrente simultanée du glycanne et du protide
est effectuée en milieu acide. Elle fournit deux séries de résultats. Les
uns concernent l'exploration de la structure de la fraction glucidique et
nous les exposerons tr&s briévement., Les autres intéressent les modalités

de l'attache glucide-protide.

1° - Exploration de la structure du groupement glycannique des glycoprotides

Le probléme de la structure du glycanne des glycoprotides sort
de nos préoccupations et nous nous limiterons a un trés court exposé des
méthodes employées et des résultats obtenus.

L'hydrolyse acide ménagée des groupements glycanniques est géné-

ralement effectuée par des acides dilués (HC1l 0,1 2 1 N ou 804H2 0,1 a2N),

a 100°C, pendant des temps variant de quelques minutes 2 plusieurs heures.
On obtient de cette maniére, -mélés 2 des produits de la dégradation du
protide que 1'on élimine, avec 1l'agent d'hydrolyse, par un passage sur des
colonnes d'échangeurs d'ions-, des oses et une faible proportion d'osides.
Les acides dilués réalisent donc une dégradation progressive du glycanne en 1li
libérant préférentiellement des oses. L'étude de la cinétique de libération
de ces derniers au cours de l'hydrolyse apporte donc des renseignements
précieux sur les positions relatives des oses dans la molécule glycannique
(MONTREUIL, ADAM-CHOSSON et SPIK) (216).

L'hydrolyse ménagée des groupements glycanniques par les échan-

geurs de cations polystyréne-sulfonés fournit principalement des osides. Ce

type de dégradation représente donc le procédé de choix pour cbtenir des
quantités élevées d'osides dont l'isolement et l'étude de la structure sont
le prélude 2 la reconstitution de la molécule glycannique (MONTREUIL, ADAM-
CHOSSON et SPIK) (217).

L'hydrolyse par les acidesou par les échangeurs de cations a été
largement utilisée par de nombreux auteurs pour explorer la structure du
glycanne de divers glycoprotéides : orosomucoide (EYLAR et JEANLOZ (218) ;
JEANLOZ (219) ; JEANLOZ et EYLAR (220) ; SONNET (221) ; WINZLER (222)) ;
ovomucoide (BRAGG et HOUGH (223) ; CHATTERJEE et MONTGOMERY (224) ; MONTREUIL,
CHOSSON et SCHEPPLER (225) ; MONTREUIL, ADAM-CHOSSON et SPIK (226)) ;
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ovalbumine (LEE et MONTGOMERY (227));; fétuine (SPIRO) (228) ; fibrinogéne
(MESTER, MOCZAR et LAKI) (229) ; haptaglobine (JAYLE) (230) ; glycoprotéine
az—Ba du sérum humain (KAMIYAMA et SCHMID) (231).

2° - Exploration du point d'attache glycanne-protide

L'emploi exclusif ou combiné des acides et des résines polystyréne-
sulfonées a permis d'obtenir des composés formés uniquement d'un ose et d'un
acide aminé dont la connaissance de la structure a permis d'élucider le pro-
bléme des modalités de l'attache glycanne-protéine dans diverses glycopro-
téines.

Dans certains cas, l'hydrolyse a &té effectuée sur les glycopro-
téines natives. Ce procédé est rarement appliqué car l'isolement de faibles
proportions de glyco-amino-acides mélés a des quantités élevées de produits
de dégradation glucidiques et protidiques est singuli2rement délicat, Il a
toutefois permis a MASAMUNE (232) d'isoler un éther de la sérine et de la
N-acétyllactosamine 2 partir d'une substance de groupe sanguin et a BOGDANOV,
KAVERZNEVA ET ANDREJEVA (233) d'obtenir la N-(B-aspartyl)-N-acétylglucosaminyl-
amine (voir Fig. 6 ; p. 14) a partir de 1'ovalbumine.

En général, l1l'hydrolyse acide ménagée est appliquée a des glyco-
protides dont la fraction peptidique est simple. Les meilleures conditions
sont remplies quand un seul acide aminé ou dérivé d'acide aminé est conjugué
a2 la fraction glycannique. Dans ce cas, en effet, la dégradation de cette
dernigre s'effectue dans des conditions d'hydrolyse qui respectent la liaison
ose-acide aminé. Une technique couramment employée au laboratoire consiste a
hydrolyser par l'acide chlorhydrique 1,5 N, a 100°C, pendant 1,5 h, les
glyco-amino~-acides obtenus par dégradations protéinasiques des glycoprotéines

ou les PTH-dérivés de glyco-amino-acides obtenus par le procédé de dégrada-~
tion récurrente d'EDMAN appliqué 2 des glycopeptides (voir ?.143). Dans le
premier cas, on obtient l'ose attaché 3 1'acide aminé et, dans le second cas,
1'ose attaché au PTH-dérivé de 1l'acide aminé. Nous avons largement appliqué
a3 1'étude de la liaison glycanne-protéine de nombreuses glycoprotéines. Les
protocoles expérimentaux que nous avons appliqués et les résultats que nous
avons ebtenus sont décrits dans le chapitre réservé 2 nos travaux personnels
(voir p. 156).
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‘3% - PROCEDES DE DEGRADATION DU TYPE 3

La fraction glycannique peut 2tre dégradée par voie enzymatique

ou par voie chimique.

A - PROCEDES DE DEGRADATION ENZYMATIQUE

Ces procédés mettent en oceuvre des osidases spécifiques. Ils ont
regu, jusqu'a présent, peu d'applications en raison des imperfections des
méthodes d'hydrolyse enzymatique dues, en particulier, au défaut de prépa~-
ration d'enzymes, comme les galactosidases, mannosidases, fucosidases,
N-acétylosaminidases, capables d'hydrolyser en totalité les glycannes.

Dans ce type de dégradation, il convient de ranger la méthode
de BARKER, PARDOE, STACEY et HOPTON (234) fondé sur 1l'hydrolyse récurrente

du glycanne par des enzymes adaptatifs excrétés par Rhodopseudomonas

alustris n*® 3574, au fur et 3 mesure de l'apparition de nouveau types de
P ’ y

liaisons osidiques, On voit ainsi se libérer successivement, 3 partir de
1'orosomucoide par exemple, en fonction de leur position dans la molécule,
1'acide N-acétylneuraminique, le fucose, le galactose, la N-acétylglucosa-
mine. Le procédé ne permet toutefois pas d'acecéder au dernier ose de la
chaine glycannique conjugué au protide.

L'utilisation du lysozyme se place dans cette catégorie d'hydro-
lyse. Appliquée a 1'étude de glycopeptides de parois de bactéries comme
Micrococcus lysodeikticus (GHUYSEN et SALTON (235) ; SALTON et GHUYSEN (236)),

elle a conduit, d'une part, a 1l'isolement de l'unité diholosidique de répé-
tition (N-acétyl-glucosaminido-1,6-acide N-acétylmuramique) et, d'autre part,
a2 un glycopeptide formé d'une unité diholosidique unie par une fonction amide,
que clive une amidase spécifique (voir Fig. 8 ; p. 20), jetée entre l'acide
N-acétylmuramique et l'alanine en position N-terminale dans la chatne pepti-
dique.

Nous pouvons encore citer, pour l'exemple, la dégradation par une

neuraminidase des unités diholosidiques des glycopeptides obtenus par action

de la pronase sur la mucine sous-maxillaire ovine qui conduit 3 la formation
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de pB-N-acétylgalactosaminido-peptides (voir p.21 ) et du DNP-glycopeptide
de 1'ovalbumine par 1l'émulsine qui a permis a LEE, WU et MONTGOMERY (237)

d'isoler la N-(B-DNP-aspartyl)-N-acétylglucosaminylamine.

B - PROCEDES DE DEGRADATION CHIMIQUE

1° ~ Hydrolyse acide du glycanne

Les procédés classiques d'hydrolyse acide des osides (acides
chlorhydrique ou sulfurique 1 ou 2 N, pendant des temps variant de 1 & 2 h,
par exemple) sont parfaitement applicables a la dégradation compléte des
glycannes conjugués a la condition évidente que la liaison de l'ose et dy
protide soit relativement stable. Leur utilisation est particulidrement pré-

cieuse dans le cas de glyco-amino-acides car on obtient alors, comme nous .

1'avons vu plus haut (voir p.42 ), 1l'ose conjugué 2 un acide aminé. Dans la
cas de glyco-oligopeptides, on réalise d'abord la dégradation récurrente de
la chaine oligo-peptidique, soit par voie enzy matique a3 l'aide d'exopepti-
dase et l'on parvient alors a4 un gl yco-amino-acide, soit par voie chimique
en appliquant par exemple, la méthode d'EDMAN dont le produit final de
réaction est le PTH-dérivé d'un glyco-amino-acide (voir p.143).

Par ce procédé, la B~-(N-aspartyl)-glucosaminylamine native ou
sous la forme de DNP- ou de PTH-dérivés a été identifide dans les produits
de 1'hydrolyse acide des glycoprotides obtenus par hydrolyse protéinasique

des glycoprotéines suivantes :

- orosomucoide : hydrolyse par HCl1 2 N ; a 100°C ; pendant 20
mn de l'aspartyl-glycanne (YAMASHINA, MAKINC, BAN-I et KOJIMA) (238) ;

- ovalbumine :-hydrolyse de l'aspartyl-glycanne par HC1 2 N ;
3 100°C ; pendant 20 mn (YAMASHINA, BAN-I et MAKINO) (239), pendant 25 mn
(TSUKAMOTO, YAMAMOTO et MIYASHITA) (240) ou pendant 12 mn (FLETCHER, MARSHALL
et NEUBERGER (241) ; MARSHALL et NEUBERGER (242)).

_ -hydrolyse de l'aspartyl-glycanne par S0, H, 2 N,
a 100°C, pendant 20 mn (BOGDANOV, KAVERZNEVA et ANDREJEVA) (243).
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~hydrolyse du DNP-aspartyl-glycanne par HCL
0,1 N, & 100°C, pendant 3 h et identification de la N-(p-DNP-aspartyl)-
glucosaminylamine (LEE et MONTGOMERY (244) ; MONTGOMERY, LEE et WU (245)).

- ovomucoide : hydrolyse par SO4H2 2 N, a 100°C, pendant 20 mn
du DNP-aspartyl-glycanne et identification d'un composé formé de glucosa-
mine et de l'acide DNP-aspartique (TANAKA) (246).

Au laboratoire, nous avons, les premiers, démontré sans ambi-
gulté 1l'existence de liaisons N-(B-aspartyl)-glucosaminylamine en caracté-
risant ce composé ou son PTH-dérivé parmi les produits de l'hydrolyse par
HC1 1,5 N, a 100°C, pendant 1,5 h des aspartyl-glycannes ou des PTH-aspartyl-
glycannes ou des PTH-aspartylglycannes obtenus 2 partir des hydrolysats pro-~

nasiques des glycoprotéines suivantes : transferrine, lactotransferrine,

ovomucoide, globulines yG des sérums humain et bovin, globulines yG du

colostrum de Vache, globulines YA du lait de Femme (voir p. 3 et le chapitre

des travaux personnels, p.154 et p.167).

2° - Dégradation récurrente de SMITH

GOLDSTEIN, HAY , LEWIS et SMITH (247) ont décrit un pro-
cédé de dégradation récurrente de la fraction glycannique des glycoprotides
dont le principe du mode opératoire, illustré par la figure 17 (p. 46) est
le suivant : la fraction glucidique est d'abord oxydée par l'acide periodi-
que qui transforme les oses conjugués porteurs de fonctions a-glycoliques
en dialdéhydes ; dans un second temps, les fonctions aldéhydiques sont
réduites en fonctions alcooliques par le borohydrure de potassium ; dans un
troisiéme temps, le glycoprotide modifié est traité, a 20°C pendant 24 h,
par l'acide chlorhydrique 0,1 N qui hydrolyse les liaisons "glycosidiques"
labilisées par la transformation des oses en acétals linéaires. Ce mode
opératoire est répété le nombre de fois nécessaire pour oxyder, réduire,
puis libérer tous les oses, sauf celui qui est 1ié au protide et qui pourra,
de cette maniére, &tre identifié,

Le procédé de dégradation récurrente de SMITH n'est applicable
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qu'aux glycoprotides dont la fonetion réductrice de l'ose pénultidme est
conjuguée avec une fonction hydroxyle de l'ose terminal de telle manidre que
ce dernier ne posséde plus de fonction a-glycolique. Cette condition est
réalisée par exemple, lorsque l'ose pénultieme est conjugué avec 1'hydroxyle
en 3 ou en 4 d'une N-acétylhexosamine ou avec l'hydroxyle en 3 d'un hexose
"neutre",

Ce procédé a été appliqué aux glycopeptides obtenus par dégradatiem
protéasique des glycoprotéines suivantes : globulines yYG humaines (ROTHFUS
€248) ; ROTHFUS et SMITH (249)) ; ovomucoide (CHATTERJEE et MONTGOMERY) (250) ;
ovalbumine (MONTGOMERY, WU et LEE) (251) ; orosomucoide (JEANLOZ)(€ommunica-
tion personnelle ). Les résultats n'ont pas apporté de renseignements précis
sur la nature du point d'attache glycanne-protide dans ces glycopeptides,
car les auteurs ne sont pas parvenus a l'ultime chainon. Cependant, MAKINO
et YAMASHINA (252) ont récemment démontré la valeur de la méthode en isolant
par dégradation récurrente de l'aspartyl-glycanne obtenu par hydrolyse pro-
téasique poussée de l'ovalbumine, la N-(B-aspartyl)-N-acétylglucosaminylamine.
Les auteurs ont précisé les conditions qu'il fallait observer pour parvenir
jusqu'a ce composé : utiliser les aspartyl-glycannes ; éviter la "suroxyda-
tion" par l'acide periodique ; isoler et purifier les produits de la dégra-~
dation aprés chaque étape. Le rendement est trés élevé puisque MAKINO et
YAMASHINA ont obtenu 65 p.100 de la quantité théorique de N-(B-aspartyl)-
-N-acétylglucosaminylamine, Les auteurs proposent méme ce mode opératoire

pour préparer des quantités importantes de ce composé.

IV - PROCEDES DE DEGRADATION DU TYPE 4

1* - Hydrolyse enzymatique

La dégradation de la fraction protéique des glycoprotéines par
des protidases diverses est le procédé le plus couramment appliqué pour dé-
terminer la nature de l'acide aminé impliqué dans la liaison glycanne-
protéine. L'hydrolyse est d'abord réalisée par des endopeptidases employées
seules ou associées : pepsine, trypsine, chymotrypsine, papaine, nagarse,

pronase, Les hydrolysats sont ensuite fractionnés en combinant 1'emploi
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de la chromatographie sur échangeurs d'ions, la filtration sur gel de
dextrannes (Sephadex) et 1'électrophorése préparative de zone. On parvient
généralement 3 isoler un ou plusieurs glycoprotides constitués par le gly-
canne intact conjugué soit 2 un seul amino-acide, soit a un peptide dont on
achéve la dégradation jusqu'a l'acide aminé conjugué au glycanne, par hydro-
lyse récurrente. Celle-ci est réalisée soit par voie enzymatique, avec des
exopeptidases (carboxypeptidases A et B, leucine-amino-peptidase, prolinase,
prolidase), soit par voie chimique (dégradation d'EDMAN, par exemple).

Dans le second temps, on applique au glyco-amino-acide ou 2 son
dérivé 1l'une des techniques d'hydrolyse de la fraction glycannique que nous
avons décrites dans le paragraphe précédent (voir p. 44 ) de manidre a par-
venir 2 un composé constitué uniquement par l'association d'un ose et d'un

acide aminé,

2° - Dégradation chimique

a - Hydrazynolyse. MURPHY (253) a décrit un procédé de dégrada-

tion de la fraction peptidique des glycoprotéines par l'hydrazine anhydre
(a2 100°C, pendant 4 h) qui coupe sélectivement les fonctions peptidiques

et respecte les fonctions O-glycosidiques. La méthode a été appliquée 2 la
mucine sous-maxillaire ovine par GRAHAM, MURPHY et GOTTSCHALK (254). Elle a

conduit a l'isolement de galactosaminides de la cérine.

b - Hydrolyse alcaline. SPIRO (255) et CUNNINGHAM, FORD et SE-
GREST (256) ont tiré parti de la stabilité des liaisons O-hydroxy-lysyl- O'Y;OQ

(voir p.104) du collagdne pour dégrader trés profondément par la soude
(0,1 N, 2 37°C, pendant 16 h ou 2 N, a 80°C, pendant 10 h) la fraction pro-
téique. Ils ont obtenu, de cette maniére, le O-hydroxy-lysyl.

LAMPORT (257) a isolé un O-hydroxy-prolyl-arabinoside parmi les
produits de dégradation barytique (baryte 0,43 N ; 20°C ; pendant 8 h) des

parois de Lycopersicon esculentum.
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LE PROBLEME DU POINT D'ATTACHE GLYCANNE-PROTIDE
DANS L'OVOMUCOIDE

Au moment oit nous avons repris les travaux d'ADAM-CHOSSON, le
probléme de la nature du point d'attache glycanne-protide dans 1l'ovomucoide
subsistait. Pour le décrire d'une mani2re précise, tel qu'il se posait en
1864, nous nous proposuns de retracer l'évolution qu'ont subie, au Labora-

toire, les recherches et les idées sur cette question.

En 1963, MONTREUIL, BISERTE et CHOSSON (258) décrivent 1'isole-
ment, par chromatographie sur SE-cellulose, associée 3 1'électrophorase
préparative sur papier, a partir d'hydrolysats pronasiques d'ovomucoide,
-purifiés sur échangeurs de cations et d'anions et sur Sephadex-, de 3
glycoprotides (glycoprotides A P et y) dont la composition est précisée
dans le tableau I (p. 50).

Rapidement la structure du composé [ devint le probléme de
structure principal. En effet, les quantités de glycoprotides a, et'y dont
disposaient les auteurs étaient trop faibles pour qu'ils puissent envisa-
ger une étude de structure compléte. Toutefois, la nature des acides aminés
engagés dans les liaisons glycanne-protide de ces composés fut précisée :
acide aspartique dans le glycoprotide a, acide aspartique et cystéine,
liée par une liaison ester trés alcali-labile, dans le glycoprotide v,
Mais les modalités meme de la conjugaison et la nature des oses engagés
dans celle-ci restaient indéterminées.

Dans le cas du glycopeptide B, les résultats étaient ambigus et
plusieurs schémas de structure furent successivement proposés par ADAM-
CHOSSON et al.

A la suite d'une premi2re série de recherches, MONTREUIL, BISERTE
et CHOSSON (259) propos#rent un schéma (Fig 18 a ; p. 51) dans lequel l'acide

aspartique et la thréonine étaient 1iés au m@me groupement glycannique,

1'acide aspartique, vraisemblablement par une liaison "asparaginyl-glucosami-

ne, la thréonine, par une liaison &ther-oxyde. En effet :
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Tableau 1

Composition molaire en glucides et en acides aminés des glycoprotides Qys
B et vy isolés des hydrolysats pronasiques de 1'ovomucoide (ADAM-CHOSSON)
(260) ; (MONTREUIL, BISERTE et CHOSSON) (261).

% @ Y
Galactose 1 1 1
Mannose 3 5 5
N-acétylglucosonine 4 Y 9
Acide N-acétylneuraminique 1 0 0
Acide aspartique 1 1 1
Thréonine 0 1 ]

Cystine 0 0 1



(a)

(b)

Glycanne
l ¥
0 NH
| |
CH — CH Co
] !
HZN —~—— CH— COOH (}ZH2
HZN —— CH-—— COCH
Glycanne Glycanne
¥ ¥
i I
CH — CH Cco
l 3 t
HZN—-—— CH — COOH CH

HZN——- CH — COOH

Figure 18

I 2
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a -~ 1'application du procédé de dinitrophénylation de SANGER

conduigait au DNP-asprtique et 3 la DNP-thréonine, en proportions égales ;

b - la carboxypeptidase et l'aminopeptidase ne libéraient aucun

des acides aminés ;

¢ - le glycoprotide B étant stable vis-a-vis de la soude, l'acide

aminé n'était pas uni au glycanne par une liaison ester.

Associant ces résultats a ceux qui concernaient le glycoprotide
Y, les auteurs proposérent deux schémas de structure de l'ovomucotde (Fig.1l9 ;
p. 53).

Dans une seconde série de travaux, ADAM-CHOSSON (262), ADAM-CHOS-
SON et MONTREUIL (263), MONTREUIL, CASTIGLIONI, ADAM-CHOSSON, CANER et
QUEVAL (264) infirmaient cette structure et proposaient le schéma b (Fig.18 ;
p. 51) dans lequel la thréonine était attachée a un glycanne par une liai-
son N-(B-aspartyl)-N-acétylglucosaminylaminique.
En effet :

a - 1'hydrolyse acide partielle du glycoprotide B (HC1 1,5 N ;
100°C ; 1,5 h) conduisait 2 une fraction BI s isolée par électrophorése

préparative sur papier. Cette fraction, non réductrice, posséde la compo-

sition molaire suivante :
2 résidus de glucosamine
1 résidu d'acide aspartique

1 résidu de thréonine

b - l'oxydation periodique de cette fraction était sans action
sur la thréonine, ce qui impliquait le blocage de la fonction hydroxylée
de cette derniére. Les auteurs parvinrent de cette maniére 2 la conclusion
que le composé B I était un mélange de deux glyco-amino-acides : la N-(p-

~agpartyl)-glucosaminylamine et le O-thréonyl-glucosaminide.



Glycanne Glycanne

T |

Cy— =~ —ASpP~~ = ~CY e~ e e e e e e e The - — — — ASp— =~ — — = — NH,
S S
Glycanne
COoH -~ ~ — — Th - - - ASpP— ~ - = = — = — o Cy - —~--1H,
Cy--—-~-Asp-— -— ~ - NH,
| !
Glycanne
Figure 19

Schémas de structure de l‘ovomucoide'proposés par MONTREUIL, BISERTE et CHOSSON (265).
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Dans son mémoire de thése, ADAM-CHOSSON (266) concluait a 1l'exis-
tence, dans 1l'ovomucoide de 4 chaines glycanniques dont 2 étaient unies 3 la
protéine par des liaisons O-thréonyl-N-acétylglucosaminidd et 2 autres par

des liaisons N-(B-aspartyl)-N-acétylglucosaminylaminiques (Fig. 20 ; p. 55).

Enfin, pour expliquer la présence des glycoprotides a,s B et v
et en se fondant sur la composition en glucides de ces derniers MONTREUIL,
CASTIGLIONI, ADAM-CHOSSON, CANER et QUEVAL (267) et ADAM-CHOSSON (268)
avaient émis 1'hypothése de l'existence de trois glycoprotéines dans les
préparations d'ovomucoide de FREDERICQ et DEUTSCH : 1'ovomycoftde 'propre-

ment dit" qui fournissait le glycoprotide B ; 1l'allo-ovomucoide qui donnait

le glycoprotide ¥ et 1'ovoglycoprotéine de KETTERER (269) qui conduisait au
glycoprotide ay -

Tel était, au Laboratoire 1l'état des travaux concernant l'ovo-~
mucoide au moment ol nous avons commencé nos recherches. Treds rapidement,
nous flimes amené 2 remettre en question l'existence des liaisons O~thréonyl-
glycosidiques ainsi que l'homogénéité des glycoprotides %ys B et vy, sur la

base des résultats suivants :

1 ~ La substitution de la chromatographie quantitative des acides
aminés par 1l'Auto-Analyseur Technicon aux méthodes peu sensibles de la chroma-
tographie et de l'électrophorgse sur pgpier employées par ADAM-CHOSSON et
al., nous montra que la composition des glycoprotides @, B et v n'était
pas simple, Cette observation fut & la base de notre démonstration de
1'existence, dans les hydrolysats pronasiques d'ovomucoide de FREDERICQ et
DEUTSCH, de 10 glycoprotides et non de 3.

2 - Les recherches qui avaient conduit 3 la conclusion qu'il
existait des liaisons O—thréonyl-glycosidiques reposaient uniquement sur
1'analyse du produit de l'hydrolyse acide partielle du glycoprotide B
(Composé P I). D'apreds les auteurs, il s'agissait, comme nous 1'avons
précisé plus haut, d'un mélange de O-thréonyl-glucosaminide et de N-(p-

-aspartyl)-glucosaminylamine., Or, les premiers résultats que nous avons
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Schéma hypothétique proposé par ADAM-CHOSSON .pour la -
structure de l'ovomucotfde.

— Liaisons hydrogaue.
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obtenus dés l'applicationde procédés plus précis infirmérent cette conclu-~
sion. En effet,:

a - L'application de la méthode de dinitrophénylation de SANGER
fournit, certes, le DNP-aspartique et la DNP-thréonine en proportions équi-
molaires, mais le dosage des acides aminés libres dans les hydrolysats
chlorhydriques des DNP-glycopeptides, ~dosage qui n'avait pas été effectué
dans les expériences antérieures-, montre l'existence d'acide aspartique et
de thréonine en proportions équimolaires (voir p. 150). La composition des

hydrolysats chlorhydriques des DNP-glycopeptides B n'&tait donc pas :

DNP-aspartique + DNP-thréonine (1 : 1)

mais devenait :
DNP-agpartique + DNP-thréonine + aspartique + thréonine (1:1:1:1).

b - L'oxydation periodique ne laisse pas intaecte la thréonine,

mais en détruit environ la moitié (voir p. 152).

¢ - Des N-acétylosaminidases spécifiques sont sans action sur le

composé B; N-réacétylé (+).

d - La soude ne détache pas de glycanne de 1l'ovomucoide natif
(voir p.162). Rappelons, & ce sujet, que l'application, aux glycoprotéines,
de la réaction de "B-élimination" est postérieure aux résultats 4'ADAM-

CHOSSON et comtemporaine du début de nos travaux.

Ces observations préliminaires ont été a l'origine de la décision
que nous avons prise de mettre au point ou d'appliquer d'autres procédés plus
sensibles et plus précis, a l'exploration du point d'attache glucide-protide

dans les glycoprotéines. En outre, nous avons posé en hypothése de travail

(+) Ces réactions ont été effectudes dans le Laboratoire de Monsieur le
Professeur J, M, GHUYSEN a qui nous adressons nos trés vifs remercie-
ments.
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que la meilleure preuve que nous pourrions apporter 2 de telles détermina-
tions était d'i501er; parmi les produits de la dégradation profonde de
1'ovomucolde, les deux partenaires dans la liaison glycanne-protide : un

ose lié 3 un amino-acide.

Dans le cas particulier de 1l'ovomucoide, il s'agissait essentiel-
lement pour nous de démontrer si la N-(B-aspartyl)-glucosaminylamine et le
O-thréonylglucosaminide pouvaient coexister dans le "composé" By . Pour
parvenir & ce but, il é&tait indispensable de connaitre la stabilité des
liaisons de ces composés vis-a-vis de l'acide chlorhydrique 1,5 N, a 100°C,
pendant 1,5 h et leur comportement électrophorétique dans les systémes-
tampons utilisés pour isoler le composé By (voir p.155 ).

Le premier chapitre de 1'exposé de nos travaux personnels con-
cernera donc les propriétés des O-séryl et O-thréonyl-p-N-acétylglucosaminides,
dont nous avons &té amené a réaliser la synthése, et de la N-(B-aspartyl)-

-N-acétylglucosaminylamine.



TRAVAUX

PERSONNELS
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RECHERCHES SUR LES CONJUGUES
GLUCOSAMINE-AMINO-ACIDE
ET SUR LEURS DERIVES

1 - RECHERCHES
SUR 1A
N-(B~L-ASPARTYL) ~-N~ACETYL-GLUCOSAMINYLAMINE

L'existence d'une liaison N-(p-L-aspartyl)-N-acétylglucosaminyl-
amine entre glycanne et protéine dans les glycoprotéines a &été suggérée pour
la premidre fois par YAMASHINA et MAKINO (270) sur la base des résultats
fournis par 1l'étude des glycopeptides de l'ovalbumine. En particulier, 1'hy-
drolyse acide des aspartyl-glycannes libérait une mole d'ammoniac par mole
d'acide aspartique. Pour expliquer ce résultat, les auteurs proposérent les

deuxgrhémas de liaison glycanne-acide aminé suivantg:

Glucosamine — 0~ C — CH, — TH-——COOH Schéma 1

NH NH, Type imino-éther
Glucosamine NH-— CH,— CH;— ?H'“'COOH Schéma II

NH Type amide

2

Rapidement, les m@mes auteurs démontrdrent la réalité du gchéma
II en comparant les propriétés physico-chimiques du composé obtenu par hydro -
lyse acide partielle (HC1 2 N ; 100°C ; 1 h) de l'aspartyl-glycanne de 1'oval-
bumine avec celle de la N-(p-L-aspartyl)-N-acétyl-glucosaminylamine préparée
par synth2se chimique (YAMASHINA, BAN-I et MAKINO) (270 bis).

Simultanément, MARKS, MARSHALL et NEUBERGER (271) parvinrent a la
méme conclusion.

Depuis, plusieurs procédés de synthése de la N-(B-L-aspartyl)-N-
acétylglucosamine ont été proposés par TSUKAMOTO, YAMAMOTO et MIYASHITA (272),
YAMAMOTO, MIYASHITA et TSUKAMOTO (273), MARSHALL et NEUBERGER (274),
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YOSHIMURA et HASHIMOTO (275), YAMASHINA, MAKINO, BAN-I et KOJIMA (276),
BOLTON et JEANLOZ (277), BOLTON, HOUGH et KHAN (278) et par KOCHETKOV, MO-
LOTSOV et DEREVITSKAYA (279). En outre, plusieurs procédés de préparation
du composé 2 partir de l'aspartyl-glycanne de 1'ovalbumine ont &té décrits :
par hydrolyse acide partielle (MARSHALL et NEUBERGER (280) ; BOGDANOV,
KAVERZNEVA et ANDREJEVA (281) ; YAMAMOTO et TSUKAMOTO (282)) et par dégrada-
tion récurrente de SMITH (MAKINO et YAMASHINA) (283) (voir p.47 ).

Les propriétés de la N-(B-aspartyl)-N-acétylglucosamine sont bien
connues. Nous les avons rassemblées dans le Tableau II (p. 61). On trouvera,
en outre, les caractéristiques des spectres dans l'infra-rouge dans les
mémoires de YAMASHINA, BAN-I et MAKINO (284), de BOGDANOV, KAVERZNEVA et
ANDREJEVA (285), de TSUKAMOTO, YAMAMOTO et MIYASHITA (286) et de YAMAMOTO,
MIYASHITA et TSUKAMOTO (287),

Grace 2 l'obligeance des Professeurs YAMASHINA, MARSHALL et NEU-
BERGER, -auxquels nous exprimons notre reconnaissance-, nous avons pu dispo-
ser d'échantillons de N-(B-L-aspartyl)-N-acétylglucosaminylamine pour effec-
tuer nos expérimentations. Celles-¢i ont uniquement porté 1) sur la stabili-
té, dans les conditions d'hydrolyse acide partielle que nous appliquions
aux glycoprotides,et 2) sur le comportement chromatographique et &lectro-
phorétique a) du composé natif et N-désacétylé, b) des PTH-dérivés du com-
posé natif et N-d&sacétylé, c) du "Composé B I " d'ADAM-CHOSSON (voir p.155).

A - STABILITE EN MILIEU ACIDE DE LA N-(B-ASPARTYL)-N-ACETYLGLUCOSAMINYLAMINE

Nous avong étudié l'action, sur le composé et sur son PTH-dérivé
préparé dans les conditions décrites 3 la page 142 , de 1l'acide chlorhydrique
1,5 N 2 100°C pendant des temps variant de O 2 2 h, Les hydrolysats ont &té

soumis 3 1l'analyse &lectrophorétique a pH 3,9 (voir ci-dessous ; paragraphe 2).



Tableau 11

Propriétés physiques de la N-(B-L-aspartyl)-N-acétylglucosaminylamine.

POINT DE FUSION

1 - Composé cristallisé "anhydre" (en aiguilles) dans 1'éthanol aqueux 2 chaud

255 - 266°C (TSURAMOTO et al. (288) ; YAMAMOTO et al. (289) ; YAMASHINA et
~al. (290)).

2 - Composé cristallé avec 1 H20 (en plaquettes) dans 1l'éthanol aqueux froid

215 -~ 223°C (Références précédentes ; MARKS et coll, (291) ; YAMAMOTO et al.
(292) ; MARSHALL et al. (293)).
200°C (BOGDANOV et al,) (294).

POUVOIR ROTATOIRE

1 -~ En solution dans l'eau

Composé "anhydre" : + 2254°a 2654 (TSUKAMOTO et _al. (295) ; YAMAMOTO et al. (296) et
YAMASHINA et al. (297)).

0 : + 1826 2 2327 (Ré&férences précédentes ; MARSHALL et al. (298) ;
'BOGDANOV et al. (299).

Composé a 1 H2

2 - En solution dans HC1 2 N

Composé a 1 H

,0 ¢+ 2577 (MARSHALL et al.,) (300).

19
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Résultats :

a. -~ La N-désacétylation du composé natif est totale au bout de
45 mn.,

b, - L'hydrolyse du composé natif est totale 2u bout de 2 a 3 h.

¢, - Dans le PTH-dérivé, aussi bien la fonetion acétamido- que
la fonction glycosylamine sont un peu plus stables : la N-désacétylation est
compléte au bout d'environ 2 h ; 1'hydrolyse totale n'est effective qu'apres

environ 4 h.

Conclusions :

Dans les conditions d'hydrolyse acide partielle que nous appli-
quons aux glycoprotides, persiste dans les hydrolysats, la N-(B-aspartyl)-
glucosaminylamine. Les meilleurs rendements sont obtenus avec les PTH-aspar-
tyl-glycannes dont les hydrolysats, effectués dans les conditions précédentes,
renferment, 2 la fois, les PTH-dérivés de la N-(B-L-aspartyl)-glucosaminylamine

et de son produit de N-désacétylation.

B - COMPORTEMENT CHROMATOGRAPHIQUE ET ELECTROPHORETIQUE DE LA N-(B-L~-ASPAR-
TYL) -N-ACETYLGLUCOSAMINYLAMINE ET DE SES DERIVES

Nous avons étudié le comportement chromatographique et électro-
phoretique, -dans les syst2mes-solvants ou dang les tampons utilisés par
ADAM-CHOSSON et al.-, des composés décrits dans le Tableau III (p. 63), sus-
ceptibles de se trouver dans les hydrolysats acides partiels d'aspartyl-
glycannes ou de PTH-aspartyl-glycannes. Dans tous les cas, nous avons utili-
sé pour révéler les composés des rdactifs 2 la ninhydrine, 3 1l'oxalate d'ani-
line, 2 l'acide periodique-benzidine, 2 l'azoture de sodium-iode et le réac-
tif d'ELSON et MORGAN décrits dans l'Appendice technique (voir p. 211).

1° - Mode opératoire

a - Chromatographie sur papier

Nous avons employé le systéme-solvant : n-butanol/acide acétique/



Tableau III

Comportement chromatographique et électrophorétique de la N-{p-L-aspartyl)-N-acétyl-
-~-glucosaminylamine et de ses dérivés,

5o g0 Coloration donnée par les réactifs (¢)
58| gf
®@ O 50 n O = oy o =
2 a ] o H - N g oo - N [
o Mot g B = g 9 0
b= g o™ g = =2 N I (=]
= Pl e P ~ e O 1 = =
Composés a8 a8 b o & oy 5 e o
oot ot =] e oot [« a2
® 0 ® o P o o o
0 o™ o } o &
~ ~ ~ ~
DR o 0 o ® u 5
~ Q ~ 0N ~ ~ Q
i f G E
Acide aspartique 1 0 - pourpre - - jaune
Glucosamine : 0,9 a1, 1 brun pourpre + - mauve
N-(p~-L-aspartyl)-N-acétyl-glucosaminylamine 0,57 0,40 - bleu + - -
N~(B~L-aspartyl)-glucosaminylamine 0,30 0,80 - bleu + - jaune
PTH-aspartique 5,6 0 - - - + -
N-(p-PTH-aspartyl)-N-acétyl-glucosaminylamine 4 as 0,35 - - + + -
N-(B-PTH-aspartyl)-glucosaminylamine 1,8 Q,75 - pourpre + + jaune
"Composé B 1" d'ADAM-~CHOSSON (f) 0,80 - pourpre + - jaune

(a) Migration relative 3 l'acide aspartique. )

(b) Rapports de la distance qui sépare l'acide aspartique du composé a la distance qui sépare 1'acide aspartique de
la glucosgamine,

(¢) Voir ‘Appendice ‘technique (p. J211

(d) Coloration : blanc sur fond bleu.

(e) Coloration : blanc sur fond brun.

(f) Voir P. 52 .
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eau (4:1:5); sar papier Whatman n°l, La chromatographie descendante est

prolongée pendant 36 h.

b - Electrophordse .sur papier .

Les séparations électrophorétiques ont été effectuées sur papier
Arches 304 dans les conditions suivantes : cuve "en toit" ; 10 V/cm,
pendant 4 h ; solution tampon pH 3,9 de MICHL (301) : pyridine/acide acéti-
que/eau (3:10:387).

2° « Résultats

Les résultats que nous avons obtenus sont rassemblés dans le
Tableau III (p. 63) et illustrés par la figure 24 (p.100). Nous pouvons les

résumer de la manidre suivante :

a - En électrophor2se, la N-(B-aspartyl)-N-acétylglucosaminylamine
se compotte comme un composé neutre, Au contraire, son produit de N-désacéty-
lation posséde une migration cathodique qui est nettement inférieure 2 celle
de la glucosamine et qui est identique 2 celle du "Composé BI." d'ADAM-
CHOSSON,

b - La chromatographie sur papier fournit d'excellentes sépara-
tions, sauf dans le cas du "Composé ﬁI " d'ADAM-CHOSSON qui donne des
taches mal définies et des "trainées" chromatographiques,

¢ - Certains réactifs donnent des colorations spécifiques. Les

plus intéressantes sont celles que fournissent :

a - Les réactifs & la ninhydrine : coloration gris-bleu, identique a celle
que donne l'asparagine, avec les "asparaginyl-dérivés" (voir, 2 ce propos,
FLETCHER, MARSHALL et NEUBERGER) (302) ;

B - Le réactif 4'ELSON et MORGAN : coloration jaune avec les composés renfer-
mant de la glucosamine conjuguée.

Dans le cas du "Composé B I" d'ADAM~CHOSSON, la coloration pourpre
obtenue avee le réactif 2 la ninhydrine n'est pas incompatible avec la co-

existence d' "asparaginyl-glucosamine" (N-(B-aspartyl)-glucosaminylamine) et
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du O-thréonylglucosaminide, la eoloration donnée par celui-ci interférant

avec celle que fournit le composé précédent.

C - CONCLUSIONS

Les conclusions générales que nous pouvons tirer de 1'étude de
la stabilité en wilieu acide et du comportement chromatographique et électro-
phorétique que nous avons effectuée, a la fois, sur le "Composé ﬁIJ‘d'ADAM-
CHOSSON et sur la N-(B-aspartyl)-N-acétylglucosaminylamine et ses Aérivés,

sont les suivantes :

1° - Dans les conditions de dégradation acide du glycoprotide f de 1'ovomu-
coide, la N-(B-aspartyl)-glucosaminylamine peut parfaitement 8tre présente

parmi les produits d'hydrolyse.

2° - La N-(p-aspartyl)-glucosaminylamine peut effectivement &tre l'un des
constituants du "Composé p I" 4" ADAM-CHOSSON et al, comme 1l'avaient suggéré
ces auteurs, l'autre composé étant alors, comme nous 1l'avons vu, (voir p.54 ),
le O-thréonylglucosaminide. Pour vérifier cette hypothése, nous avous pré-
paré ce dernier ét étudié sa stabilité en milieu acide et son comportement
chromatographique et é&lectrophorétique afin de les comparer 2 ceux du
"Composé By " d'ADAM~CHOSSON.
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O-SERYL ET O-THREONYL-8-N-ACETYLGLUCOSAMINIDES

2 -~ RECHERCHES
SUR LES

ET SUR LE
MECANISME DE LA "'B-ELIMINATION"

Gérine et

tr&es par

Etape 1 :

Etape 2 :

Etape 3 :

Etape 4 :

Etape 5 :

I - SYNTHESE DES O-SERYL ET
O-THREONYL-B-N-ACETYLGLUCOSAMINIDES

La synthése des B-N-acétylglucosaminides des hydroxy-amino-acides
thréonine a comporté les 4 &tapes suivantes, que nous avons illus-
la figure 21 (p. 67).:

Synthése de 1l'anomére B du 2-acétamido-0-1,3,4,6-tétra-acétyl-2-
déoxy-D-glucopyrannose (O-peracétyl-N-acétyl-D-glucosamine).

Passage a 1l'anomere a du l-chloro-2-acétamido-0-3,4,6-triacétyl-

2~déoxy-a-glucopyrannose (a-chloro-O-peracétyl-N-acétylglucosamine).

Synthése des esters benzyliques des O-(N-carbobenzoxy)-L-séryl et
L-thréonyl-O-peracétyl-p~N-acétyl-D-glucosaminides par condensa-
tion de l'a-chloro~-O-peracétyl-N-acétylglucosamine avec le dérivé

"N-carbobenzoxylg" des P-hydroxy~a-amino-acides.

N-dééarbobenzoxylation et débenzylation des esters benzyliques des
0-(N-carbobenzoxy) séryl- et thréonyl-O-peracétyl-p-N-acétylgluco-

saminides.

O-désacétylation des séryl- et thréonyl-O-peracétyl-p-N-acétylglu~

cosaminides.
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Figure 21

Schéma de la synthase des O-séryl et O-thréonyl-p-N-acétyl-D-glucosaminides.
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ETAPE 1

PREPARATION DE LA O-PERACETYL-N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE

A la suite de 1'étude bibliographique concernant la préparation
de la "peracétylglucosamine", a laquelle nous nous sommes livré, nous avons
retenu les procédés de JONES et al. (303), FINDLAY et al. (304) qui
sont le plus couramment appliqués par les auteurs et nous les avons soumis
a une é&tude critique portant principalement sur le rendement et sur la
pureté de la "peracétylglucosamine'" obtenue 3 la suite de laquelle nous
avons adopté un protocole expérimental qui améliore le rendement des métho-

des précédentes.

A - MODE OPERATOIRE

1 - PROCEDE DE JONES et. al. (305)

a - Principe. La glucosamine est peracétylée par 1'anhydride
acétique en présence de chlorure de zinc a 70-80°C, L'anhydride en excds est
neutralisé par le bicarbonate de sodium et la peracétylglucosamine estvpré-
cipitée par addition d'eau distillée. On obtient, dans ces conditions expé-

rimentales, 1' "acétyl-anomeére" B.

b - Technique. 36 g de chlorure de zinc anhydre finement pulvéri-
sé sont dissous dans 250 ml d'anhydre acétique, A la solution maintenue au
bain-marie entre 70° et 80°C, on ajoute en 10 mn, par petites portioms et
sous agitation constante 30 g de chlorhydrate de gluccsamine préalablement
séché sous vide,

Aprés dissolution compléte, la solution rouge~brun obtenue est
versée sur 400 g environ de glace pilée et agitée pendant 5 mn., La préecipi-~
tation de la "peracétylglucosamine" est effectuée en neutralisant le mélan-
ge par l'addition prudente d'une quantité calculée de bicarbonate de sodium
(388,5 g), en présence de quelques millilitres de n-octanol pour éviter au

maximum la formation d'une mousse abondante.
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Le mélange est abandonné pendant 15 heures 2 0°C. Le précipité
qui s'est formé est lavé plusieurs fois sur filtre avec de 1l'eau glacée afin
d'éliminer le chlorure de zinc et 1l'acétate de sodium produit au cours de la
réaction., Le précipité est ensuite lyophilisé ou séché sous vide, 3 la tem-

pérature du laboratoire, en présence de soude.

Purification de la peracétylglucosamine. Le précipité est dissous 2 froid

dans la quantité minimale de chloroforme pur. On ajoute ensuite de 1l'éther
de pétrole jusqu'a 1l'apparition d'un louche et on achéve la préecipitation

en maintenant le mélange a + 4°C pendant 18 a 24 h,

2 - PROCEDE DE FINDLAY, LEVVY et MARSH

a - Principe. Le principe est identique 3 celui de la méthode
précédente 2 la différence prés que la peracétylation est effectuée 2 plus
basse température (45-50°C) et que l'excés d'anhydride acétique est neutrali-

sé par la soude.

b ~ Technique. 20 g de chlorhydrate de glucosamine anhydre sont
ajoutés, en 30 mn, sous agitation constante 3 une solution de 16,6 g de
chlorure de zinec anhydre dans 106 ml d'anhydride acétique. La température
du mélange est maintenue 2 45-50°C pendant toute la durée de l'opération et
jusqu'a dissolution compléte de la glucosamine.

La solution obtenue est versée dans un volume égal de glace pilée,
sous agitation, et le mélange est maintenu & basse températimee pendant 10 mm.
On ajoute ensuite goutte & goutte, en 30 mn, une solution de soude (64 g de
soude en pastilles dans 200 ml d'eau distillée). Le mélange est constamment
agité et maintenu entre 40 et 50°C, La précipitation de la "peracétylg luco-
samine" est obtenue en maintenant le mélange pendart 18 h 2 0°C., Le précipi-
té est filtré sur entonnoir de Biichner et débarrassé des sels en excds par
un lavage soigneux 2 l'eau distillée glacée, Il est ensuite séché comme

précédemment,
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Purification de la peracétylglucosamine. Bien que l'halogénation de la per-

acétylglucosamine puisse &tre effectuée,selon FINDLAY et coll. (306), sur
un produit relativement impur, nous avons été amené 3 purifier certaines

de nos préparations afin, d'une part, de déterminer les constantes physico-
chimiques d'un produit purifié et, d'autre part, de vérifier 1'observation
précédente de FINDLAY et coll. Le mode opératoire est identique a celui que

nous avons décrit ci-dessus.

¢ - Commentaires. Une expérience prolongée de la méthode de

FINDLAY et coll. nous permet de préciser quelques détails techniques dont

1'application augmente sensiblement le rendement des réactions :
1. - Le matériel et les produits utilisés doivent 2tre anhydres.

2, - Une addition treés réguliere de la glucosamine dans le milieu

réactionnel et une agitation constante de ce dernier améliorent considérable-

ment les rendements.

3. - Le chlorure de zinc en excés doit 8tre éliminé avant de
verser la solution sur la glace pilée. Dans le cas contraire, le précipité
de peracétylglucosamine se prend en une masse de consistance gommeuse, due
probablement 2 la formation d'hydrate de zinc et les rendements diminuent

notablement,

4. - L'addition de la solution de soude est interrompue quand le
milieu réactionnel présente un trouble persistant. Nous avons observé que le
pH de la solution atteignait alors une valeur de 4 2 5, Au dela de ce pH,

il apparailt un précipité jaun@tre qui se présente, comme dans le cas précé-
dent, sous la forme d'une masse gommeuse dont l'extraction conduit 2 des .

rendements dérisoires.
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3 -~ PROCEDE PERSONNEL

a - Principe. Nous avons considérablement amélioré les ronde- .
ments en peracétylglucosamine en mettant au point un mode opératoire qui est
un compromis entre ceux de JONES et de FINDLAY. Nous avons modifié les con~
ditions de température de la manidre suivante : au lieu d'opérer d'emblée a
70°C, comme dans le procédé de JONES, par exemple, nous faisons réagir 1l'an-
hydride acétique, d'abord 3 45°C, comme dans le procédé de FINDLAY, puis 2
55 - 60°C, pour terminer par un court maintien a 90°C. En outre, nous neu-
tralisons 1'anhydride acétique, 3 0°C, par le bicarbonate de sodium, comme
dans la méthode de JONES, et non par la soude qui introduit un risque Qe

O-dégacétylation.

b - Technique. 50 g de chlorure de zinc anhydre, finement pulvé-
risé, sont dissous dans 320 ml d'anhydride acétique, en maintenant la tempé-
rature au bain-marie 2 45°C. A la solution obtenue, on ajoute, -en 30 mn

environ, de facon continue, et en laissant la température s'élever 2 55 - 60°C-,

60 g de chlorhydrate de glucosamine finement pulvérisé et préalablement séché
sous vide., Aprés compléte dissolution, la température du mélange est portée,
au bain-marie, 3 90°C, jusqu'ad 1l'apparition d'une teinte légérement brune

(5 a3 10 mn). La solution, refroidie 2 60°C, est versée, sous agitation con-
tinue, sur un mélange de glace pilée (750 ml) et de bicarbonate de sodium
(390 g). La température atteint alors - 10°C environ. La précipitation de .
la peracétylglucosamine commence 2 se stade. On laisse reposer le mélange
pendant 18 h 2 4°C. Le précipité blanc formé est recueilli sur un éntonnoir
de Biichner, et dissous dans le minimum de chloroforme. La phase organique

est lavée deux fois avec un volume égal d'ecau distillée, a 2°C et deshydra-
tée par agitation avec du sulfate de magnééium anhydre, Elle est ensuite
concentrée a un faible volume. La peracétylglucosamine est finalement repré-

cipitée par l'addition d'éther de pétrole.

Nota. La pureté des préparations est systématiquement contrdlée par chroma-
tographie sur couche mince de Silicagel, dans le systéme-solvant de TATE et
BISHOP (307) modifié (benzéne/méthanol/chloroforme) (92:8:2). La révélation

est effectuée par l'acide sulfurique et par le réactif a 1l'hydroxylamine
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ferrique de TATE et BISHOP (308) (Voir Appendice technique ; p.211). En
outre, le dosage des radicaux acétyl est effectué par différents procédés

qui sont décrits dans 1l'Appendice technique (p.211).

¢ - Commentaires. L'application de ce procédé nous a toujours

conduit 2 un rendement satisfaisant que l'on peut attribuer aux raisons

suivantes @

1. - La sclution de chlorure de zinc dans l'anhydride acétique,
maintenue 3 45°C, ne brunit pas, et ne subit qu'une réaction secondaire de

décomposition limitée.

2, - L'élévation spontande de la température pendant 1l'addition
de chlorhydrate de glucosamine et le maintien de la solution aux environs de
55 - 60°C permet une peracétylation rapide. Le mélange réactionnel reste
jaune clair pendant toute la manipulation, indiquant que les dégradations

sont minimales.

3. - La peracétylglucosamine est plus stable dans le milieu réac-
tionnel que le chlorhydrate, et le traitement a 90°C, en fin d'expérience,
permet l'inversion de l'anomére a en anomere P qui se forme préférentielle-

ment 3 cette température.

4, - La neutralisation par un mélange de glace et de bicarbonate
de sodium, permet d'éviter la mousse et réduit au minimum les réactions

d'hydrolyse des liaisons esters.

B - RESULTATS

Nous avons rassemblé, dans le tableau IV (p. 73), les résultats
concernant, d'une part, les rendements que nous avons obtenus et, d'autre
part, les principales propriétés des préparations que nous avons effectuées.

Nous pouvons les résumer de la maniére suivante

1 - Aprés 3 ou 4 tentatives d'application du procédé de JONES et al., nous
avons renoncé 2 son emploi car une seule préparation nous a fourni un compo-

sé cristallisé, avec un rendement trés faible,



Tableau IV

Rendement et propriétés de préparations de "peracétylglucosamine" obtenue par les

procédés de JONES et al.

, de FINDLAY et al. (310) et par une méthode personneclle.

Nombre de
, Rendements 25 g résidus
Procédésde préparation (en p.100) (a}n P. F. "0-dcétyl"
(+) (++)
JONES et al.(311)
Résultats de JONES et al.
dérivé m-acéto 56 + 91° 139°C
dérivé P-acéto 52 + 3° 192°C
Résultats personnels 11,1 + 15° 138°C
FINDLAY et al. (312)
"Précipité lyophilisé"
Résultats de FINDLAY et al. 28 + 1,5° (a 22°C)| 188-189°C
Résultats personnels 11,1 a 27,6 '
(moyenne : 20 p.100)
Précipité recristallisé 3212 , - - 4,3 25
(moyenne : 10 p.100)
Préparation n°l 9,4 + 1,75° 177°¢C
Préparation n°2 4,6 + 7,52° 175°C 4,3
Préparation n°3 12 +°15,80° 171-172°C 5
Préparation n°4 9,5 + 27,50° 168-171°C
Préparation n°5 14,5 + 42,40° 164-165°C
Procédé personnel
Préparation n°1 45 + 15° 171°C 4
Préparation n°2 50 + 17° 169°C 4
Préparation n°3 55 + 20° 171°C 4
Préparation n°4 90 + 26° 168°C 4
(+) En solution chloroformique P

(++) La technique de dosage des "O-acetyl" est décrlte dans 1'Appendice (p. 211),
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2 - L'application de la méthode de FINDLAY et coll. nous a donné un premier
précipité ("précipité lyophilisé") avec un rendement voisin de celui des
auteurs, La recristallisation de ce précipité conduit, avec des rendements
trés variables, 2 des préparations dont les propriétés physiques, -point de
fusion et pouveir rotatoire spécifique-, sont mal définies. Ces anomalies
s'expliquent probablement par la présence, dans les préparations, des deux
anoméres a et P-acétylés dans des proportions variables. L'expérience ayant
montré que la co-existence des deux anoméres n'avait pas d'influence sur les

rendements en érivés a~chloré, il est inutile de purifier les préparations.

3 - L'application de notre procédé conduit 3 des rendements élevés en per-
acétylglucosamine qui atteignent 50 a4 90 p.l00. La détermination du pouvoir
rotatoire spécifique des préparations nous permet de préciser que les ano-
méres a et P sont présents dans le rapport 1 : 4, ce qui correspond 2 un
rendement de 42 a4 65 p.100 en anomére P qui intervient seul dans la forme

de 1'a-chloro-peracétylglucosamine,

C - CONCLUSIONS

L'application d'un procédé original nous a permis d'obtenir avec
des rendements satisfaisants des préparations pures de 1, 3, 4, 6-tétra-O-
~acétyl-N-acétyl-D-glucosamine a partir de laquelle nous avons synthétisé
le dérivé l-a-chloro-3,4,6-tri-O-acétyl-N-acétyl-D-glucosamine,

ETAPE 2

PREPARATION DE LA 1-a-CHLORO-3,4, 6-TRI-0~ACETYL-~N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE

Les procédés classiques de synth2se des osides dérivent du procé-
dé général décrit par KOENIGS et KNORR (313) en 1901. 1Ils tirent parti de la
réactivité des dérivés acéto-halogénés des oses. En général, le dérivé bromé
est utilisé préférentiellement au dérivé chloré 2 cause de sa réactivité
plus élevée, Dans le cas de la N-acétylglucosamine, l'instabilité du dérivé

bromé ne permet pas son emploi et les synthéses de N-acétylglucosaminides ne
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peuvent 8tre effectudes qu'a partir du dérivé chloré. Cependant, nous avons

tenté de préparer le dérivé bromé.

A - PRINCIPE

Dans les deux cas, le principe de la réaction de synthése des
dérivés acéto-halogénés des oses, est identique : traité par un hydracide
halogéné, le dérivé peracétylé d'un ose est transformé en un dérivé per-
acéto-l-halogéné, la substitution de 1l'acétyle en 1 par 1l'halogéne s'accom-
pagnant d'une inversion de WALDEN. La réaction s'éerit, dans le cas de la

O-peracétyl-N-acétyl-D-glucosamine :

CH,OH CH,0Ac

OAc HC1 (ou HBr) . Ohc
AcO “Ac C1

+ acide ou NHAc (ou Br)
anhydride acétique

ﬁ-l—acétyi;j,ﬁ} 6-tri-O-acétyl- a-1l-chloro (ou bromo{:§w§:6-tri—

 N-acétyl-glucosamine O-acétyl-N-acétyl-D-glucosamine



B - METHODES

1 - TENTATIVE DE SYNTHESE DE L'ACETO-BROMO-N-ACETYLGLUCOSAMINE

a - MODE OPERATOIRE

Nous avons appliqué le procédé de MOGGRIDGE et NEUBERGER (314)
déerit pour synthétiser les méthyl-N-acétylglucosaminides.

10 g de B-l-acétyl-2,3,6-tri-O-acétyl-N-acétyl-D-glucosamine
sont dissous dans 30 ml d'acide acétique saturé d'acide bromhydrique (+).
Le mélange est maintenu pendant 15 2 18 h 2 la température du laboratoire,
I1 est ensuite additionné de 80 ml de chloroforme refroidi et la solution
obtenue est'extraitd' deux fois dans une ampoule 2 décanter avec une solution
aqueuse saturée de bicarbonate de sodium. La phase chloroformique est séchée
3 1l'aide de sulfate de sodium anhydre et concentrée sous pression réduite en
un sirop jaune pale. L'addition, 3 ce dernier, d'un faible volume d'acétate
d'éthyle provoque la cristallisation d'un composé qui est recristallisé une

ou deux fois, On obtient, de cette maniére, 80 mg de cristaux.

b - RESULTATS ET DISCUSSION

Le composé recristallisé n'est pas l'a-l-bromo-3,4,6~tri-O-
~acétyl-N-acétyl-D-glucosamine attendu, mais le bromohydrate de 1,3, 4, 6~
~-tétra-O-acétyl-glucosamine. Un ré&sultat identique a été obtenu par d'autres
auteurs (voir, par exemple, INOUYE et al (315) ; LEABACK et WALKER (316) ;
MICHEEL et al. (317)). Il s'explique par 1l'instabilité de 1l'acéto-bromo-N-
-acétylglucosamine qui subit une'acylmigration'" (INOUYE et al. (318) ;
MOGGRIDGE et al. (319)), favorisée par la présence d'eau et par la recristal-

lisation :

' A
CH,0Ac CH,OAc

AcO

(+) L'acide bromhydrique a été préparé par action du brome sur le tétrahy-
dronaphtaléne et séché par passage sur une colonne de sulfate de sodium
anhydre ..
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En outre, le bromhydrate de O-peracétylglucosamine subit ulté-
rieurement une lente conversion en une oxazoline (INOUYE et al. (320) ;

WHITE (321)). Le mécanisme est le suivant :

OH™

OH

La grande instabilité de l'acéto~bromo-N-acétylglucosamine
explique le trés faible rendement des réactions de synthése. Nous avons

tenté d'améliorer celui~ci de différentes manidres :

1 - en évitant au maximum la présence d'eau dans les milieux
réactionnels ;

2 - en remplagant l'acide acétique par de 1'anhydride acétique,
comme dans le procédé de synthdse du dérivé "l-chloro" (voir p.78 ) ;

3 - en dissolvant d'abord la glucosamine dans 1l'acide acétique
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et en saturant ensuite en acide bromhydrique,

Tous les essais,auxquels nous nous sommes livré,ont échoué.
Ultérieurement, nous avons tenté de condenser directement, avec les
N-carbobenzoxy-hydroxy-amino-acides, le sirop jaune p83le, sans le recris-
talliser, comme dans le cas de la synthése du méthyl-N-acétylglucosaminide
réalisée par MOGGRIDGE et NEUBERGER (322). Nous n'avons pu réaliser la

condensation,

¢ -~ CONCLUSIONS

La préparation, 2 partir de la O-peracétyl-N-acétyl-D-glucosamine,
du dérivé l-bromo-O-peracétylé conduit a des rendements dérisocires, Les com-
posés obtenus sont, en outre, mal définis, Il s'agit de mélanges de faibles
quantités de l-bromo-3,4,6-tri-O-acétyl-N-acétylglucosamine avec des propor-
tions plus importantes de bromhydrate de 1,3,4,6-tétra-Q-acétylglucosamine et
de 1'oxazoline qui se forme 2 partir de ce dernier. Il n'est donc pas surpre-
nant que les préparations que nous avons obtenues, au ¢owrs dtessais que nous
avons réalisés, se soient révélés impropres & lz synthiége deg Neagdtyl-
glucosaminides de la sérine et de la thréonine.

C'est pourqueci nous nous sommes orienté vers la gwnthése du dérivé
acéto-chloré de la N-acétylglucosamine dont la stabilité est supérieure et
dont plusieurs auteurs avaient décrit des proeédés de préparation avee des

rendements satisfaisants.

2 - SYNTHESE DE L'ACETO-CHLORO-N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE
pm—

Plusieurs méthodes de synth2ses de 1l'acétoechloro=N-acétylgluco-
samine ont été décrites qui fournissent, pour|1a plupart, des rendements
de l'ordre de 40 p.l00, Notre choix g'est porté sur le procédé de LEABACK
et WALKER (323) dont le mode opératoire était le plus simple.

a - MODE OPERATQIRE

40 g de O-peracétyl-N-acétyl-De.glucosamine recristallisée sont

suspendus dans 200 ml d'anhydride aeétique. Dans le mélange maintenu a 0°C,
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on fait passer un courant d'acide chlorhydrique gazeux sec (+) jusqu'a dissol.
lution compléte du produit. La solution est maintenue & la température du
laboratoire pendant 16 h, puis additionnée de 500 ml de chloroforme. Le
mélange refroidi est extrait avec deux volumes d'une solution aqueuse
saturée de bicarbonate de sodium ajoutée par petites portions, en refroi-
digsant la mixture sous un courant d'eau froide aprés chaque addition. La
solution chloroformique est ensuite lavée deux fois avec de 1l'eau glacée
(++), séchée sur sulfate de magnésium anhydre, décolorée par le charbon et
concentrée sous pression réduite. On obtient un-sirop qui, extrait avec de
1'éther anhydre sans peroxydes (++), abandonne des cristaux blancs. Ceux-ci
sont dissous 2 chaud dans l'acétate d'éthyle. La solution, filtrée et addi-
tionnée d'éther de pétrole fournit, aprds 24 h a + 4°C, de 1'acéto-chloro-

-N-acétyl-D-glucosamine qui cristallise en "houppes'caractéristiques.

Nota 1 - Nous avons appliqué le méme mode opératoire a la O-peracétyl-N-
-acétylglucosamine obtenue par lyophilisation (voir p.74 ).

2 -~ Chacune des préparations obtenues a &té soumise 2 l'analyse par
chromatographie en couche mince (voir Appendice p.211 ) sur Silicagel dans
le systeme-solvant benzéne/méthanol/chloroforme (85:8:7). La révélation des
composés était effectuée par le rdactif 23 l'acide sulfurique et par le
procédé de TATE et BISHOP (324). Nous avons de cette fagon, suivi la puri-
fication de nos préparations, car le comportement chromatographique de la
"peracétylglucosamine" (RF ¢ 0,18) est nettement différent de celui de

1'acéto-chloro-N-acétylglucosamine (Rp : 0,41).

(+) L'acide chlorhydrique a été préparé par l'action de l'acide sulfu-
rique sur le chlorure de sodium. Il a été desséché par passage dans
de l'acide sulfurique concentré, puis dans une colonne de chlorure
de calcium sec.

(++) Le dérivé acéto-chloré de la N-acétylglucosamine est ineoluble dans
1'eau froide et dans 1l'éther.
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b - RESULTATS
Nous avons rassemblé nos résultats dans le tableau V(p.81) . On
voit que les rendements des préparations effectudes 2 partir de "peracétyl-

glucosamine" recristallisée sont supérieurs 2 ceux des synthdses réalisédes

3 partir de "peracétylglucosamine" lyophilisée., Les meilleurs rendements

ont &été obtenus 2 partir de peracétylglucosamine préparée par notre procédé

gr8ce 2 la présence d'une proportion élevée de l'anomére B (voir p. 74 ).

En outre, les valeurs des rendements, du point de fusion et du pouvoir rota-
toire spécifique correspondent a celles de 1'a-~l-chloro-3,4,6-tri-O-acétyl-

~N-D-glucosamine données par les auteurs.

¢ - CONCLUSIONS

L'acéto-chlorc-N-acétyl-D-gluccsamine se prépare, avec les meil-
leurs rendements, 23 partir de la "O-peracétyl-N-acétyl-D-glucosamine" pré-
parée selon le mode opératoire que nous avons décrit, Elle s'obtient dans
un &tat de pureté trés satisfaisant qui peut &tre aisément défini par 1'ap-
plication de la chromatographie en couche mince. Les rendements &levés que
1'on obtient s'expliquent, comme nous l'avons vu, par la stabilité du dérivé
chloré qui est supérieure 2 celle du dérivé bromé.Toutefois, pour emp@cher
la formation du chlorhydrate de 1,3,4,6~-tétra~0O-acétyl-N-acétyl-D-glucosami-~
ne, on utilisera des solvants anhydres et on évitera l'emploi du nitrométhane
et de l'acétonitrile qui catalysent la conversion principalement en milieu
acide.

En outre, la détermination des constantes physiques du composé
obtenu ncus permet de conclure qu'il s'agit de 1l'a-l-chloro-3,4,6~tri-O-

~acétyl-N-acétyl-D-glucosamine.
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ETAPE 3
Ser————

SYNTHESE DES O-(N-CARBOL7NZOXY) SERYL- ET THREONYL-

0-PERACETYL-B-N~ACETYL-D-GLUCOSAMINIDES

A - PRINCIPE

La synth&se des glycosides est effectude, comme nous l'avons vu
plus haut, par la réaction de condensation, dite de KOENIGS et KNORR, entre
1'halogene d'un ose acéto-halogéné et 1l'hydrogéne d'une fonction alcoolique
portée par un autre composé dont les autres fonctions, susceptibles de réa-
gir, ont &té préalablement protégées. Dans le cas particulier de nos re-
cherhces, la synthése a été réalisée, suivant le schéma III de la figure
21 (p. 67), en condensant l'a-chloro-O-peracétyl-N-acétyl~D-glucosamine avec
les esters barzylicucs desN-carbobenzoxy-sérine et thréonine.

La réaction de condensation s'accompagne d'une inversion de
WALDEN de la fonction glycosidigz, La synth2se d'un pB-glycoside sera donc
effectuée 2 partir du dérivé a-chloré (ou bromé) et celle d'un a-glycoside,
a partir du dériv§J3-chloré (ou bromé). Elle nécessite, en outre, 1l'emploi
de catalyseur qui sont généralement des sels d'argent (carbonate ou oxyde)

ou de mercure (acétate, bromure, chlorure, cyanure ou oxyde mercurique).

B - METHODES

Jusqu'a présent, deux procédés de synthése de N~acétyl-D-gluco-
saminides d'hydroxy-amino-acides ont été décrits. Il s'agit, d'une part, de
la préparation de l'ester méthylique du O-L-géryl-p-N-acétyl-D-glucosaminide
réalisée par JONES, PERRY, SHELTON et WALTON (326) qujlutilisent, comme cata-
lyseurs, l'oxyde d'argent et 1l'iode et, d'autre part, de la synth2se des
O-L-DNP-thréonyl et O-L-Dli?-séryl-B-N-acétyl-D-glucosaminides déerit par
VERCELLOTI et LUETZOW (327).

Nous avens o-~liqué le mode opératoire de JONES et al. et tenté

d'améliorer la méthode en apportant les modifications suivantes :
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-~ Remplacement de 1'oxyde d'argent par le carbonate, puis,
des sels d'argent par des catalyseurs mercuriques ;

-~ Utilisation des esters benzyliques des carbobenzoxy-
~hydroxy-amino-acides au lieu de leurs esters msthyliques.
On évite ainsi la saponification qui provoque une impor--
tante B-élimination car la débenzylation s'effectue par
hydrogénation catalytique.

1 « PROCEDE DE JONES et al. (328) A L'OXYDE D'ARGENT-IODE

Nous avons appliqué le procédé de JONES et al. 3 la gynthése du
glycoside de la sérine et nous l'avons étendu 2 la préparation du glycoside
de la thréonine,

1 g d'a-chloro-O-peracétyl-N-acétyl-D-glucosamine et 700 mg de
N-gambobenzoxy-L~sérine ou L-thréonine (NBC ou PIERCE) sont dissous dans
50 ml de chloroforme pur exempt d'éthanol (voir Appendice ; p.211) addition-
né de 1 ml de diméthyl-sulfoxyde pour faciliter la dissolution des produits.
A 1la solution obtenue, on ajoute 10 g de sulfate de calecium anhydre
("Driérite"), 50 mg d'iode et 1 g d'oxyde d'argent fraichement préparé, Le
mélange est agité, pendant 7 jours, 2 llobscurité et 2 la température du
laboratojre. Il est ensuite filtré sur Celite préalablement imbibée de chlo..
roforme et la filtrat est déecoloré par addition d'une solution saturée
d'hyposulfite de sodium. La phase chloroformique est recueillie dans une
ampoule 2 décanter et on y joint les 3 extraits chloroformiques de la phase
aqueuse.,

La solution chloroformique est enfin concentrée sous pression
réduite 2 35-40°C en un sirop ‘jaunitre que nous avons tenté de cristalliser

en le reprenant dans l'acétate d'éthyle et en ajoutant 3 la solution de

1'éther de pétrole et de 1'éthancl. Les faibles rendements, en produits d'ail-

leurs impurs, que nous avons obtenus nous ont conduit 2 modifier le procédé
de JONES et al., en substituant, 2 l'oxyde d'argent et 2 1l'iode, le carbo-

nate d'argent pour essayer d'améliorer la méthode.
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2 - PROCEDE PERSONNEL AU CARBONATE D'ARGENT

Nous avons appliqué a la synthése du N-acétylglucosaminide de la
sérine et de la thréonine un mode opératoire qui est identique au précédent,
a la différence prés que l'oxyde d'argent et 1'iode,sont remplacés par 5 g
de carbonate d'argent préparé extemporanément suivant le protocole déerit
dans 1l'Appendice (p. 211). Cette modification n'a pas apporté d'amélioration

sensible des rendements et de la pureié des produits.

3 - PROCEDE PERSONNEL AUX SELS MERCURIQUES

a - Condensation avec les N-carbobenzoxy-amino-acides

Dans un mémoire récent, SCHROEDER et GREEN (329) ont décrit un

procédé de préparation d'alkyl-p-glucosides par condensation de 1l'acéto-a-
~-bromo-glucose avec des alcools, en présence d'oxyde jaune de mercure et de
bromure mercurique. Selon les auteurs, le procédé fournit des rendements
tras élevés grice a une régénération permanente du bromure mercurique CEMN —
sidéré comme le catalyseur de la réaction, par action sur l'oxyde mercuri-
que de l'acide bromhydrique 1ibéré au cours de la condensation de KOENIGS
et KNORR.

La méthode présente, en outre, l'avantage d'@tre plus rapide,
moins onéreuse et de ne pas exiger 1'obscurité. C'est pourquoi, nous avons
tenté de l'appliquer 2 la préparation du O-séryl-N-acétylglucosaminide en
remplagant le bromure mercurique par le chlorure mercurique puisque le com-
posé de départ était, non pas le dérivé a-bromé, mais le dérivé a-chloré de

la O-peracétyl-N-acétyl-D-glucosamine,

Le mode opératoire est le suivant :

#0 mg de N-carbobenzoxy-L-sérine ou L-thréonine, 100 mg de chlo-
rure mercurique sont dissous dans 30 ml de chloroforme pur (voir Appendice ;
p.211 ), A la solution cbteme obtenue et additionnée de 5 g de Driérite
et de 1 g d'oxyde jaune de mercure, on ajoute 1 g d'a-chloro-O-peracétyl-N-
~acétyl-D-glucosamine dissous dans 20 ml de chloroforme pur. Aprés une agi-

tation continue de 60 a 90 h, le mélange est filtré sur Célite, concentré
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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, a 30 -35°C,
jusqu'a obtenir un sirop qui est purifié par chromatographie sur colonne

(3 X 50 c) de silice (*s3ilicagel frangais'") TOUZART et MATIGNON ; 'mesh" 100-200)
L'élution est effectuée par le passage de 500 ml d'un mélange de benzéne et de
chloroforme (9:1) qui élimine les dérivés acétylés de la glucosamine,puis de

1 500 m1 d'un mélange de benzdne , de chloroforme et de méthanol (9:1:1) 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 présence des N-carbobenzoxy-
dérivés libres de la sérine et de la thréonine ne géne nullement la préparation
puis 1l'isolement des O-séryl et O-thréonyl-N-acétylglucosaminides, nous utili-
sons, dans la 4é étape, la seconde fraction native,

Ce procédé, comme le précédent, n'a pas augmenté les rendements et la
qualité des préparations. Finalement, nous nous sommer arrété 2 une néthode qui n'amé-
liore pas le rendement de la glycosidation, mais qui permet d'éviter, comme nous
1'avons précisé plus haut (voir p. 83 ) des pertes au cours de 1'élimination de
tous les substituants des 0-hydroxy-amino-acides-N-acétylglucosaminides.

Le mode opératoire consiste & remplacer l'ester méthylique des N-carbo-
benzoxy-amino~acides par 1l'ester benzylique. En effet, 1l'élimination du "reste
benzylique" s'effectue par 1l'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, 23 la différence
prés 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 benzéne (redistillé sur Ca0), on ajoute 10 ml d'alcool benzylique redistil-
16 et 0,75 g d'acide p-toluéne sulfonique. Le mélange est maintenu, pendant 3 h,

3 1'ébullition 2 reflux, dans un appareil de DEAN et STARK, qui permet
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d'éliminer l'eau sous forme d'azéotrope avec le benzgne. Aprés refroidisse- .
ment, la solution est lavée deux fols avec une solution aqueusede bicarbonate
de potassium & 5 p.100, puis séchée ensuite sur sulfate de sodium anhydre, et
enfin évaporée sous pression réduite 2 40°C. L'excés d'alcool benzylique est
éliminé par plusieurs co-distillations avec le chloroforme. L'ester benzylige
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 systémes-solvants :
benzéne/chloroforme/méthanol (85:7:8) et n-butand/acide acétique/pyridine/

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, que
quel que soit le procédé de synthése 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 synthése 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 contr8le 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 carbobenzoxylés des hydroxy-amino-

acides et les N-acétyl-glucosaminides,

(+) Nous avons aussi appliqué, sans obtenir de résultats plus satisfaisants,
les procédés d'ANGYAL et SHELTON (332) (condensation avec les O-trityl-
dérivés de la sérine et de la thréonine) et de DEREVITSKAYA et al. (333)
(condensation dans le benzene, 2 reflux, en présence de carbonate d'ar-
gent).
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Tableau VI

Comportement chromatographique sur couche mince des N-carbobenzoxy-

sérine et thréonine et de leurs esters benzyliques.

R, ()

Composés Systéme-solvant a | Systéme-solvant b
N-carbobenzoxy~sérine 0 0,60
N-carbobenzoxy~thréonine 0 0,70
Esters benzyliques :

N-~carbobenzoxy~-sérine 0,40 0,90
N-carbobenzoxy-thréonine 0,45 0,90

(+) Systéme solvant a : benz2ne/chloroforme/méthanol (85:7:8).

Systéme-solvant b : n-butanol/acide acétique/pyridine/eau (15:3:10:2).
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2 - D'aprés l'intensité des taches de ces derniers, nous avons pu estimer

les rendements des préparations et nous parvenons & la conclusion que les
sels mercuriques sont les catalyseurs les plus satisfaisants. Une meilleure
précision est obtenue A 1l'examen des électrophorégrammes des hydrolysats
chlorhydriques partiels (voir p.60 ) qui fournissent des quantités variables
de O-séryl ou de O-thréonyl-glucosaminide. On &limine, de cette maniére,
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 dé la
carbobenzoxysérine (procédés de JONES et al., d'ANGYAL et SHELTON, de DEREVITS-
KAYA et al., et trois procédés personnels) nous permettent de conclure 2 la
plus grande efficacité des catalyseurs mercuriques. Toutefois, les rendements
restent trés faibles. Ce résultat s'explique par la faible réactivité des
dérivés chloro-acétylés des oses comparée a 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 du -
cription par FLOWERS et JEANLOZ (334) d'un procédé de synthése d'un N-acé-
tylglucosaminide (le N-acétylglucosaminido-l,6-acide N-acétylmuramique) 2
partir de 1'®-bromo-N-O-peracétylglucosamine, Nous avons, en effet, appliqué
sans obtenir de meilleurs résultats, la méthode de FLOWERS et JEANLOZ dont
le principe est le suivant : préparation de 1l'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.
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ETAPES 4 et. 5

PASSAGE AUX 0-SERYL et O-THREONYL
= B-N-ACETYL-D-GLUCOSAMINIDES

S ————

A - PRINCIPE

Le passage des esters benzyliques des N-carbobenzoxy-0O-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 1l'acide aminé

gui sont réalisées simultanément par hydrogénation catalytique ;

2 - La O-~désacé t'ylation de la fraction glucidique qui est effec-
tuée par saponification sans provoquer de rupture de liaisons O-glycosidi-
ques par f-élimination 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

Nous avons appliqué le procédé de réduction catalysée par le charbon
palladié décrit par JONES et al (335). Le mode opératoire est le suivant :

250 mg d'ester benzylique du N-carbobenzoxy-O-peracétyl dérivé
sont dissous dans 4 ml d'un mélange d'éthanol et d'acétate d'éthyle (4:1)
(v:v). 200 mg de charbon palladié & 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 3 36 h sous une faible pression
d'hydrogeéne (quelques cm de mercure) et filtré, Le filtrat, auquel on
ajoute les solutions éthanoliques provenant du lavage du charbon, est con-
centré a siccité sous pression réduite, & la température du laboratoire, Le

résidu sec est dissous dans 2 ml d'eau.
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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, grlce 3 l'analyse chromatographique, que cette derniére était
incompléte, Elle s'achevait au cours de la déméthylation du carboxyle de
1'amino-acide par saponification, mais cette dernidre entrainait naturelle-
ment, la rupture de nombreuses liaisons glycosidiques parf-élimination et

une baisse de rendement importante.

2 - 0O-~désacétylation

La saponification des fonctions O-acétylées peut &tre spécifique-
ment réalisée de deux maniéres
a - par la soude diluée 0,1 N & 20°C pendant 30 3 60 mn, la purification de
1'hydrolysat étant ensuite effectuée par un passage sur échangeur de cations
(Dowex 50 X 8 ; forme acide)
b - par le méthylate de sodium 1 2 2 N (uitippermiisemmemmmedds) 3 0-4°C,
pendant 15 & 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'é&lution des résines par une

solution ammoniacale 3 5 p.100 (v:v) sont é&vaporées sous vide & siccité,

C - CRITERES 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 &té 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
gensible de 1l'électrophorése.

Les électrophoréses ont été effectuées, dans des cuves "en toit",
sur du papier Arches 304, avec une solution aqueuse d'acide acétique et
d'acide formique (80 : 15 : 5) de pH 1,5 (solution 4'ATFIELD) (336), sous

une tension de 10 V/em pendant 4 h,
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la révélation des é&lectrophorégrammes a été effectuée & l'aide
des réactifs suivants (voir Appendice ; p.211)

1 - Réactif a la ninhydrine 2 1 g p.100 ml d'acétone, spécifique
des fonctions amine,.

2 - Réactif 2 l'oxalate d'aniline de PARTRIDGE, spécifique des
oses,

3 -~ Réactif d'EHRLICH "indirect" au p-diméthylaminobenzaldéhyde,
spécifique des N-acétylosamines.

4 - Réactif de TATE et BISHOP (337) 2 1l'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 pous ont pas donné satisfaction car
elles conduisent 2 des rendements trés 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 méme 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 hétérogenes (Fig. 22 ; p. 92). Elles renferment, en effet, 5 constitu-
ants dont les vitesses de migration électrophorétique, rapportées a la vites

se de migration de la sérine ou de la thréonine, sont les suivantes :

Constituants 1 : 1
2 0,82 a 0,89
3 0,74 a 0,78
4 : 0,63 a 0,65
5 : 0,28 a 0,29
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Electrophorése a pH 1,5 des préparations brutes (P) de O-N-acétylglucosami-
nides de la sérine (ou de la thréonine), T : solution-témoin renfermant de
la sérine, de la thréonine et de la glucosamine (tache n°l), de la N-acétyl-
taches n°2, 3 et 4 correspondent 2 différents
glycosides (voir texte ; p.4A ). Révélation par différents réactifs.
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Les 5 constituants ont été isolés par électrophorése préparative
sur papier effectuée dans les conditions décrites plus haut et soumis 2

diverses analyses dont les résultats ont été les suivants

Le composé 1l est l'hydroxy-amino-acide qui a été libéré au cours de 1l'hy-

drogénation., En effet, avant et aprés hydrolyse chlorhydrique (HC1l 5,6 N,
a 105°C, pendant 24 h), il possede et comserve le comportement chromato-
graphique, étudié a l1'Autoanalyseur Technicon, de la sérine ou de la thréo-

nine,

Le composé 2, ninhydrine et oxalate d'aniline positif, est constitué de

glucogamine et de sérine (ou de thréonine) dans les proportions molaires

1 : 1, I1 a été obtenu en quantité trop faible pour que nous ayons pu pour-
suivre 1'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 posséde le
méme 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 ).

Le composé 3 , ninhydrine et oxalate positif, est constitué de glucosamine

et de sérire (ou de thréonine) dans les proportions molaires 1 : 1, La li-
bération, sous l'action de B-N-acétyl-D-glucosaminidases spécifiques (+),
de N-acétylglucosamine, nous permet de conclure qu'il s'agit de N-acétyl-

-B-D-glucosaminide de la sérine (ou de la thréonine).

Le composé &4, qui existe en trés faible proportion, est en cours d'étude, Il

s'agit vraisemblablement de l'anomére ® car sa composition est identique &

celle du composé 3.

Le composé 5 est la N-acétylglucosamine dont il posséde le comportement

chromatographique, Hydrolysé par l'acide chlorhydrique 4 N pendant 4 h 2

100°C, il fournit de la glucosamine,

(+) Les préparations enzymatiques nous ont été aimablement fournies par
les Professeurs BUDDECKE et GHUYSEN 2 qui nous adressons nos vifs
remerciements,
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E - PURIFICATION DES O-SERYL et O-THREONYL-(3-N-ACETYLGLUCOSAMINIDES

Les résultats précédents nous permettaient d'envisager l'isolement
des glycosides,par dlcctrophorésc préparative sur papier, puisque ceux-ci
n'étaient pas accompagnés, sur les électrophorégrammes, de substances para-
sites.

Les électrophoréses préparatives ont été éffectuées, 2 pH 2,4,
plus favorable pour effectuer les &électrophorégrammes préparatifs car il in-
dividualise mieux les N-acétyl-glucosaminides, que le tampon de pH 1,5.
Aprés séchage 2 l'air ambiant des électrophorégrammes, les bandes correspon=-
dant au composé 3 ont été découpées et &éluées avec de l'eau distillée. Les
solutions d'élution ont été rassemblées et évaporées 2 siccité par lyophili-
sation. Les contrdles électrophorétiques et chromatographiques de pureté que
nous avons effégtués montrent que les préparations obtenues donnent toujours
une'seule tache dans les systémeé—tampona de pH 1.5, 2+4 et 3,9 et dans les
systémes-solvaﬁts suivants :

_n-butanol/acide acétique/ eau (4:1:5)

pyridine/acétate d'éthyle/eau (1:2:2).

Sur ce critére de pureté, -que nous ne considérons évidemment pas
comme un critére absolu-, nous avons fondé notre expérimentation concernant

les propriétés des O-séryl et O-thréonyl- R -N-acétyl-D-glucosaminides.

CONCLUSIONS

La réaction de condensation de KOENIGS et KNORR appliquée a
1' g~chloro-O-peracétyl-N-acétyl-D-glucosamine et aux esters benzyliques des
N-carbobenzoxyles de la sérine ¢t de la thréonine, suivie d'une hydrogéna-
tion catalytique:et d'une saponification, fournit les 0-séryl ct O-thréonyl-
-R-N-acétyl-D-glucosaminides dont la purification est réalisée par &lectropho-
rése préparative. On obtient, de cette maniére, des composés électrophoré-
tiquement et chromatographiquement homogeénes dont les caragtéristiques sont

les suivantes
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1 - Ils sont composés de glucosamine et de sérine (ou de thréonine)
en proportions équimolaires . ;
2 - Ils gout hydrolyeds par des B -N-acétyl-D-glucosaninidages spécifi-

ques en N~acétyl-D-glucosamine et en sérine (ou thréonine).

Les rendements sont malheureusement trés faibles et ne dépassent
pas 1 p.100, Seule, la mise au point d'un procédé de condensation & partir

du dérivé bromé de la glucosanine sera susceptible de les améliorer.,

11 - ETUDE DE QUELQUES PROPRIETES DES O-SERYL et O-THREONYL-
B-N-ACETYL-D-GLUCOSAMINIDES

Pa

Nous avons limité notre étude des caractéristiques des O-séryl et
O-thréonyl-f -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 1'ovomuccide. Nous avons précisé plus haut
(voir p. 57 ) le probléme et nous rappellerons qu'il s'agissait essentiel-
lement de démonter s'il existait, dans 1l'ovomucoide, -et plus particuliére-
ment, dans les glycoprotide (-, des liaisons O-thréonyl-N-acétyl-glucosami-

nidiques. Les points cssentiels concernaient :

1°) La stabilité vis-a-vis de 1'acide chlorhydrique des liaisons
glycosidiques et des groupements "acétamido" des glycosides, de maniére 2

prévoir l'existence du O-thréonyl-glucosaminide dans les glycoprotide. Pr1,

2°) Le comportement électrophorétique des glucosaminides pour
savoir si le O-thréonyl-glucosaminide pouvait accompagner l'asparaginyl-

glucosamine dans le glycoprotide 1.

3°) Le comportement de la liaison glycosidique des N-acétyl-gluco-
saminides vis-a-vis de la soude afin de préciser si l'inactivité de cette
dernidre sur le glycoprotide 3 pouvait permettre, sans erreur d'interpréta-

tion, de conclure & l'absence de liaison O-glycosidique dans 1'ovomucoide.
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4°) Le comportement de la liaison glycosidique au cours des réac~

tions de dégradation d'EDMAN,

L]
5°) L'action de 1l'hydrQ@¥ne sur les N-acétylglucosaminides.

1°) COMPORTEMENT CHROMATOGRAPHIQUE ET ELECTROPHORETIQUE

Nous avonsg 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 électrophorégrammes ont &té effectués dans des cuves "en toit",

sur du papier Arches 204, a 10 V/cm pendant 4 h, dans des solutions de pH

différents : _
pH 1,5 : acide formique/acide acétique/eau (5:15:80) (ALTFIELD) (338)
pH 2,4 : acide acétique 1 N

pH 3,9 : pyridine/acide acétique/eau (3:10:387) (MICHL) (339)

Les chromatogrammes ont été effectuds sur papier Whatman n°l dans

les systémes-colvants suivants :
n-butanol/acide acétique/eau (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. 97) et précisés dans le tableau VII (p. 98), Ils peuvent &tre résumés

de la maniére suivante :

1 - En électrophorése, les N-acétylglucosaminides se comportent comme des

substances"neutres" et accompagnent toujours les acides aminés "neutres". Au
contraire, les glucosaminides eux-mé@mes poss@dent une vitesse de migration

cationique inférieure & celle de la glucosamine.
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Figure 23

Electrophorase 3 pH 2,4 et 3,9 (en haut) et chromatographie {(en bas) dans les
systimes-solvants pyridine/acétate d'éthyle/eau (1:2:2) et n-butanol/acide acé-
tiquefeau (4:1:5) de la sérine (Ser); de la thréonine (Thr), de la glucosamine
(GlcNH,), des 0O-N-acétyl-glucosaminides de la sérine (Glc¥Ac=-Ser) et de la thré-
onine %GlcNAc-Thr) et de leurs produits de N-désacétylation (GIcNHz—Ser 3 GlcNHz—

Thr). Révélation par le réactif 2 la ninhydriune,

L6



Tableau VII

Systémes-solvants
A () B (++)
Composés
R Sérine R Thréonine R Sérine R Thréonine
Sérine 1 0,75 1 0,76
Thréonine 1,31 1 1,37 1
Glucosamine %4a@® chlorhydrate 0,87 0,66
Pers 1,15 0,85 2,44 L, 72
O-séryl-N-acétylglucosaminide 0,56 0,43 0,72 0,53
O-thréonyl-N-acétylglucosaminide 0,68 0,52 0,92 0,62
O-séryl-glucosaminide 0,28 0,21 0,32 0,24
O-thréonyl-glucosaminide 0,34 0,26 0,25 0,18
(+) n-butanol/acide acétique/eau  (4:1:5)
(++) pyridine/acétate d'éthyle/eau (1:2:1)

86
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2 - Les études chromatographiques permettent d'énoncer les régles suivantes :

a - Le O-thréonyl-glucosaminide migre plus lentement que le
O-séryl-glucosaminide. La régle est inverse dans le cas des dérivés N-acétyl-
glucosaminidiques.

b - La vitesse de migration des glycosides est toujours inférieure
a4 celle de chacun des deux constituants : 1l'osamine et 1'hydroxy-amino-

acide,

2°) ACTION DE L'ACIDE CHLORHYDRIQUE

Nous avons &tudié la stabilité des 0-séryl et O-thréonyl-f-N-
-acétylglucosaminides dans l'acide chlorhydrique 1,5 N, pendant des temps
variant de 15 a2 90 mn. Notre but était de vérifier si, dans les conditions
d'hydrolyse (par HC1 1,5 N, a 100°C, pendant 90 mn) du glycoprotide f
d'ADAM~CHOSSON isolé des hydrolysats pronasiques de l'ovomucoide (voir
p. 52 ), pouvait se former un composé de comportement électrophorétique
identique & celui du glycoprotide BI et qui serait le O-thréonyl-glucosami~ . -
nide. Il s'agissait donc d'étudier la stabilité vis-a-vis de l'acide chlo-
rhydrique de la liaison glycosidique et de la fonction "acétamido" dev
~acétyl-glucosaminides de la thréonine (et de la sérine, pour généraligepify,
les résultats).

A - MODE OPERATOIRE

Une solution de 1 & 2 mg de O-séryl ou de O-thréonyl-N-acétyl-
glucosaminide dans 0,25 a2 0,50 ml d'acide chlorhydrique,1,5 N est mainte-
nue & 100°C, A des intervalles de temps é&chelonnés entre 15 et 90 mn, des

prélévements sont effectués et soumis a 1l'analyse électrophorétique a pH

2,4, Les composés étaient révélés par le réactif a2 la ninhydrine a 1 p.100.
B - RESULTATS

Les résultats que nous avons obtenus sont illustrés par la figure
24 (p. 100). On voit que, légerement en arriére de la tache de la glucosa-
mine, subsiste aprés 90 mn d'hydrolyse, un composé de comportement cationi-

que que nous avons isolé par électrophordse préparative. L'analyse
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Figure 24

Tlectrophorese a pH 3,9 du composé P 1 d'ADAM-CHOSSON d'hydrolysats chlo-
rhydriques (HC! 1,5 N ; 100°C ; 1,5 h) des O-sérvl (GleNAc-Ser) et O-thré-
onvl-N-acétviglucosaminides (GleNAc-Thr) et du N-B-aspartyl-N-acétyl-glucosa-
minviamine (3lcNAe~Asn) Asp : aspartique ~ "Neutres" :

: composés "“neutres"
{sérine, thréonine, N-acétvlglucosaminides intactes) ; GleNH, : glucosamine.

T.a flzche indique 1'emplacement des O-séryl et O-thréonyl-glucosaminides et
e la M-P-aspartvl-glucosaminylamine. Révélation par la ninhydrine.
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chmmatographique, 2 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 B de 1l'ovo-
mucoide, les O-séryl et O-thréonyl-N-acétylglucosaminides sont N-désacétylés
et le proton de la fonction amine libérée, par un effet protecteur vis-a-
vis de la liaison glucosaminidique, stabilise cette derniére, Cet effet
s'ajoute 3 celui de la fonction amine 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 ol la totalité des liaisons glucosidiques
sont coupées par une hydrolyse acide, il persiste 80 p,100 de O-hydroxylysyl-
-galactoside. Un résultat identique a été obtenu par DEREVITSKAYA et al,
(343) au cours de 1l'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 (347)), 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 2 celui de 1l'asparaginyl-glucosamine, cos deux composés

peuvent donc coexister dans le glycoprotide P I d'ADAM-CHOSSON.
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3°) ACTION DE LA SOUDE

Nous avons vu (p.56 ) que le glycoprotide B 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
1'existence de ce type de liaison et les schémas de structure b de la figure
18 (p. 51). En effet, selon l'hypothése émise par certains auteurs (HARBON
(348), HARTLEY et JEVONS (349)), les O-glycosides de composés hydroxylés en
8 d'un carboxyle ne seraient dégradés par la soude que si ce dernier est
bloqué. |

Pour vérifier cette hypothése, 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 § -N-ACETYL-D-GLUCOSAMINIDES DE LA SERINAMIDE ET DE LA
THREONINAMIDE

~1 -~ PRINCIPE. Dans un premier temps, les O-séryl et O-thréonyl-8 -N-acétyl-
glucosaminides sont estérifids par le méthanol anhydre en présence de chloru-
re de thionyle, selon le procddé général de SOKOLOVSKY, SADEH et PATCHORNIK

(350), Le mécanisme de la réaction est le suivant :

cl O CcH

3
oe_s/ +- 2 CH,0H —> oe_s/ + 2 HC1
\01 S0 e
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OCH (]

A\

puls O(—-—-—S\ + 2 HOOC — R —> 2 R-C\ +SO3H2
OCH OCH

L'amidation est réalisée dans un second temps par action, sur les
esters, de la butylamine que nous avons choisie, préférentiellement a 1'é-
thylamine, trop volatile et 2 l'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 4 100 mg de substance (+) sont dissous dans

5 2 50 ml de méthanol anhydre. A la solution refroidie a -5°C, on ajoute,
goutte 2 goutte, 0,15 & 1,50 ml de chlorure de thionyle prélablement refroi-
di a -20°C. La réaction exothermique él2ve la température 2 +13°C. Le
mélange est maintenu & la température ambiante pendant 4 h sous agitation
constante. Il est ensuite concentré sous vide 2 la température du labora-

toire, a l'abri de toute trace d'eau,

b ~ Amidation.Le résidu sec est traité par 0,2 2 2 ml de n-butyl-

amine, et la solution obtenue est évaporée 2 siccité, aprés 24 h d'action
a 20°c.

3 ~ RESULTATS

L'analyse électrophorétique (pH 3,9 ; 400 V/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 possddent une vitesse de migration anodique nettement supérieure 2a

(+) Le procédé est applicable 2 n'importe quel glycoprotide (voir p.156),
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celle de leurs homologues non amidés. Les migrations relatives, calculées

par rapport a la glucosamine, sont, en efet, les suivantes :

glucosamine 1

N-acétylglucosaminides de la sérinamide
et de la thréoninamide 0,70

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

1 - MODE OPERATQIRE

1 3 2 mg de 0-séryl (ou de O-thréonyl) N-acétylglucosaminide ou
de son dérivé amidé sont dissous dans 1 ml d'une solution aqueuse 0,1 N
en soude et 0,3 N en borohydrure de sodium. Le mélange est maintenu pendant
24 h 2 la température du laboratoire, Il est ensuite additionné d'acide
chlorhydrique jusqu'a une concentration 5,6 N et porté au bain-marie

bouillant pendant 3 h, L'hydrolysat est évaporé a siccité sous vide et ana-

lysé a 1l'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 liaisom
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 2 rapprocher de ceux de DEREVITSKAYA et al.
(351) qui ont démontré que le O-glucoside de la N-carbobenzoxy-L-sérine
était stable a pH 11, pendant 24 h a 37°C, que, dans les memes conditions
expérimentales, la méthylamide correspondante était dégradée dans la pro~

portion de 95 p.100,

3 - DISCUSSION

MECANISME DE LA " g-ELIMINATION" (+)

Les résultats que nous avons obtenus nous permettent d'expliquer

(+) Voir la revue générale de BALLOU (352).
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Figure 25

Chromatographie 2 1'Auto-analyseur Technicon des hydrolysats
chlorhydriques (HC1 5,6 N ; 24 h 2 100°C). A : schématisation des ré-
sultats obtenus avec les N-acétylglucosaminides de la sérine, avant et
aprds l'action de la soude, et de la sérinamide avant 1l'action de la
soude. B : du O-sérylamide-N-acétyl-D-glucosaminide apr2s hydrolyse
sodique par NaOH 0,1 N 2 20°C pendant 24 h, en présence de borohy-

drure de potsssium 0,3 N, Ser : sérine ; GlcNHz ¢ glucoaamine ;
GlcNHzitol ¢ glucosaminitol.
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la rupture des liaisons 0O-séryl et O-thréonyl-glycosidiques sous l'action
de la soude ét de préciser les conditions dans lesquelles cette rupture
s'effectue,

La grande labilité, en milieu alcalin, des glycosides de composés
B-hydroxy-carbonylés est bien connue depuis les travaux de KUHN et LOW (353)
et d'ISBELL (354) et 1l'on sait depuis longtemps, que les composés suivants

réduisent 2 chaud la liqueur de Fehling.

CH 0
| [
I Gle - 0 — CH— CHi—- c ——-OCH3
s
I1 Gle 00— CH— CH2 NH C6H5
I
I1I Tétra~acétyl-Gle — 0O — 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 "B-élimination". Par exem-
ple, le traitement du composé 111 par une solution méthanolique de méthoxyde
de baryum 0,003 M a la température ordinaire fournit du glucose et la méthyl-
-vinylcétone .

0

I

CHZ::::CH——* C -~CH3

Dans les mé@mes conditions expérimentales, le 3-céto-l-butanol lui-méme n'est
pas modifié, La "B -élimination" implique donc la substitution de 1'hydroxyle
du composé B ~hydroxy-carbonylé (+). En outre, suivant certains auteurs
(HARBON, HERMAN-BOUSSIER et @LAUSER (355) ; HARTLEY et JEVONS (356)), -et
particuliérement dans le;éas 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., Toutefoih, cette hypothése n'avait pas
regu de confirmation au g-oment ol nous avons entrepris nos travaux et nous

nous sommes attaché 2 1la 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

(+) La substitution doit &tre, comme nous le verrons plus loin, effectuée, en
outre, par un composg électrophile,



107

double induction électrophile. Elle peut 2tre découposée en’ plusieurs gta-

pes quc nous avong ilustrées dans lo figure 24 (p. 108).

lere étape (Fig. 26 a). La substitution d'une fonction hydroxylée,
placée en position {5 d'un carbonyle ("B-hydroxyle"), par un composé qui rend
électrophile 1'oxygéne de liaison, -comme, par exemple, un reste "glycosyl"-,
induit la délocalisation du doublet 6mét provoque l'apparition d'une charge
positive partielle sur le carbone qui la porte, Quand, en outre, le milieu
est basique, les cations alcalins induisent une délocalisation du doublet
Tde la fonction carbonyle qui s”“énolise et dont le carbone se charge élec-

tropositivement.

2& étape (Fig. 26 b). L'ionisation des carbones "B" et "carbonylé"
provoque un appel d'électrons de 1l'hydrogéne du carbone "a" (Fig. 26 a) vers
celui-ci. Cette délocalisation se traduit par l'élimination du proton et par

1'apparition d'un carbanion.

3& étape (Fig. 26 c). Finalement, la molécule se stabilise par une
série de délocalisations d'électrons : -"désionisation" de la fonction carbo-
nyle par attraction du doublet par le carbonium et régénération de la liaison
“fT; -transfert des électrons du carbanion sur le carbone B avec formation d'une
liaison " , avec rupture concommitante de la liaison C—- 0 et libérationm,
sous la forme d'un anion, du groupement électrophile ( d'un glycosyloxy-anion,

dans le cas particulier que nous avons choisi).,

4 -~ CONCLUSIONS

a - Nous avons vérifié expérimentalement 1l'hypothése émise par

HARBON et al. (357) et par HARTLEY et JEVONS (358) selon laquelle le groupement

carboxylique de la sérine etde la thréonine O-glycosidée doit 2tre bloqué pour
que s'exerce l'action de la soude sur la liaison glucide-amino-acide. Ce résul=-
tat original présente un int2ret fondamental dans 1'étude de la nature de la
liaison glycanne-protide. En effet, nous avons démontré que si le groupement
carboxylique de l'hydroxy-amino-acide O-conjugué au glucide est libre, une
grave cause d'erreur d'interprétation d'un résultat négatif de l'action de la .
soude peut &tre commise. Pour 1'éviter, les glycoprotides renfermant des
B-hydroxy~amino-acides doivent 8tre systématiquement amidés avant de faire
agir la soude, de manidre 3 bloquer le groupement carboxylique éventuellement

libre d'un hydroxy-amino-acide O-conjugué a un glycanne.
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(b)

(c)

Nota

R H 0
1
R
Glycosgide 0O -—CH— C —-~-C«-~-—-—R3
R
OH Na+
G;ygqside o é—-fH-—— T.__ C — R3
B R
OH Na©
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Figure 26

Mécanisme général de la "B-élimination".
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La formule b correspond 2 une forme "limite" de la formule a,
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b - Dans le cas des glycoprotides B et BI d'ADAM-
CHOSSON, on voit que l'ambiguité subsiste puisque la stabilité vis-a-vis de
la soude de ces composés, -en particulier, du composé B I-, fdélimine pas
pour autant les schémas b de la figure 18 et l'existence d'une liaison
O-glycosidique de la thréonine. En effet, la résistance de cette derniére peut

parfaitement s'expliquer par la non-substitution du groupement carboxylique.

4° - COMPORTEMENT DE LA LIAISON
GLYCOSIDIQUE AU COURS DES
REACTIONS DE DEGRADATION D'EDMAN

La réaction d'EDMAN de dégradation récurrente des chaines peptidi-
ques est fréquemment utilisée pour étudier les modalités de l'attache glycanne-
protide. Nous verrons plus loin (p. 142 ) que, dans certaines conditions, l'ac~
tion de 1l'isothiocyanate de phényle s'exerce sur l'amino-acide conjugué au
glycanne et fournit un glyco-PTH-amino-acide dont la formation apporte des ré-

sultats extré@mement précieux sur les modalités de 1l'attache glycanne-protide.
I1 était donc intéressant, d'une part, de vérifier si la liaison O-glycosidi-
que des B-hydroxy-amino-acides restait stable au cours des réactions de pro-
duction des glyco-PTH-amino-acides et, d'autre part, d'étudier le comportement

chromatographique de ces composés.

A - MODE OPERATOIRE

Nous avons limité nos recherches au O-PTH-séryl-N-acétylglucosa-
minide que nous avons préparé en appliquant le mode opératoire de KONIGSBERG
et HILL (359 ) décrit dans l'Appendice technique (p. 211). Nous avons é&tudié
le comportement des composés obtenus, en chromatographie sur papier Whatman

n°l, dans le systéme-solvant n-butanol/acide acétique/eau (4:1:5).

B - RESULTATS

1 - Nous avons obtenu, avec un bon rendement (70 p.l00 environ)
la O-PTH-séryl-N-acétylglucosaminide, Celle-ci est accompagnée d'une faible
quantité de N-acétylglucosamine et de PTH-sérine formées, vraisemblablement
au cours de la cyclisation, par les acides acétique et chlorhydrique, du phé-

nylthiocarbanyl-dérivé, a causede la grande labilité des liaisons N-acétyl-
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glucosaminides en milieu acide.

2 - Nous avons rassemblé, dans les tableau VIIT (p.111 ), 1les

résultats des analyses chromatographiques.

C - CONCLUSIONS

Les liaisons O-glycosidiques des hydroxy-amino-acides sont suf-
fisamment stables dans les conditions de la réaction d'EDMAN pour que celle-ci
puisse &tre appliquée & la préparation de 0-PTH-séryl et de O-PTH-thréonyl-

~-glycannes.

5% - ACTION DE L'HYDRAZINE
SUR LES N-ACETYL-GLUCOSAMINIDES

L'hydrazinolyse est couramment appliquée a 1l'étude de la stucture
des glyeoprotides (voir p.48 ). Il était donc important de préciser l'action
de l'hydrazine sur les liaisons O-glycosidiques.

Nous avons observé que, dans les conditions d'hydrazinolyse dé-
crites dans 1'Appendice technique (p.211), les O-séryl et O-thréonyl-N-
~acétylglucosaminides étaient simplement N-désacétylés et que la liaison gly-
cosidique restait stable., Ce résultat a &été obtenu en appliqeant aux produits d
de la réaction l'analyse électrophorétique suivant le protocole '
page. 99,

Cette observation, -parfaitement prévisible puisque l'action
lytique de l'hydrazine sur les liaisons esters et amides est bien connue-,
est du plus haut inté&r@t. On posséde, en effet, avec l'hydrazinolyse un excel-
lent moyen de discriminer lesliaisons de type O-glycosidique des liaisons de
type amide, ~comme dans la N-(B-aspartyl)-glucosaminylamine. En effet, dans le
cas de ce dernier composé, la liaison "asparaginyl" est coupée par l'hydrazine
qui libére de 1'asparthydrazide et des dérivés mal définis de la glucosamine.
Sur ce principe, YOSIZAWA, SATO et SCHMID (360 )sont parvenus a détacher les
glycannes de l'orosomucoide, sans que le procédé am@ne, toutefois, le moindre

résultat sur la nature de l'ose et de l'adide aminé engagés dans la liadison.
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Tableau VIII

Comportement chromatographique du O-séryl-N-acétylglucosaminide

et de son dérivé phénylthiohydantoinique.

Composés Rgor (a) (b) (c)
Sérine 1 - -
PTH-sérine 5,6 + -
N-acétylglucosamine 1,5 - +
0-séryl-N-acétylglucosaminide 0,56 - (+
O-PTH-séryl-N-acétylglucosaminide 3,3 - 4,5 + +

(a) Systéme-solvant : n-butanol/acide acétique/eau (4:1:5).

(b) Révélation par le réactif 2 1'azoture de sodium-iode de CHERBULIEZ et al.

(361 ).(voir Appendice technique ; p. 211 ).

(e) Révélation par la réaction d'EHRLICH "indirecte" (voir Appendice

technique ; p. 211).
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III ~ CONCLUSIONS GENERALES

Les conclusions générales que nous pouvons tirer de l'ensemble
de nos recherches sur les O-séryl et O-thréonyl-N-acétylglucosaminides sont

les suivantes :

1 - Nous avons mis au point des procédés originaux de synthése ou de prépara-
tion de glycosides qui n'avaient pas encore été réalisés jusqu'a présent. Il
s'agit des composés suivants dont nous avons, en outre, précisé les comporte-

ments chromatographiques et électrophorétiques :

le O-thréonyl-B~N-acétyl-D-glucosaminide

le O-sérylamide-P-N-acétyl-glucosaminide

le O-thréonylamide-p-N-acétyl-glucosaminide
le O-séryl-B-D-glucosaminide

et le O~thréonyl-B-D-glucosaminide,

La préparation de ces substances est décrite pour la premiére fois puisque
les seuls glycosides d'hydroxyamino-acides dont la synthzse a été jusqu'a pré-

sent réalisde sont :

le O-séryl-p-N-acétyl-D-glucosaminide (JONES et al.) (362 ),
l'ester du 0-séryl-B-N-benzoyl-D-glucosaminide (MICHEEL et.al.) (363 ),
le 0-DNP-séryl-p-N-acétyl-D-glucosaminide (VERCEL-LOTI et al.) (364 ),

2 - Nous avons étudié l'action de l'acidechlorhydrique sur la N-(p-aspartyl)-
~-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, a 100°C, pendant 15 a 90 mn. Nous avons,
de cette maniére, démontré, que la liaison O-glucosaminidyl de la sérine et de
la thréonine était stable (probablement 3 cause de la proximité des protons

des fonctions amines ionisées de la glucosamine et de l'amino-acide) Les
O-séryl et O-thréonylglucosaminides peuvent done parfaitement €tre présents
dans des hykolysats partiels de glycoprotides. La démonstration que leur com-
portement électrophorétique est identique & celui de la pB-N-asparaginyl-glucosa-
mine permettra d'éviter de graves causes d'erreur quand les liaisons de type

O-glycosidique et asparaginyl-glucosamine coexisteront dans les glycoprotéines.
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3 - Les liaisons O-séryl et O-thréonyl-N-acétylglucosaminides ne sont pas
coupées par l'hydrazine ot par les réactifs utilisés dans la réaction - de

dégradation récurrene d'EDMAN.

4 - Nous avons démontré que la rupture, par la soude, d'une liaison O-glyco-
sidique d'hydroxy-amino-acide ne pouvait s'effectuer qu'a la condition gque

le groupement carboxylique de ce dernier soit bloqué, soit par conjugaison
peptidique "naturelle" avec un autre amino-acide, soit par amidation "artifi-
cielle". Cette information capitale que nous apportons permettra donc d'éviter
des carses d'erreur dans l'interprétation des résultats de l'action de la soude

sur les glycoprotides.

5- Dans le cas particulier de 1l'ovomucoide, nous démontrons que, dans le
glycoprotide B I d'ADAM-CHOSSON (355 ),-composé de glucosamine, d'acide aspar-
tique et de thréonine, dans les proportions 2 : 1 : 1-, peuvent parfaitement
coexister l'asparaginyl-glucosamine et le O-thréonyl-glucosaminide puisque

ce dernier est stable dans les conditions de formation du glycoprotide par
hydrolyse acide partielle du glycoprotide B. D'autre part, ce résultat n'est
pas incompatible avec la stabilité de ce dernier vis-a-vis de la soude
(MONTREUIL, BISERTE et CHOSSON) (366 ), puisque si la thréonine, portant son
groupement carboxylique libre, est conjugué au glycanne par une liaison
O-glycosidique celle-ci ne peut 8tre rompue qu'aprés réamidation du glycopro-
tide. Ce mode opératoire a &té appliqué aux glycoprotides provenant de l'ovo-
mucolde et les résultats que nous avons obtenus seront décrits dans le 2@

chapitre de la rubrique "Travaux personnels".
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RECHERCHES SUR LES MODALITES
DE LA LIAISON GLYCANNE~-PROTIDE
DANS L'OVOMUCOIDE

Nous avons abordé notre étude en appliquant, comme 1'avalt fait
ADAM-CHOSSON, un procédé de dégradation du type 4 (voir p.17), 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 1l'ovomucotde,

2°- La détermination de la composition centésimale et molaire des

glycoprotides.

3°- La structure des glycoprotides et la nature, dans ces derniers,

de l1'attache glycanne-protide,

1°- HYDROLYSE PRONASIQUE DE L'OVOMUCOIDE
ET

ISOLEMENT DES GLYCOPROTIDES

I - MATERIEL ET METHODES

A - L'OVOMUCOIDE

L'ovomucoide du blanc d'oeuf de Poule a été préparé selon le procé-
dé de FREDERICQ et DEUTSCH ( 367). Il contenait, suivant les préparations, de
8 2 9 p.100 d'oses "neutres" ; de 13 a 14,7 p.100 de N-acétylglucosamine et de
0,85 & 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 hétérogénes en immuno-électrophorése et comportaient 4 arcs de préci- .
pitation (voir, a ce sujet, MONTREUIL, CASTIGLIONI, ADAM-CHOSSON, CANER et '
QUEVAL) (368).

(+) FREDERICQ et DEUTSCH (367).
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B° - _HYDROLYSE PRONASIQUE

1°~ Principe

Nous avons appliqué, dans ses grandes lignes, le procédé que
YAMASHINA ET MAKINO (369) ont appliqué 2 1l'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 & 1'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
1'éther sulfurique qui provoque des pertes sensibles de rendement en glyco-
peptides. ,

c - l'application de 4 hydrolyses pronasiques successives méme
lorsque la consommation de soude devient nulle a partir du 3& hydrolysat, En
effet, la libération des derniers amino-acides au voisinage de la liaison

glycanne-protide n'entraine plus de consommation de soude perceptible,

2° - Mode opératoire

A une solution de 10 g d'ovomucoide dans 1 litre d'acétate de cal-
cium 0,01 M, on ajoute 200 mg de Pronase (CALBIOCHEM). L'hydrolyse est effec-
tuée 3 pH 8 et a 40°C, sous agitation, pendant 48 h en présence de tolune.
Le pH est maintenu constant par l'addition de soude 0,1 N contr8lée par un
titrateur automatique (pH-stat TTT1C Radiometer) et la consommation de soude
est réguligrement déterminée, L'hydrolysat est ensuite ajusté & pH 4,5 avec
de 1l'acide acétique glacial, puis concentré 3 20 ml environ et traité par 10
volumes d'éthanol absolu. Le mélange est maintenu pendant deux heures 2 la
température du laboratoire, puis & 2°C 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 & une nouvelle hydrolyse pronasique dans les

conditions décrites ci-dessus,



Ce protocole expérimental est répété encore deux fois (+), 2 la différence
prés que le précipité obtenu & partir du 4@ hydrolysat est soumis & une
purification selon le mode opératoire décrit ci-dessous. Ce précipité re-

présente le "fraction glycopeptidique I".

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'aniong, Ils sont ensuite purifiés par chromatographie sur Sephadex qui
élimine encore des peptides et fractionnés, enfin, sue des colonnes de
résines échangeuses d'ions & 1'aide d'un tampon de formiate de pyridine, En
outre, certains glycopeptides ont été isolés et purifiés par électropho-

rése préparative,

2° -~ Mode opératoire

a - Purification sur échangeurs d'ions

La "fraction glycopeptidique I" est dissoute dans 50 ml d'eau dis-

tillée et la solution obtenue est additionnée d'un volume égal d'une solu-
tion aqueuse d'acide trichloracétique & 10 g p.100 ml,

Le précipité formé est éliminé par centrifugation, aprés un repos
de 18 h, 2 2°C, La solution surnageante est purifiée par un passage successif

sur des colonnes (2 X 35 em) d'échangeurs de cations (Dowex 50 X 8 ; 'mesi"

25-50 ; forme acide), puis d'anions (Duolite A-102-D ; "mesh" 25-50 ; forme

formiate). L3 liquide effluent, auquel on joint les eaux de lavage des colon-
nes (1 litre), est concentré a 20 ml, dans un évaporateur rotatif. Les glyc:
peptides sont isolés par l'addition de 10 volumes d'éthanol absolu. Ce pré-

cipité représente la "fraction glycopeptidique II".

(+) Fréquemment, a partir de la 32 précipitation éthanolique, le mélange
se gélifie et il est nécessaire d'ajouter un volume d'éther sulfurique
pour sédimenter le précipité par centrifugation,
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b - Purification par chromatographie sur gel de dextranne

La fraction glycopeptidique 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 1l'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 les glucides par la méthode colori-
métrique au phénol-sulfurique de DUBOIS et al.(370) (veir—tppemtie—technique
pr2dk> ) et les protides par le procédé a 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 STROMINGER 871bisXVoir -
Appendice technique ; p.211). On obtient de cette maniére (Fig 27 ; p.118 )

une fraction enrichie en glycopeptides, Il s'agit de la "fraction Sephadex"

¢ -~ Fractionnement par chromatographie sur résine échangeuse de cations

350 mg de la fraction Sephadex, en solution dans 2 ml d'eau dis-

tillée, sont soumis 2 la chromatographie sur colonne (2 X 40 cm) de Dowex 50
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-
rimétrigue des glucides de DUBOIS et al. Le passage d'un litre d'eau

distillée fournit une premidre fraction ("Fraction a ") (Fig. 28 ; p.119)

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, a pH 3,0, & l'aide d'un gradient de con-
centration en formiate de pyridine (systéme & deux réservoirs cylindriques
contenant, le premier, 8 ml de pyridine, 12,5 ml d'acide formique et 479,5
ml deau distillée ; le second, 160 ml de pyridine, 250 ml d'acide formique

et 90 ml d'eau distillée). On obtient, de cette manidre, les fractions 8 et

Y (Fig 28 ; p. 119) que l'on débarrasse du formiate de pyridine par simple

évaporation sous vide 3 1l'évaporateur rotatif, suivie d'une lyophilisation

poussée,
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OSES

10

Figure 27

Diagramme d'élution sur. Sephadex G 25 d'un hydrolysat pronasique
d'ovomucotde, Colonne de 2 X 35 cm pour 400 mg de préparation ;
élution par l'eau ; fractions de 2 ml ; débit ¢ 0,5 ml/mn. En traits
pleins : dosage des oses "neutres" par le phénol-sulfurique ; emn

traits pointillés : dosage des protides par la ninhydrine,
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Figure 28

Diagramme de fractiomnement des glycoprotides de 1'ovomucotde
(350 mg) préalablement purifiés par chrmtographié sur Sephadex
G 25, sur colonne (2 X 40 cm) de Dowex-50 W X 2 ("mesh" 200-400 ;
forme acide ; fractions de 10 ml ; débit : 0,5 ml/mn). Repérage
des composés glycoprotidiques par le phénol sulfurique. En ordon-
~nées : A 1 absorbance ; C : concentration en formiate de pyridine.
En abcisses : volumes d'é€lution..
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Nota. Le mode opératoire remplace celui qu'appliquait ADAM-CHOSSON et qui
s'inspirait directement du protocole expérimental décrit par IZUMI, MAKINO
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 M de pH 3 ("Fractions B et Y "),

Le procédé offrait le désavantage d'exiger 1'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 "fractionoa "

La "fraction o ", trés hétérogéne (Fig 29 ; p. 121), est soumise 2

1'électrophorédse 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 V/em
pendant 4 h, Chacune des fractions obtenues est ensuite purifiée par une
électrophorése préparative effectuée dans les mémes conditions sur papier
MACHEREY-NAGEL 807 (sans amino-acides). Nous nous sommes limité a 1'étude

ultérieure des fractions a , et @, qui étaient les plus abondantes.

3

II - RESULTATS

Nous avons illustré, dans les figures 27 (p. 118), 28 (p., 119) et
29 (p. 121) et dans le tableau X (p. 130) les résultats que nous avons obtenus
3 propos du fractionnement des hydrolysats pronasiques de l'ovomucotde et que

nous pouvons résumer de la manidre suivante :

1° - La combinaison de la chromatographie sur résines échangeuses d'ions, sur
Sephadex et sur cellulose modifiée permet d'obtenir, 2 partir des hydrolysat-~
pronasiques de l'ovomucoide, 3 fractions glycopeptidiques trés purifiées :
les fractions a , B et Y dans les proportions relatives de 25 a 30 p.1l00,
68 a 75 p.100 et 0 & 2 p.100,
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Figure 29

Electrophor2se sur papier des fractions ¥ et é obtenues par chroma-

tographie sur DOWEX 50 X 2. Voir, dans le texte, les conditions expé-
rimantales. T : solution-témoin de composés purs ; Asp : scide aspar-
tique ; Ser : sérine ; Thr : thréonine ; GlcNHz : glucosamine. o( et/B:
respectivement, fractions & °££.-




122

2° -~ Les fractions B et ¥ sont homogénes. Au contraire, la fractiona( est

hétérogeéne en électrophorése sur papier puisqu'elle contient au moins 5 cons-
tituvants. Parmi ceux~-ci, on peut isoler, par électrophorése préparative sur
papier, deux fractious majeures (80 p.1l00 de la Fractiom o ) : les fractions
@ 4 et<x4; cn proportions sensiblement identiques.

3° - En effectuant systématiquement et d'une maniére comparative le dosage
des oses dans les différentes fractions que nous avons obtenues, d'une part,
4 l'aide de notre procédé et, d'autre part, en appliquant le procédé origi-
nal de YAMASHINA et MAKINO (373) et d'IZUMI, MAKINO et YAMASHINA (374), nous
avons observé que les pertes totales étaient, dans le premier cas, de 4 a 6

p.100, tandis qu'elles atteignaient 30 & 45 p.l00 dans le second cas (voir
le tableau IX ; p. 123).

IIT - DISCUSSION

A - Les modifications que nous avons apportées au procédé original d'hydrolyse
pronasique des glycoprotéines décrit par YAMASHINA et MAKINO (375) et par
IZUMI, MAKINO et YAMASHINA (376) permettent d'obtenir des glycoprotides avec
un meilleur rendement, Ces améliorations sont principalement dues

1) a l'abandon du borate de sodium comme tampon au .cours de l'hy-
drolyse ;

2) au remplacement de l'extraction par l'éther de l'acide trichlo-
racétique, par un passage sur é&changeur d'anions ;

3) a 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 (DowexiDW X 2).

B - L'application des procédés de fractionnement que nous avons décrits permet
d'isoler deux fractions principales a et $ . La fraction B est homogéne

en électrophorése, tandis que la fraction o se dissocie en plusieurs bandes.
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Détermination des pertes en glycopeptides (+) au cours de l'hydrolyse

pronasique de

1'ovomucoide effectuée par différents procédés,

Stades de
l1'hydrolyse
pronasique

Procédé de YAMASHINA et al.

P.1l00 de pertes

dans le surnageant

p.100 de pertes

dans le précipité

Procédé
personnel

p.100 de pertes

dans le surnageant

alcoolique (++) alcoolique
lére hydrolyse 1 a 2 4 a 5 1 a 2
2&  hydrolyse 2 8 als 1 a 2
3¢ hydrolyse 2 8 a5 1
42  hydrolyse 1 8 als 1
Pertes totales 34 a 52 p.100 4 a6 p,100

(+) Détermindes en dosant les glucides dans les fractions éliminées.

(++) Ce précipité se forme au cours de la concentration de la solution boratée

d'hydrolyse.
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Parmi celles-ci, nous avons retenu les bandesq 3 et o l, qui représentaient

les constituants majeurs.

C - En outre, dans certains hydrolysats, nous avons isolé, mais toujours en

faible quantité, la fraction vy décrite par ADAM-CHOSSON,

IV ~ CONCLUSIONS

L'application d'un procédé original du fractionnement des hydroly-.
sats pronasiques de 1l'ovomucoide nous a permis d'isoler trois fonctions gly-

coprotidiques majeures : les fonctions a a, et B . En outre, la frac-

3 3
tion vy d'ADAM-CHOSSON est présente dans certains hydrolysats.
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2° - COMPOSITION CENTESIMALE ET MOLATRE
DES FRACTIONS GLYCOPROTIDIQUES PRESENTES
DANS LES HYDROLYSATS PRONASIQUES DE

L' OVOMUCOLDE

I - MATERIEL ET METHODES

A - COMPOSITION CENTESIMALE EN GLUCIDES

La composition centésimale des glycopeptides en glucides a été
déterminée par l'application des procédés classiques de dosage colorimétri-
que des glucides : les hexoses '"neutres" (galactose + mannose); par la mé-
thode & l'orcinol sulfurique de TILLMANS et PHILIPPI (377), modifiée par
RIMINGTON (378) ; la glucosamine, par la méthode d'ELSON et MORGAN (379),
modifiée par BELCHER, NUTTEN et SAMBROOK (380), aprés une hydrolyse de 4 h,

par HCl 4 N redistillé, en tube scellé sous vide ; l'acide N-acétyl-neura-

-

minique, par la méthode & 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 1'exposé
concernant les procédés d'identification et de dosage des oses et des aci-
des aminés que nous avons appliqués aux fractions a

a, et B, par la

3’ T4
description des méthodes de calcul de la masse moléculaire de ces derniéres.

1. - DETERMINATION DE 1A MASSE MOLECULAIRE DES GLYCCPROTIDES

La masse moléculaire des glycoprotides a été déterminde 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 colorimétriques 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 ).
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volume spécifique partiel,
b - procédé physique, fondé sur la loi de STOKES, qui associe les

constantes de sédimentation et de viscosité ;

¢ - procédé chimique fondé sur le dosage des groupements N-ter-
minaux des amino-acides. En outre, la masse moléculaire a été calculée

d'aprés 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 &té mesurées
a4 20°C sur des solutions de glycopeptides dans un tampon phosphate 0,1 M
de pH 6,5 (+).

Le volume spécifique partiel a été déterminé expérimentalement
par picnométrie ou calculé d'aprés la composition des glycopeptides (voir
Appendice technique ; p. 211).

La masse moléculaire M est calculée en appliquant la formule de

SVEDBERG
S RT
0
M = :
D 1-v ?
o] Sp
ol : S0 :+ constante de sédimentation extrapolée 2 une dilution infinie ;
DO : constante de diffusion libre extrapolée & une dilution in-
finie ;
R : constante des gaz parfaits (8,303.10-7) ;
T : température absolue (293°) ;
V;p volume spécifique partiel ;
? : densité de la solution-tampon.

(+) Nous exprimons notre reconnaissance & Monsieur le Professeur J. TONNE-
LAT qui a effectué les déterminations des constantes de sédimentation et
nous remercions vivement Mademoiselle A, BARNEOUD de sa précieuse col-
laboration technique.
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b ~ Application de la bi de STOKES (+)

Nous avons appliqué la loi de STOKES selon laquelle la masse molé

culaire d'un composé peut 8tre déterminée en utilisant la formule suivante

N ] ) SV j13/2
ol

ot 1 N : nombre d'AVOGADRO ;

V : volume spécifique partiel ;
71, : viscosité du solvant en poises ;
F : densité du solvant ;

éb : constante de sédimentation, exprimée en secondes, & 20°C, pour

une dilution infinie.

¢ - Procédé chimique

o - Principe. Les groupements N-terminaux des amino-acides sont
dosés selon la technique du fluoro-dinitrobenzéne de GHUYSEN, TIPPER, BIRGE
. et STROMINGER (384).

Lesdosages sont effectués par rapport a 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 ). On élimine
de cette maniére, la cause d'erreur due aux différences d'absorbance molaire

des DNP-amino-acides.,

p =~ Mode opératoire, Le procédé de dosage lui-méme est décrit dans

1'Appendice technique (voir p.® I} ). I1 permet de préciser le nombre de mi-

cromoles d'amino-acides par rapport a4 la masse de composé utilisée. La masse

(+) Voir la revue générale d'ELIAS (383).
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moléculaire est calculée en appliquant la formule :

P . 1000

P M

ol : 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

a - La composition molaire des glycopeptides en oses 'meutres" 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 2 exposer le principe :

-hydrolyse par HC1l 1,5 N, 2 100°C, pendant 1,5 h ;

-purification sur résines échangeuses de cations (Dowex 50 X 8 ;

forme acide) et d'anions (Duolite A-102-D ; forme acétate) ;

-chromatographie quantitative sur papier dans le syst®me-solvant
n-butanol/acide acétique/eau (4:1:5) et dosage des oses par les méthodes
de HUGHES et JEANLOZ (386) (é&lution par 1'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).

P - Le nombre de résidus d'acide N-acétylneuraminique a été déter-

miné d'aprés les résultats fournis par les dosages colorimétriques (voir
p.125 ).
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¥ - La glucosamine a été dosée, en méme temps que les acides
aminés, a 1l'Auto-analyseur Technicon, suivant le mode opératoire décrit

ci-dessous,

b - Identification et dosage des acides aminés

Les acides aminés (et la glucosamine) ount été dosés par chroma-

-

tographie 3 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 systémes originaux de formation du tampon

dans un "Autograd" & 9 compartiments que nous décrivons dans 1l'Appendice

technique (voir p. 211).
IT - RESULTATS

Nous avons précisé dans les tableaux X (p. 130 ct-131) et XI
(p. 132) les compositions centésimales et molaires en glucides et en
acides aminés des différentes fractions que nous avons obtenues, On voit

que :

1° -~ Les fractions glycopeptidiques 1 et II et la fraction Sephadex sont

trés riches en glucides et contiennent une faible proportion d'acides
aminés. En outre, les rapports oses "neutres"/N-acétylglucosamine et oses
"neutres'"/acide N-acétylneuraminique sont, dans les 3 fractions, identiques
a ceux de l'ovomucofde natif, L'hydrolyse pronasique a donc respecté le

glycanne,

2° -~ La chromatographic sur Dowex 50 X 2 (Fig, 28 ; p. 119) des glycopro -

tides préalablement purifiés sur Sephadex G-25, fournit trois fractions

("Fractions a, B ety ") qui sont différentes par leur composition en

glucides et en acides aminés,

a - L'étude de la composition en glucides des 3 fractions montre
qu'il existe deux groupes bien distincts de glycoprotides dans les hydro-

contient des sia-

lysats pronasiques de l'ovomucofde : 1l'un, fractiong ,

loglycoprotides et 1l'autre, fractionsp ety , des asialoglycoprotides. La

présence d'acide N-acétylneuraminique dans le glycoprotide ¢ explique son






Tableau X

131

a partir d'hydrolysats pronasiques d'une préparation d'ovomucoide.

I

i Oses "meutres" | Oses '"neutres" Glucides Glycanne
|

i ANAN (c) Gle NAc ANAN totaux p.100
|

1 (e) (£) (e) (£) (e) (£) (d)
|

{

i

: 0,90 0,029 | 0,60 0,735 9,45 | 21,8 23,5 21,5
|

{

| 2,0 0,065 | 0,60 0,732 8,40 | 19,5 46,8 42,75
|

|

}

| 2,95 0,096 | 0,60 0,733 9,28 | 21,6 76,15 69,4
b

‘

| 3,50 0,114 | 0,635 | 0,78 9,20 | 20,5 86,2 78,8
|

|

j 11,47 0,368 | 0,725 | 0,89 3,29 6,3 101,47 92,6
1

| 3,50 0,114 | 0,586 | 0,72 9,12 | 21,9 89,9 82,7
|

| 10,6 0,345 | 0,80 0,98 3,24 5,5 88,1 80,7
|

|

: 0 0 0,48 0,59 - - 95,7 87,3
}

| 0 0 0,467 | 0,57 - - 71,9 65,7
|

|

(e) Valeurs exprimées en g d'oses pour 100 g de glycoprotides, obtenues

par dosage colorimétrique par rapport 2 des témoins "oses libres".

(f) Valeurs exprimées en millimoles par g de glycoprotides.




Tableau X%
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Composition molaire en glucides et en acides aminés et masses nolé-

culaires degs fractions Mg s %, B ety

Désignation du glycoprotide

o o p Y
3 4

Galactose 1 1 1 1
Mrnnose 2 3 5 5
N-acétylglucosamine 5 4 10 10
Acide N-acétylneuraminique 0,3 (+) 1 0 0
Acide aspartique 1 1,14 1,15 1,4
Thréonine - 0,66 0,85 0,6
Sérine 0,17 0,29 - -
Cystine - - - 1,4
Masse moléculaire
par ultra-centrigugation et diffusion - 1885 3200 -
calculée d'aprés la loi de STOKES - 2015 3200 -
par dosage des NH, - 1850+150 | 3200+50 -
calculé d'aprés la composition molaire| 1745 1958 3220 3543

(+) Ce résultat anormal pourrait s'expliquer par une hydrolyse de liaisons

sialosyl au cours des expérimentations,
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comportement lors de la chromatograhhie sur les colonnes de Dowex 50 X 2.

En outre, la répartition du galactose, du mannose et de la
N-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
1'acide aspartique, tandis que les autres contiennent de la thréonine.
Seule, la fractionY contient, outre de l'acide aspartique et de la thréo-
nine, de la cystine, Celle-ci a été identifiée par chromatographie sur
papier grice a 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 trés profonde de l'enzyme dans les conditions ex-

périmentales que nous avons décrites,

3° - L'application, aux fractiomsa , et B, de la méthode des DNP (voir

p. 127) de GHUYSEN, TIPPER, BIRGE ei 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'aprés 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 & la fraction
%as
cas particulier, 1l'échec du procédé pourrait s'expliquer par une interfé-

les résultats étaient trop dispersés pour &tre interprétés. Dans ce

rence, dont l'origine nous échappe,

4° - L'ultra-centrifugation des fractions & e: PBa fourni les valeurs de

constantes de sédimentation suivantes

Concentration "Fractiona " "Fractiong "
(en mg p. ml)

10 0,5 0,66

5 0,54 0,78

2,5 0,62 0,81

g2 0,64 + 0,04 0,87 + 0,03
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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 P , les poids moléculaires sont donc de

1885 pour la fraction a et de 3250 pour la fraction P . On voit que ces
valeurs sont trés 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'aprés la composition

molaire, enfin (tableau XI ; p. 131).

IIY - DISCUSSION

I - Les modifications que nous avons apportées au procédé original d'hydro-
lyse pronasique des glycoprotéines décrit par YAMASHINA et MAKINO (391) et
IZUMI, MAKINO et YAMASHINA (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}{G (p. 167)

et de la transferrine (p.176 ).

En outre, la fraction glycannique de l'ovomucoide 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 &tre observée dans 1l'u-
tilisation des glycopeptides en vue d'étudier la structure de la fraction

glycannique.

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, méme lorsque,
comme nous l'avons vu plus haut, la consommation de soude devient négligea-

ble ou nulle dés la 3@ hydrolyse.
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11 - L'application des procédés de fractionnement que nous avons décrits
permet d'isoler deux fractions principales( @ et p) qui different par la
composition en glucides de leur fraction glycannique. En particulier, la
fraction @ contient de l'acide sialique, tandis que la fraction B en est
dépourvue. Les résultats que nous avons obtenus et qui sont rassemblés
dans les tableaux X (p. 130 et 131) et XI (p. 132) confirment entidrement
ceux qui ont été décrits par ADAM-CHOSSON (393) ainsi que les résul-
tats de MONTGOMERY et WU parus simultanément {394).

MONTGOMERY et WU ont, en effet, décrit 4 glycopeptides (glyco-
peptides I, II, III et IV) qu'ils ont isolés des hydrolysats papaino-prona-
siques de l'ovomucoide de CHATTERJEE et MONTGOMERY (395), en associant la
chromatographie sur Sephadex et 1'électrophorése préparative sur colonne de
cellulose et dont les caractéristiques de la fraction glucidique sont les

suivantes

1 - Le glycopeptide IV renferme de 1l'acide sialique ;
2 - Les rapports oses "neutres'/csamine et mannose/galactose

sont respectivement 0,59 3 0,66 et 3,9 2 4,5 pour les glycopeptides I,II
et III ; 0,75 et 2,2 pour le glycopeptide IV (Tableau XII ; p. 136).

II1 - Nous avons retrouvé, -mais toujours en trés faible quantité et dans
certains hydrolysats seulement-, la fraction Y contenant de la cystine, qui

a été décrite par MONTREUIL et al. (voir p.49 ) et dont la présence n'a

pas été signalée par MONTGOMERY et WU. Nous formulons toutefois les plus

grandes réserves a propose de l'existence réelle de ce glycoprotide et de
son origine glycoprotéimigues et nous le considérons plutdt comme un arte-
fact né d'une estérification par la cystine, au cours de l'hydrolyse enzy-

matique ou des opératiocns de fractionnement, de "glycoprotides P " dont il

posséde la composition en glucides, Nous abandonnons donc l'hypoth2se de
i
l'existence d'un allo-ovomucoide qui avait été posée dans les m€moires

antérieurs (ADAM-CHOSSON (396) ; MONTREUIL, CASTIGLIONI et al. (397).



.Tableau XII

Composition des fractions glycopeptidiques isolées des hydrolysats papainiques de 1'ovomucoide (d'aprés MONTGOMERY
et WU)(398).

GLYCOPEPTIDES ‘
Résidus I IT I1Y Iv ‘_
Composition o 1 Composition o 1 Composition Campositié
g p.100 g molaire(a) |5 P00 8 | laire(a) |8 P-100 8 molaire(a) | & p.100 g molaire(a}.
Aspartique 4,41 1,564 4,72 1,12 4,83 1,05 3,65 1,12
Thréonine 2,56 1,02 4,36 1,18 0,10 0,02 2,56 0,9
Sérine 0,97 0,44 1,21 0,38 0,10 0,02 0,89 0,36
Isoleucine 0,54 0,20 1,26 0,30 0,81 0,26
Proline 0,61 0,25 0,83 0,26 1,07 0,39
Alanine 0,52 0,29 0,65 0,25 0,59 0,29 .
Phénylalanine 0,89 0,25 1,20 0,24 1,46 0,35 -
Glycocolle 0,36 0,26 0,12 0,06 0,12 0,08 |
Leucine 0,19 0,06 0,12 0,03 0,12 0,04
Lysine 1,67 0,54 ;‘
Arginine 1,21 0,31 ?
Glutamique 0,36 0,01 !
Histidine 0,50 0,15 i
NH, (b) (b) 0,84 1,24 (b) :
i
Acide N-acétylneuraminique 7,80 0,93 |
N-Acétyl-D-glucosamine 40,3 8,00 59,6 8,00 65,0 8,00 46,4 8,00 !
D-Mannose 22,7(c) 5,64(c) 23,4 3,94 25,4 3,90 18,9(d) 4,10 |
D-Galactose 5,2 0,88 6,5 1,05 8,6(d) 1,86 |
\,
Hexosen’
0 i
D-Glucosamine 0,66 0,59 0,39 = 5
D-Mannose ¥
— 2,2
D-Galactose 4,5 3,9
(a) Moles de résidus pour 8 moles de N-acétyl-D-glucosamine,
(b) Dosages non effectués,
(¢) Exprimé en D~mannose. =
(d) Résultat d'un dosage. &
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IV - La connaissance de la composition en glucides des fractions@® etB |

associée a des résultats récemment obtenus au laboratoire, nous permet de
confirmer les conclusions qui avaient été tirées de travaux antérieurs
(ADAM~CHOSSON (399) ; MONTREUIL, CASTIGLIONI et al. (400)) selon les~

quelles les''glycoprotides B " provenaient de 1l'ovomucoide 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 immuno-électrophorétique révélait 1'hétérogénéité de toutes

les préparations d'ovomucoide, quel que soit le procédé d'isolement utilisé,
Quatre constituants sont présents dans ces dernidres et des recherches ré-
centes (JHKUBCZAK:et MONTREUIL) (402) ont permis de préciser qu'il s'agis-
sait de deux holoprotéines : l'ovo-inhibiteur-trypsique de MATSUSHIMA (403)

et l'apo-ovo-flavoprotéine, et de deux glycoprotéines : 1l'ovomucoide "pro-

prement dit'" et 1l'ovoglycoprotéine de KETTERER. La fraction glycannique de

ce dernier composé posséde les caractéristiques suivantes (KETTERER) (404)

-

qui sont identiques & celles des "glycoprotidesa':

Oses '"meutres'/Osamines 1

Oses '"neutres"/Acide-N-acétylneuraminique 4,5
Mannose/Galactose 2

Nos conclusions s'éloignent de cellesde MONTGOMERY et WU (405)

qui considérent que le sialo-glycopeptide IV provient de 1l'ovomucoide,

V - L'application de différents procédés a la détermination des masses mo-
léculaires des glycopeptides a etf conduit 2 des résultats concordants

3200 a

(Tableau XI ; p. 131) : 1850 2 2000 pour les glycopeptides a,

3250 pour les glycopeptides P

Ces résultats permettent de déterminer le nombre de chaines gly-
canniques dans l'ovomucoide et dans l'ovoglycoprotéine, en supposant que
les différents glycannes possédent 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
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totaux de l'ovomucoide et de 1l'ovoglycoprotéine, d'autre part, nous démon-
trons qu'il existe, dans 1l'ovomucofide deux chaines glycanniques et, dans
1'ovoglycoprotéine, quatre chaines 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 (410), dans lequel figuraient
4 chafnes glycanniques., Il sont en désaccord avec ceux de NEUBERGER et
PAPKOFF (411) et de MONTGOMERY et WU (412) qui concluaicnt & l'existence de

3 chafnes glycanniques.

IV - CONCLUSIONS

Tt

1 - L'hydrolyse pronasique telle que nous l'appliquons et les procédés de
purification et de fractionnement des hydrolysats de 1l'cvomucoide permet
d'isoler deux fractions majeures dont la composit ion de la copule protidi-

que est simple, Il s'agit des fractions a 3% 4, et B

2 - L'absence dans certains hydrolysats ou la présence, dans d'autres, en
trés faibles quantités du glycoprotide ¥ nous autorisent & le considérer
comme un artefact provenant de la transamino-acylation de la cystéine sur
des glycoprotides § et & abandonner 1l'hypothése selon laquelle le glyco-

protide ¥ proviendrait de 1'allo-ovomucoide

3 - Les glycoprotides que nous avons étudiés se classent en deux groupes

différents par leur composition en glucides. Le groupe des "glycoprotides
p group

a " est constitué de galctose, de mannose, de N~acétylglucosamine et d'a-

cide N-acétyl-neuraminique dans les rapports molaires 1 : 2 2 3 : 4 a5 :

0,3 a 1; tandis que le groupe des "glycoprotides B '" ne renferme pas d'aci-

de sialique et est composé de galactose, de mannose et de N-acétyl-glucosa-

mine dans les rapports molaires 1 : 5 : 10, Les sialo-glycoprotides a

proviennent de l'ovoglycoprotéine de KETTERER qui est un des constituants

de l'ovomucoide de FREDERICQ et DEUTSCH et dont ils possédent la composition

en glucides, Lesasialo-glycoprotides f dérivent de l'ovomucoide '"propre-

ment dit'",



139

4 - L'application de plusieurs procédés de détermination des masses molé-
culaires des glycoprotides nous am2rnent 2 la conclusion qu'il existe deux
chaines glycanniques dans 1'ovomucoide "proprement dit" et quatre chafnes

dans 1'ovoglycoprotéine de KETTERER.

3° - STRUCTURE DE LA FRACTION
PEPTIDIQUE DES GLYCOPEPTIDES PRESENTS DANS LES
HYDROLYSATS PRONASIQUES DE L'OVOMUCOIDE

I - MATERIEL ET METHODES

A - IDENTIFICATION DES ACIDES AMINES C-TERMINAUX

Les acides aminés en position C-terminale ont été identifiés par

voies enzymatique (action de la carboxypeptidase) et chimique (action de

1'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'AKA-
BORI et coll. {414) : action a 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 (0,9 X 2cm)
d'Amberlite IRC-50 (forme acide); déplacement par 1l'eau (50 ml) des acides
aminés neutres et dicarboxyliques (+) suivant le procédé préconisé par
LAY et POLGLASE (416) et des acides aminés basiques (4++) par une solution
(15 m1) d'acétate d'ammonium 0,1 M de pH 7 (DE LA LLOSA et coll.)(417).Le
dosage des amino-acides présents dans les deux éluats est effectué a 1'Auto-

analyseur Technicon.

(+) Eventuellement accompagnés, dans le cas ol l'asparagine (ou la gluta-
mine) se trouve en position terminale, de "l'asparthydrazide 4" (ou du
"glutamhydrazide 5").

(++) Eventuellement accompagnés de "1'asparthydrazide 1" et du "glutamhy-
drazide 1",
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B - IDENTIFICATION DES ACIDES AMINES N-TERMINAUX

Les acides aminés en positicn N~terminale ont été identifiée

par les procédés suivants

1° - Action de la leucine aminopeptidase ;

2° -~ Diazotation ;

3° -~ Oxydation periodique, réservée a la thréonine (ou 2 la sérine)
4° - Dinitrophénylatiocn ;

5° -~ Dégradation d'EDMAN,

1° - Action de la leucine amino-peptidase

L'hydrolyse des glycoprotides (10 mg) par la leucine amino-
peptidase (SIGMA) dans les conditions opératoires décrites par SMITH et
HILL (418) et par TAKAHASHI (419) (voir Appendice technique ; p.211 ). Les
acides asminés éventuellement libérés ont été recherchés, soit par chroma-
tographie 2 l'Auto-analyseur Technicon, soit par les procédés classiques
d'analyse chromatographique et électrophorétique sur papier préconisés

par BISERTE, DAUTREVAUX et BOULANGER (420),

2° -~ Diazotation des glycoprotides

La diazotation des fonctions NH2 libres a été réalisée en
dissolvant 10 mg de glycoprotide p. ml d'une solution aqueuse saturée de
nitrite de sodium que 1'on additionne ensuite d'un volume égal d'acide
acétique glacial. Aprés un repos d'une nuit & 4°C, 1l'excés de nitrite de
sodium est détruit par 1'addition d'urde, ajoutée jusqu'a cessation de
dégagement gazeux (MATSUSHIMA et FUJII) (421). La solution est ensuite
purifiée par passage sur une colonne (2 X 40 ecm) d'échangeurs de cations

(Dowex 50 X 8); "mesh" 25 X 50 ; forme acide), suivi d'un lavage soigneux
aeroe g

2 1'eau distillée. La soluticn effluente est évaporée 3 siccité sous
pression réduite et sa compcsition en acides aminés est déterminée a

1'Auto-analyseur Technicon.
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3° - Oxydation periodique

a - Principe. La thréonine en position N-terminale est oxydé par l'acide
periodique a la condition que son groupement hydroxylé scit libre. Le
procédé est donc précieux pour la recherche de liaiscns-O-glycosidiques

portées par des résidus de thréonine N-terminale.

b - Mode opératoire.L'oxydation periodique a été effectude suivant la .

technique de GLICK et al.(422) : une solution de 25 mg de glycoprotide dans
7 ml d'eau est additionnée de 3 ml de métaperiodate de sodium 0,086 M et de
15 ml de tampon acétate de sodium 0,1 M, de pH 5,0. Le mélange est mainte-

nu & 4°C et 3 l'obscurité. La consommation d'acide periodique est détermi-

née en suivant réguliérement l'absorbance de la solution mesurée a 310 my.

Au bout de 48 h, l'absorbance est, en général, stabilisée. La solution est

alors déminéralisée par un passage sur colonnes (2 X 40 cm) d'échangeurs

de cations (Dowex 50 X 8 ; "mesh'" 25-50 ; forme acide) et d'anions (Duolite

A-40, forme formiate). La solution effluente, 2 laquelle on joint les eaux
de ringage (1000 ml), est évaporée 2 siccité sous pression réduite. La com-
position du résidu sec en aminc-acides et en glucides est précisée en

appliquant les procédés que nous avons déerits plus haut (voir p. 128 ).

4° - Proaédé de dinitrophénylation

Nous avons appliqué le procédé général décrit par BISERTE et
al.(423) en 1l'adaptant toutefcis aux glycoprotides dont les DNP-dérivés pos-
sédent des caractéres de solubilité différents de ceux des DNP-holoprotides.

Le mode opératoire est le suivant
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a - Isolement des DNP-glvcoprotides

La condensation du fluoro-dinitrobenzéne avec les glycoprotides
est réalisée dans les conditions décrites par SANGER (424) (voir Appendice
technique ; p.211 ). Les sels minéraux sont ensuite éliminés par 1l'addition
d'éther sulfurique jusqu'ad 1l'apparition d'un louche, Aprés 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 ahsolu et les
sels minéraux sont de nouveau précipités par 1l'éther sulfurique. Les deux
solutions surnageantes sont réunies et évaporées a siccité sous vide, a
1'évaporateur rotatif. Le résidu est repris par l'eau distillée et la solu-
tion obtenue est débarrassée du ‘fluoro-dinitrobenzéne en excés, ainsi que
du dinitrophénol et de la dinitraniline formés au cours de la réaction, par
deux extractions éthérées effectudes, la premidre, en milieu neutre et, la
seconde, en miliecu acide (ajustement de la solution & pH 1 par addition
d'acide chlorhydrique). La fraction aqueuse est enfin évaporée a siccité,

sous pression réduite, & l'évaporateur rotatif.

b - Hydrolyse des DNP-glycoprotides et analyse des hydrolysats

L'hydrolyse des DNP-glycoprotides et 1l'identification des DNP-
amino-acides sont effectués suivant le mode opératoite décrit par BISERTE,
HOLLEMAN et al. (425) (voir Appendice technique ; p.24{ ).

En outre, les amino-acides libres, présents dans la phase aqueuse
des hydrolysats aprés l'extraction des DNP-amino-acides par 1l'éther, sont
dosés & l'Auto-analyseur Technicon par rapport & un "témoin interne" de
nor-leucine ajouté aux DNP-glycoprotides, avant 1'hydrolyse chlorhydrique

(voir Appendice technique ; p.211 ).

5° - Dégradation d'EDMAN

a - Principe. La réaction d'EDMAN est trés précieuse dans l'exploration des
modalités de la liaison glycanne-protide dans les glycopeptides. En effet,
elle réalise la dégradatidn récurrente de la fraction peptidique par 1l'ex-

trémité N-terminale et vient"buter'" sur l'amino-acide conjugué au glycanne
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en respectant la liaison "glycosyl" et en détachant 1"extrémité C+terminale

de la chaine 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-thiohydantoiniques

Les glycoprotides (100

~

a

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 a

tif.

siccité sous vide & 1'évaporateur rota-

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 (5:1)(v:v)

qu'on laisse agir a 37°C pendant 2 h,

Les phényl-thiohydantoines formées (PTH-dérivés) sont extraites

trois fois par 10 ml de benzéne, puis 2 fois par 10 ml d'un mélange de

benzéne et de butanone (2:3)(v:v) selon le protocole décrit par CHERBULIEZ,

BAEHLER et RABINOWITZ (428). Les deux solutions d'extraction et la solution

aqueuse sont évaporées a 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 électrophorése sur papier 2 pH 3,9 (tampon acétate de

'pyridine de MICHL (429)) et par chromatographie sur couche mince de Silica-~

gel G dans les systémes-solvants de BRENNER, NIEDERWIESER et PATAKI (430)

et de PATAKI (431)
chloroforme/méthanol (100:5) (v:v).

chloroforme / acide formique concentré (100:5) (v:v) ;

(+) Composition du tampon :
N-éthylmorpholine redistillée
Acide acétique glacial
Ethanol a 95°
Eau distillée q.s.p.

60 ml
1,5 ml
500 ml
1000 ml
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Dégradation récurrente d'EDMAN d'un glycopeptide et formation
des glyco-PTH-amino-acides,
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La révélation des PTH-dérivés est effectuée, soit en chauffant 2
120°C, pendant 2 h, les chromatoplaques préalablement imprégnées par pulvé-
risation d'une solution aqueuse d'acide sulfurique 2 5 p.100 (v:v) (forma-
tion de taches jaunes) ; soit en utilisant le rdactif 2 1'iode-azoture de
sodium de CHERBULIEZ, BAEHLER et RABINOWITZ (432) (formation de taches
blanches sur un fond brum) (+); En outre, la fraction des PTH-dérivés totaux
a é6té traitée par la soude 0,1 N (1 ml p.10C mg de glycoprotide), a 120°C
pendant 10 h (VAN ORDEN et CARPENTER) (433) de maniére 23 dissocier les PTH-
amino~-acides libérés et 2a régénérer les amino-acides. On identifie ensuite
ces derniers a l'Auto-analyseur Technicon, aprés avoir ajusté la solution

sodique a pH 2, par l'addition d'acide chlorhydrique 2 N,

3 -~ Analyse de la phase aqueuse

La phase aqueuse contient les glycoprotides et les PTH-~
glyco-aminc-acides qui se sont formés, soit & partir de glyco-aminc-acides,
soit 2 partir de glyecopeptides dans lesquels l'amino-acide-N-terminal était
conjugué au glycanne dans le glycopeptide natif, Sa composition a été &tu-
diée de la maniére suivante :

o - Une partie aliquote correspondant a 10 mg de glycoprotéide
de départ, est hydrolée par HCl 5,6 N a 100°C, pendant 24 h et sa composi-
tion en acides aminés est déterminée 3 1l'Auto-analyseur Technicon. On iden-
tifie et on dose, de cette fagon, les acides aminés dont le groupement NH2
était protégé dans le glycoprotide natif,

B - Le reste de la solution est soumis a l'analyse par chroma-
tographie sur papier Macherey-Nagel 807, dans le systéme-solvant : n-butanol/
acide acétique/eau (4:1:5). Les glycoprotides et les PTH~glyco-amino-acides
restent au trait de départ, tandis que les acides aminés et les peptides,

1ibérés au cours de la dégradation d'EDMAN, sont entrainés par le solvant.

(+) Le réactif est obtenu en mélangeant extemporanément dans les rapports
volumétriques 1 : 1 : 6, les trois solutions suivantes :

Solution 1 : iode 1,27 g, IK 8,3 g, eau q.s.p. 100 ml.
Solution 2 NaN3 3,2 g, eau q.s.p. 100 ml,

Solution 3 : Thicdéne 1 g, eau q.s.p. 100 ml.
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Dans un second temps, les différents constituants ainsi repérés sont igslés
par chromatographie préparative et leur composition en glucides, en amino-
acides et en PTH-amino-acides est précisée en appliquant les procédés que

nous avons décrits plus haut.

IT - RESULTAT N
L'application des procédés que nous venons de décrire nous a

permis d'isoler ou de caractériser, dans les fractions a., a, et B, 10

3* 74
glycoprotides dont nous avons précisé dans la figure 31 (p. 147) les sché-
mas de structure de la fraction protidique. Ces derniers ont été précisés
sur la base des résultats expérimentaux suivants :

A - FRACTION %g

1 - L'application du procédé général de dinitrophénylation de SANGER montre
que la fonction NH2 de la totalité de l'acide aspartique est libre puisque
1'hydrolysat du DNP-glycopeptide ne contient que le DNP-aspartique et aucune

trace d'acide aspartique libre.

2 - L'action de l'isothiocyanate de phényle sur la fraction og libere la

sérine (0,17 résidu p. 5 résidus de glucosamine, provenant du glycopeptide

2 ; voir tableau XI ; p. 132) et donne un PTH-dérivé que nous avons isclé a

1'état pur par chromatographie préparative sur papier. L'hydrolyse de ce

dérivé par HCl 2 N, pendant 2 h, fournit uniquement, -mis & part, évidemment,

les oses provenant de la dégradation du glycanne~, le PTH-acide aspartique

a 1'exclusion de tout autre amino-acide libre. Ce résultat implique que la

fonction a-amino-acide de l'acide aspartique n'est pas liée au glycanne.
Nous pouvens done conclure, en tenant compte de la composition

de la fraction @, en acides aminés (Tableau XI ; p. 132), que la fraction

3

a, est constitude du mélange des deux glycoprotides 1 et 2 (Fig. 31 ; p. 147)

3
dans les proportions relatives (pour 4 résidus de glucosamine) suivantes :

glycoprotide 1 : 0,83
glycoprotide 2 : 0,17
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Schémas de structure des glycoprotides igolés ou caractérisés dans les

fractions (% , O et B . Les nombres indiquent les proportions mo-

4
laires dans lesquelles les différents glycoprotides existent dans cha-

cune des fractions,
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B -~ FRACTION a,
Nous avons vu que la fraction Qs renfermait de l'acide aspartique,
de la thréonine et de la sérine, dans les proportions relatives 1,14 - 0,66

et 0,29 (Tableau XI ; p. 132).

1 - L'application du procédé général de dinitrophénylaticn de SANGER montre
que 0,65 résidu d'acide aspartique (provenant des glycoprotides 3,4 et 5) et
0,35 résidu de thréonine (provenant du glycoprotide 6) sont en position

N-terminale et que la totalité de la sérine se retrouve dans les hydrolysats

chlorhydriques du DNP-glycoprotide,

2 - L'application du procédé d'EDMAN a apporté les résultats suivants (Tableau
XIIT ; p. 149) : "

a - L'hydrolyse acide de la '"phase aqueuse" (voir p. 145 ) montre,
par le dosage des acides aminés libres, que pour 4 résidus de glucosamine,
0,77 résidu d'acide aspartique, provenant des glycoprotides 3,4 et 5, et 0,39
résidu de thréonine, provenant du glycoprotide 6, se trouvent en position
N-terminale. En outre, les PTH-dérivés de l'acide aspartique et de la thré-

onine ont été identifiés dans les hydrolysats.

b - Le fractionnement chromatographique sur papier de la "phase
aqueuse (voir p. 145 ) permet d'iscler la "fraction glycoprotide + PTH-
-glycoprotide" qui est restde au trait de départ. L'hydrolyse de cette der-
nidre libére de 1l'acide aspartique (0,4 résidu p. 4 résidus de glucosamine,
provenant du glycoprotide 6), accompagné de son PTH-dérivé (provenant des
glycoprotides 3,4 et 5) que nous avons identifié en appliquant le protocole
expérimental décrit plus haut (voir p.143 ).

Ces résultats sont en faveur de la présence, dans la fraction s
d'un mélange de 4 glycoprotides dans les proportions relatives (pour 4 rési-

dus de glucosamine) suivantes :(Fig. 31 ; p. 147) :

glycoprotide 3 ¢ 0,32 a 0,37
glycoprotide 4 : 0,15

glycoprotide 5 0,27 a 0,29
glycoprotide 6 : 0,35 a 0,40
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Composition (rapportée 2 4 résidus de glucosamine) en amino-acides

et en PTH-amino-acides de la fraction A(4, aprés action de 1l'isothio-

cyanate de phényle (dégradation d'EDMAN).

Fraction native

Composition en acides aminés

des hydrolysats chlorhydriques

de la *"phase

de la "fraction

PTH-glycoprotidi-

1)

aqueuse que et glycopro-

totale (+) tidique" (++)
Aspartique 1,14 0,37 0,40
Thréonine 0,66 0,27 -
Sérine 0,29 + -
Glycocolle 0,15 0;15 -

(+)  Voir texte (p. 145 ).

(++) Obtenue par chromatographie préparative sur papier de la 'phase

aqueuse" (voir p. 145 ).
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C - FRACTION B

La copule protidique de la fraction P est constitude d'acide
aspartique et de théonine dans les proportions relatives (déterminées pour

10 résidus de glucosamine) de 1,15 et 0,85 (Tableau XI ; p. 132).

1 - Dans les hydrolysats acides du DNP-protide, nous avons ident{fié;,d'dne
part, le DNP-aspartique et la DNP-thréonine et, d'autre part, l'acide aspar-
tique et la thréonine, Les aminc-acides libres étaient dans les proportions
molaires (déterminées pour 10 résidus de gluccsamine) de 0,49 pour l'acide
aspartique (provenant des glycoprotides 9 et 10) et de 0,46 pour la thréo-
nine (provenant des glycoprotides 8 et 9). Ces résultats sont rassemblés

dans le tableau XiV (p. 151).

2 - A la fin du premier cyecle, l'application de la méthode 4d'EDMAN fournit

une ''phase aqueuse" (voir p.145 ) dont l'hydrolyse chlorhydrique libére
(pour 10 résidus de glucosamine) 0,52 mole d'acide aspartique (provenant des
glycoprotides 9 et 10) et 0,53 mcle de thréonine (provenant des glycoproti-
des 8 et 9) (Tableau XIV ; p. 151).

L'analyse de cette méme phase, par chromatographie sur papier, ré-
véle la présence de thréonine libre (provenant du glycoprotide 8) (+). Elle
permet, en outre, d'isoler, restée au trait de départ, une fraction qui
fournit,par hydrolyse acide, le PTH-dérivé de l'acide aspartique (provenant
des glycoprotides 7,8 et 9.

D'autre part, nous avons identifié, dans la "phase organique", le

PTH-dérivé de la thréonine (provenant du glycoprotide 10).

A la fin du second cyele de la dégradation d'EDMAN, on obtient

uniquement un PTH-dérivé (PTH-aspartyl-glycanne) que nous avons isolé par
chromatographie préparative et qui donne, par hydrolyse chlorhydrique, seule-
ment le PTH-~aspartique.

Ce composé s'est formé, dés le premier cycle, 2 partir des glyco-

protides 7,8 et 9 et, au cours du second cycle, a partir du glycoprotide 10

(+) D'aprés les schémas que nous proposons ci-dessous, nous aurions logique-
ment d caractériser le peptide thréonyl-aspartique provenant du glyco-
peptide 9, nous n'avons cependant pas pu le mettre en évidence, vraisem-
blablement & cause de la faible proportion de glycopeptide 9 dans le
composé B.
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Tableau XIV

Composition en amino-acides et dérivés (ramenée i 10 résidus de glucosamine)
de la fraction G'native, apreés dinitrophénylation et aprés l'action de 1'i-

sothiocyanante de phényle (un seul cycle de dégradation d'EDMAN),

-
Aprés dinitrophénylation Dégradation d'EDMAN
Fraction | Amino-acides
, DNP - non dinitro- PTH-~ amino-acides
native
amino-acides phénylés amino-acides non substitués
(a) (b) (a) (c)
| Acide aspartique 1,15 0,66 0,49 0,63 0,52
Thréonine 0,85 0,39 0,46 0,32 0,53

(a) Valeurs calculées,
(b) Dosés a 1'Auto-analyseur Technicon aprés hydrolyse acide.

(c) Dosés a 1'Auto-analyseur Technicon aprés hydrolyse acide de la "phase

aqueuse" (voir p. 145 ).
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devenu un "aspartyl-glycanne" au cours du premier cycle,

3 - L'oxydation periodique détruit 0,40 mole de thréonine (pour 10 résidus
de glucosamine) qui se trouvait donc en position N-terminale (dans le gly-

copeptide 10).

4 - L'ensemble de ces résultats nous permet de conclure que la fraction B
est un mélange de 4 glycoprotides, dans les proportions relatives (pour

10 résidus de glucosamine) suivantes :

glycoprotide 7 : 0,20
glycoprotide 8 : 0,36
glycoprotide 9 : 0,10
glycoprotide 10 : 0,39

IITI - DISCUSSION

Les résultats que nous avons obtenus révélent la complexité de
composition des hydrolysats enzymatiques des préparations d'ovomucoide.
L'hétérogénéité s'était déja manifestée 2 propos de la composition des fone-
tions glycanniques. Elle se complique par la diversité de composit ion des
copules peptidiques. Au total, nous avons caractérisé 10 glycoprotides dans
les hydrolysats pronasiques des préparations d'ovomucoide de FREDERICQ et
DEUTSCH,

1 - Nos résultats sont 3 rapprocher, en premier lieu, de ceux de MONTGOMERY
et WU (434) et de TANARA (435).

a - MONTGOMERY et WU (436) ont déterminé la structure peptidique
de 4 glycoprotides provenant de l'hydrolyse pronasique des '"glycopeptides
IT et II1" (voir p.135) obtenus par hydrolyse papainique de l'ovomucoide de
CHATTERJEE et MONTGOMERY (437) :

~ Les glycoprotides provenant du '"glycopeptide II sont au nombre

de 3 et leur copule peptidique posséde la structure suivante :

Glycanne Glyéanﬁe ' Glycanne

Thr — Asp Asp — Thr Phe — Pro-— Ala—Agp
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Les deux premiers correspondent & nos glycopeptides 8 et 10 ;

le troisidme était absent de nos hydrolysats.

- Le glycoprotide provenant du "

glycopeptide III" (voir p. 135)
ne renferme que de l'acide aspartique. Il est identique 2 notre glycopro-
tide 7.

-~ les auteurs n'ont pas étudié le sialo-glycopeptide IV (voir
p. 135).

b - TANAKA (438) a isolé des hydrolysats pancréatiniques de l'o-
vomucoide deux DNP-glycopeptides auxquels il a attribué les structures

suivantes :

3 Man H 1 Gal H 5 GlacNAc j

(1) ]

DNP Ala Asp Thr

DNP Gly Asp (Ser ou Thr)
(2) ,8Mam ; 2Gal ; 12 GlcNAc

l
DNP— Glu —(Ser ou Thr)

D'apres la composition en glucides "neutres" et en osamines des deux gly-
copeptides, il semble que le premier soit du "type ovoglycoprotéine" et le
second, du "type ovomucoide". '

Si les résultats que nous avons obtenus & propos des glycoproti-
des a ne sont pas en désaccord avec le schéma du premier glycopeptide de
TANAKA, au contraire, le second schéma est infirmé par nos travaux et pgr. ceux

de MONTGOMERY et WU,

2 -~ Nos résultats sont & rapprocher, en second lieu, de ceux d'ADAM-CHOSSON
et de MONTREUIL et al.

Nous avons, certes, retrouvé les fractions a et P de ces auteurs
mais nous avons démontré la grande hétérogénéité de ces fractions en appli-
quant des procédés d'analyses plus précis. En particulier, 1'application

aux DNP-glycopeptides B de la "contre expérience" qui consiste 3 rechercher
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et a doser, non seulement les DNP-amino-acides, mais encore les amino-acides
libres, nous a permis de résoudre le probléme, En effet, toute l'argumenta-

tion des auteurs précédents reposait sur la formation quantitative de DNP-

aspartique et de DNP-thréonine qui les a conduits, en outre, 3 la notion
de la présence, dans l'ovomucoide, de 2 glycannes unis 2 la protéine, 1l'un

ar l'acide aspartique et l'autre par la thréonine,
P P q

IV - CONCLUSIONS

L'application des procédés de détermination des séquences pepti-
diques, associés aux méthodes de fractionnement des glycoprotides, nous a
permis d'isoler ou de caractériser, au total, 10 glycoprotides différant
(Fig. 31 ; p. 147) soit par la composition de leur fraction glycannique,

soit par la structure de la copule protidique.

Les glycoprotides 1 & 6 proviennent vraisemblablement de 1'ovo-
glycoprotéine de KEITERER dont ils posseédent la composition en glucides. Si
cette hypothése se confirmait, nous connaitrions d4éja la structure des glyco-
protides provenant de l'ovoglycoprotéine., Quant aux glycoprotides 7 a 10,
ils proviendraient alors de 1'ovomucofde "proprement dit", Seul, 1l'isolement
de ces deux entités glycoprotéiniques et 1l'étude des produits de leur dégra-

dation pronasique nous permettra de vérifier cette hypotheése,

4° ~ NATURE DE LA LIAISON
GLYCANNE-PROTIDE
DANS LES PREPARATIONS D'OVOMUCOIDE

I - MATERIEL ET METHODES

Les aminc-acides présents dans les glycoprotides 1 2 10 nous
permettent d'envisager les types de liaisons suivants :

A - aspartyl-glycosylaminique

B - O-~thréonyl-glycosidique

C - ester
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A - IDENTIFICATION DE LA "N-B-ASPARTYL-GLUCOSAMINYLAMINE" (+)
ET DE SES DERIVES

1 - A partir d'un glyeco-amino-ccide :8200 mg¥ sont hydrolysés par HCL 1,5 N

(20ml1), 2 100°C, pendant 1,5 h. L'acide chlorhydrique est &liminé par lyo-
philisation, & - 70°C, des hydrolysats étendus de 30 fois leur volume d'eau.
La préparation obtcnue est soumise 2 une électrophorése préparative sur pa=-
pier a pH 3,9 (tampon de MICHL) (439) et la composition en glucides et en
acides aminéds des différents constituants ainsi isolés est déterminée.

La fraction intéressante, qui correspond au point d'attache lui-
méme (osaminidyl- cu osidyl-osaminidyl-amino-acide ou ~-peptide) est purifiée
par une chromatographie de 72 h, effectuée sur papier Macherey-Nagel 807,
dans le sysieéme-solvant n-butancl/acide acétique/eau (4:1:5) de manidre 2
éliminer totalemen: la glucosamine libre. Sa composition en glucides et en
amino-acides est dérorminée et sa structure est ensuite précisée en appli-

Tant les modes opérotoires suivants @

a - Le pouvoir vdducteur est étudié par la méthode au ferricya-

nure de PARK et JOHIS0N (4:0) (voir Appendice technique ; p.211 ).

b - L'ozydation pericdique est effectuée dans les conditons décri-
tes plus haut (voir p.141 ) sur le composé natif et N-réacétylé selon la
technique de LEVVY ot Ma ALLAN (441) (voir Appendice technique ; p.211).

¢ - La B-N-zcétyl-D-glucosaminidase a été utilisée selon les
modes opératoires décrits par BHAVANANDAN et al. (442) et par GHUYSEN et
STROMINGER (443) (4+) sur le composé N-réacétylé ;

d - les spectres infra-rouges, destinés essentiellement 3 préci-
ser la nature a ou § de la liaison glucosaminylaminique, ont été& obtenus
avec un spectrophotomdire inf{ra-rouge Perkin-Elmer, modeéle 21, aprés pas-

tillage dans le bromure de potassium.

(+) Ce terme désigne, d'une manidre simplifiée, la B-L-aspartamido-l-acé-
tamido-2-didéoxy-1,2-B-D-glucopyrannose.

(++) Nous remercions vivement les Professeurs E. BUDDECKE et J.M. GHUYSEN,
pour les préparations enzymatiques qu'ils nous ont fournies, et le
Professeur J.M. GHUYSEN et ses collaborateurs pour les tentatives d'hy-
drolyse qu'ils ont cZfectuées.
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2 - A partir d'un PTidl-aspartyl-glycanne

Les PTH-aspartyl-glycannes, isolés dans les conditions que nous
avons décrites plus haut (voir p.145 ) sont soumis 2 une hydrolyse chlo-
rhydrique effectuée dans les conditions précédentes. L'hydrolysat, débarras-
sé de l'acide chlorhydrique par lyophilisation, est analysé par une chro-
matographie de 36 h, sur papier Macherey-Nagel 807, dans le systéme-sclvant
n-butancl/acide acétique/eau (4:1:5). Les bandes de papier renfermant les
constituants qui donnent une réacticn.positive avec le réactif de CHERBU-
LIEZ et al. (voir p.145 ) sont &luées, selon la méthode de DENT (444), par
de 1'eau distillée, puis par du méthanol pur. Les PTH-dérivés, présents
dans les éluats, sont caractérisés par le tracé des courbes d'absorption
(A max 263 mu) et dosés par spectrophotométrie & 269 my (SJOQUIST) (445)
en utilisant une solution étalon titrée 3 10 mg de PTH-acide-aspartique
p. ml. L'osamine (ou éventuellement 1l'ose "neutre') conjugude est identifiée
et dosée en appliquant les procédés que nous avons déerits plus haut (voir

p.128 ).

B - RECHERCHE DES LIAISONS_0O-GLYCOSIDIQUES

1° - Action des alcalis sur les glycopeptides natifs

100 a 200 mg de glycopeptides sont traités par 10 a2 20 ml des
solutions aqueuses de soude 0,1 N, en présence de borchydrure de sodium
(concentration finale 0,3 M), & 5°C et a 20°C, pendant des temps variant de
1 2 9 jours (procédé de TANAKA, BEROLINI et PIGMAN (446).

La solution est acidifiée par de l'acide acétique glacial ajouté
jusqu'a la fin du dégagement gazeux. Elle est ensuite évaporée a siccité
sous pression réduite. Le résidu est débarrassé de l'acide borique en le re-
prenant par un mélange de méthanol et d'acide acétique glacial (4:1) (v:v)
et en évaporant la suspension cbtenue par ventilation ou par distillation
sous pression réduite. Ce mode cpératoire est répété 4 fois. La prépara-

tion cbtenue est soumise aux analyses suivantes :

a - détermination a l'Auto-analyseur Technicon de la composition

en amino-acides de 1l'hydrolysat chlorhydrique ;
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b - fractionnement sur des colonnes (2 X 40 cm) de Dowex 50 * 8
("mesh" 25-50 ; forme acide)

Le passage de 1 000 ml d'eau distillée fournit une "fraction neutre"
qui contient les glycannes réduits, libérés par la " B -élimination" et les
glycoprotides respectés par -la soude ;

Le passagevd'une solution ammoniacale (dilution au 1/20 de la
solution commerciale a 21 p,100 d'ammoniac) déplace les protides détachés
au cours de la " p-élimination",

Chacune des deux fractions est évaporée a siccité et soumise aux

diverses analyses que nous avons décrites plus haut.

2° -~ Action des alcalis sur les glycoprotides réamidés

Nous avons démontré (voir p. 104 ) que la rupture, par " B -élimi-
nation", des liaisons O-séryl et O-thréonyl-glycosidique sous l'action des
alcalis ne pouvait s'effectuer si le f-hydroxy-amino-acide conjugué au
glycanne possédait son groupement carboxylique libre et qu'il était néces=
saire de bloquer ce dernier pour que la réaction ait lieu., Pour é&éliminer
cette cause d'erreur nous faisons systématiquement agir la soude sur les
glycopeptides natifs et réamidés.

La réamidation est effectuée de la maniére suivante (voir p. 103 ):
10 a2 100 mg de glycopeptide sont d'abord estérifiés, pendant 4 h, a 20°C,
par 2 & 20 ml d'une solution de chlorure de thionyle dans le méthanol
anhydre (solution a 3 p.100) (v:v) (SOKOLOVSKY et al.) (447). Le mélange
est évaporé a siccité sous pression réduite, a 1'abri de toute trace de
vapeur d'eau, et le résidu sec est traité, a 20°C, pendant 24 h, par 0,2 2
2 ml de butylamine. La solution est évaporée a siccité et la préparation

obtenue est soumise 3 l'action de la soude dans les conditions que nous

avons décrites ci-~dessus.

C - RECHERCHE DES LIAISONS ESTERS

La recherche des liaisons esters a été effectuée par la méthode
d'"HESTRIN (448) aux hydroxamates, modifiée par Mc COMB et Mc CREADY (449)

et par action de la soude diluée pendant des temps trés courts (NaOH 0,1 N ;
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a4 100°C pendant 5 & 10 mn).

IT - RESULTATS

A - FRACTION & 3

1 - La fraction a3 n'est pas réductrice., Le glycanne est donc conjugué par

sa fonction réductrice a la fraction protidique,
2 - la recherche des fonctions esters a été négative. Le carboxylea de la
sérine et le carboxyle 8de l'acide aspartique ne sont donc pas conjugués

par une liaison ester.

3 - L'hydrolyse acide partielle (HC1 1,5 N, & 100°C pendant 1,5 h) libére
un fragment glycoprotidique qui posséde le comportement é&électrophorétique
de la N-B-aspartyl-glucosaminylamine et que nous avons isolé par électro-
phorése préparative sur papier (voir p.155 ). Sa composition molaire est
la suivante : acide aspartique 1, glucosamine 2. Le spectre infra-rouge
révéle le pic d'absorption caractéristique des liaisons B -glycosidiques

(891 cm_l).

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 ce composé, effectuée
dans les conditions décrites ci-dessus, libére un PTH-dérivé dont le com-
portement chromatographique (Tableau III ; p. 63) est identique 2 celui du
PTH-dérivé de la N-B-aspartyl-glucosaminylamine,

En vutre, l'hydrolyse-acide totale (HC1 4 N,.100°C pendant & h) -
fournit, en proportions.équimolaires, de la glucosamine et du PTH-acide
aspartique.

Ce résultat implique que la fraction o amino-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 " B -élimination" est négative sur la fraction o
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native et réamidée. La sérine n'est donc pas conjuguée par une liaison
O-glycosidique au glycanne,
Ce résultat est confirmé par la libération de cet amino-acide

au cours de la réaction d'EDMAN (voir p.145).

6 - Sur la base de ces résultats expérimentaux, nous pouvons donc conclure
que, la fraction a3 est un mélange de deux glycoprotides dans lesquels
l'acide aspartique est conjugué par son carboxyle B a la N-acétylglucosa-

mine, par une liaison "B -glucosaminylamine".

B - FRACTION a4

1 - La fraction o, n'est pas réductrice.

N

2 - La fraction o,, native et réamidée, résiste 3 l'action des alcalis.

42
Elle ne renferme donc ni liaison ester, ni liaison O-glycosidique.

3 - Aprés deux cycles de réaction d'EDMAN, les PTH-dérivés ont &été isolés
et purifiés par chromatographie préparative (voir p. 145 ) et hydrolysés
par HC1 1,5 N, a 100°C pendant 1,5 h., Nous awons identifié, dans les hydro-
lysats, le PTH~-dérivé de la -N-aspartyl-glucosaminylamine en appliquant

le mode opératoire décrit & propos de la fraction %y

4 -~ Nous pouvons donc conclure que, dans la fraction(xa, les glycoprotides
3 a4 6 sont conjugués aux glycannes par une liaison " 8 -aspartyl-glucosami-

nylamine"
C - FRACTION f

1 - La fraction B n'est pas réductrice.

2 - Elle n'est pas modifiée par l'action de la soude avant et aprés réami-
dation, Elle ne renferme donc pas de liaisons esters ou O-glycosidiques

(Tableau XV ; p. 160),

3 - L'hydrolyse acide partielle (HCl 1,5 N, 100°C pendant 1,5 h) de la
fraction B fournit un mélange de glycoprotides simples qui ont été isolés
par électrophorése préparative et fractionnés par chromatographie sur pa-

pier, Nous avons obtenu, de cette manidre, deux glycoprotides
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Tableau XV
Composition (rapportée a 10 résidus de glucosamine) de la fraction

glycopeptidique B native et amidée (+) avant et aprés acfion de la soude 0,1 N,

Fraction native Fraction na:éanrc:rn?cié&

Avant action Aprés action Avant action Aprés action

de la soude de la soude de la soude de la soude
Acide aspartique 1,15 1,15 1,15 1,17
Thréonine 0,85 0,85 0,85 0,80

(+) voir texte (p.157 ),
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dont les propriétés sont les suivantes :

a - Le premier est constitué uniquement de glucosamine et d'acide
aspartique en proportions équimolaires, 11 posséde toutes les caractéristi-
ques de la N-(f -aspartyl)-glucosaminylamine, en particulier, son comporte-

ment électrophorétique (Fig. 22 ; p. 161 bis).

b - Le second contient de la glucosamine, de l'acide aspartique
et de la thréonine dans les proportions molaires suivantes : 2 : 1 : 1,
I1 s'agit du "composé BI" d'ADAM-CHOSSON dont mous avons déterminé la

structure sur la base des résultats suivants

1° - L'oxydation periodique détruit l'osamine et 25 p.100 de la
thréonine. Ces résultats sont différents de ceux d'ADAM-CHOSSON qui n'avait

pas observé de destruction de thréonine.

2° - L'action des N-acétylglucosaminidases sur le "composé B I"

N-réacétylé a été négative,

3° - L'action de la soude a été négative, avant et aprés réamida-
tion., La thréonine n'est donc pas conjuguée, contrairement aux conclusions

d'ADAM-CHOSSON, par une liaison O-glycosidique.

Nous pouvons donc conclure que le "composé P I" est un mélange

dans les proportions relatives 3 : 1; des deux glycopeptides suivants

GlcNHzmlﬁ.; GloNH, GLoNH, IRTEN GloNH,
Asp Thr Thr-—pAép

Nota : La liaison 1,3 glucosaminidique est démontrée par le fait que l'a-

cide periodique détruit seulement une osamine sur les deux résidus,

4° - L'hydrolyse acide ménagée du PTH-aspartyl-glycanne fournit
deux composés que nous avons isolés par chromatographie préparative sur
papier dans le systéme~solvant : n-butanol/acide acétique/eau (4:1:5),
Tous deux sont constitués de glucosamine et de PTH-acide aspartique, en

proportions équimolaires. Ils possédent le comportement chromatographique
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Asp

Thr Asn-GicNAc
Asn-GlcNH,

GIcNH,,

Figure 32

Electrepher2se 2 pH 3,9 d'un hydrelysat chlerhydrique (HCL 1,5 N ;
100°C ; 1,5 h) de la fractien glycepretidique S. T : selutien-témein
de composés purs. Asp : acide aspartique ; Thr : thréonine ; GlcNFl2 H
glucosamine. /B ¢ hydrolysat chlorhydrique de la fraction ,6 3 Asn-Glc
NAc ¢ N-( /B -aspartyl)-N-acétylglucosaminylamine ; Asn-GlcNH, ¢

2
N-( /B -aspartyl)-glucoseminylamine.
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(Tableau III ; p. 63), l'un de la N-( B-(PTH-aspartylj )-glucosaminylamine
et l'autre, de la N-(B —{'PTH—aspartyl} )-N-acétyl-glucosaminylamine,

D - FRACTIONY

La structure de la fractionY a été décrite dans des mémoires
antérieurs (voir p. 49 ). Nous nous bornerons 3 rappeler qu'elle renferme,
outre de l'acide aspartique et de la thréonine, de la cystine conjuguée par
une liaison ester trés alcali-labile, Des recherches plus poussées n'ont
pu 8tre entreprises car les quantités de glycoprotides Y présentes dans
les hydrolysats sont toujours trés faibles et le composé est méme, parfois,

inexistant,

IITI - DISCUSSION

1° -~ Nous avons démontré sans ambiguité que, dans l'ovomucoide de FREDERICQ
et DEUTSCH, glycamne et protéine sont conjugués par des liaisons de type
N~ B -aspartyl-N-acétylglucosaminylamine,

Nous sommes parvenu & cette conclusion en étudiant la structure
de glycopeptides simples isolés A partir des hydrolysats pronasiques d'ovo-
mucoide, Nous l'avons confirmée en vérifiant que l'action de la soude sur

l'ovomucotde natif ne libérait pas de glucides

500 mg d'ovomucoide ont été traités par la soude 0,1 N,
dans les conditions décrites a la p. 156, La solution
a été fractionnée sur Sephadex G-30 et 1l'effluent a
été analysé quant 4 sa teneur en glucides et en proté-
ides. Un seul pic, correspondant 2 1'ovomucoide, 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-B-aspartylglu-
cosaminylamine qui avait été suggérée par TANAKA (450) et par MONTGOMERY
et WU (451,452),
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Par une action de la baryte, suivie d'une hydrolyse sulfurique
ménagée, sur l'ovomucoide natif, TANAKA a obtenu deux glycopeptides aux-

quels il a attribué les structures suivantes

GlcNH2

Ala —— Asp ——Thr

GlclNH2

|
Asp

sans préciser, toutefois les modalités de la conjugaison de la glucosamine
avec l'acide aspartique.

MONTGOMERY et WU ont démontré, par la méthode d'EDMAN, que, dans
les 4 glycopeptides qu'ils ont isolés, l'acide aspartique était 1ié au gly-
canne par son carbone B , sans toutefois déterminer 1l'ose conjugué 3 l'acide

aminé ni les modalités de 1'attache,

3° ~ ADAM-CHOSSON, MONTREUIL et coll, étaient parvenus aux mémes conclu-
sions que les nétres, mais pensaient & 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'ovomucoide sont les suivantes :

1 - Nous avons démontré sans ambigufté que, dans tous les glycoprotides
de "type a'" ou de "type B " présents dans les hydrolysats pronasiques de
1l'ovomucoide de FREDERICQ et DEUTSCH, l'acide aspartique était 1lié a la
N-acétyl-glucosaminylamine par son carboxyle B , sur la base des résultats

sulvants :

a - Isolement de PTH-aspartyl-glycannes dont la formation n'est
possible que si la fonction a -amino-acide n'est pas conjuguée avec le

glycanne.
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b - Identification du PTH-détivé de la N-( B -aspartyl)-N-acétyl-
glucosaminylamine (ou de son produit N-acétylé) parmi les produits d'hy-
drolyse acide ménagée des PTH-dérivés des aspartyl-glycannes.

¢ - Identification de la N-(B -aspartyl)-glucosaminylamine parmi

les produits d'hydrolyse acide partielle d'aspartyl-glycannes natifs.

2 - L'action de la soude sur les glycopeptides des "types aet B " a été

négative, méme aprés la réamidation de ces derniers. Nous pouvons donc

conclure qu'il n'existe pas de liaisons glycosidiques de B -hydroxy-amino-
-acides dans l'ovomucoide, 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'ovomucoide, des liaisons O-thréonyl-N-acétylglucosaminides,
ainsi que les hypothéses de HARTLEY et JEVONS (456) et 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 l'ovomucofde contrairement & l'interprétation qui avait été donnée

a4 des résultats antérieurs.
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CONCLUSIONS GENERALES

Les conclusions que nous pouvons tirer de notre &tude 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 & 3 amino-acides seu-
lement, On obtient, de cette maniére, un excellent matériel en vue de 1l'é-
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 derniére, En particulier,
nous décrivons un procédé d'hydrolyse ménagée, -soit du glyco-amino-acide
natif, soit de son PTH-dérivé-, qui permet de démontrer sans ambiguité
1'existence de liaisons "N-8-aspartyl-glucosaminylamines'".En outre, 1l'étude
de l'action de la soude sur les glycopeptides réamidés, -quand ils renfer-
ment toutefois des B-hydroxy-amino-acides~, permet de rechercher les liai-
sons O-glycosidiques de ces derniers sans courir le risque d'une erreur
due 2 la position C-terminale des E‘—hydroxy—amino—acides conjugués. Nous
avons, en effet, démontré que la " {-élimination" ne s'effectuait pas

dans ce cas.

3 - L'application de ces procédés a l'ovomucoide 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-§ -aspar-

tylglucosaminylamine", a 1'exclusion de toute liaison "éther", "ester"

ou "O-glycosidique",
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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 1'ovomu-

cotde de FREDERICG et DEUTSCH.

Le groupe des "glycoprotides ‘a" est ceonstitué de galactose, de

mannose, de N-acétylglucosamine et d'acide N-acétyl-neuraminique dans les
rapports molaires 1 : 2 23 : 4 25 : 0,3 21, tandis que le groupe des

"glycoprotides f " 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'ovomucoide'proprement dit",

Nous pensons toutefoils pouvoir infirmer 1l'existence d'un "allo-

ovomucoide",

5 ~ L'application de plusieurs procédés de détermination des masses molé-
culaires des glycoprotides nous aménent a la conclusion qu'il existe, con-
jugués par des liaisons "N-B-aspartyl-N-acétylglucosaminylamine", deux

chaines glycanniques dans 1'ovomucoide "proprement dit" et quatre chaines

dans 1l'ovoglycoprotéine de KETTERER,

6 - Les procédés que nous avons décrits sont susceptibles d'application
trés générale, Ils ont permis, au laboratoire, de préciser les modalités
de 1l'attache glycanne-~protide de plusieurs glycoprotéines,

La responsabilité des méthodes d'exploration de la structure
des chafnes 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) & 1'étude et 3 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 YA du lait de Femme,

Dans le troisiéme chapitre de notre mémoire nous exposerons treés

succintement, les résultats qui ont été obtenus, en nous limitant a la

description ' des procédés que nous avons été amené 2 mettre au point,
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RECHERCHES,

DANS LE CADRE D'UN TRAVAIL D'EQUIPE,
SUR LES MODALITES DE IA LIAISON
GLYCANNE-PROTIDE

DANS DIVERSES GLYCOPROTEINES.

1. - GLOBULINES YG

I - GLOBULINES YG DU SERUM (+) ET DU COLOSTRUM (++) 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.1l00 d'osamines 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 YG,

Les globulines Y G colostrales ont été préparées selon le procé-
dé Jd'ANTONY (459). Leur composition centésimale est la suivante : oses
"neutres" 1,8 p.100 ; osamines 1,1 p.100 ; acides sialiques 0,82 p.100.

La fraction glycannique est constituée de galactose, mannose, fucose,
N-acétylglucosamine, acides neuraminiques (N-acétyl et N-glycolyl) : 6
6 : 2 : 8 : 4 moles par mole de globuline YG,

L'hydrolyse pronasique, la défécation trichloracétique et la pu-

rification des hydrolysats sur échangeurs d'ions ont été réalisées dans

les conditions qui ont été décrites dans le chapitre précédent (p.1ll15).

(+) Collaboration avec Mlle Nicole DUQUESNE.
(++) Collaboration avec Mr André CHERON,
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On obtient de cette maniére un glycopeptide I qui est homogéne en chroma-
tographie et en électrophorése sur papier et dont la composition molaire
est précisée dans le tableau XVI (p. 169).

La structure glycopeptidique a été déterminée en appliquant les

procédés généraux dans le chapftre précédent.

B - STRUCTURE DES GLYCOPEPTIDES I

La structure du glycopeptide I a été déterminée de la manidre

suivante :

1° ~ L'application de la méthode de dinitrophénylation de SANGER
(460) démontre que les deux résidus d'acide aspartique se trouvent en posi-
tion N-terminale. Il existe donc deux unités glycanniques par molécule de

globuline YG.

2° - La méthode de dégradation récurrente 4'EDMAN scinde le gly-
copeptide en deux composés qui ont été isolés par chromatographie prépara
tive sur papier dans le systéme-solvant n-butanol/acide formique/eau
(75:15:10).

L'un est le peptide séryl-thréonine puisqu'il est constitué de
sérine et de thréonine dans les proportions 1 : 1 et que, par dégradation
récurrente d'EDMAN, on en libare la thréonine.

L'autre composé, qui reste au trait de départ des chromatogram-
mes, est le déyxivé phénylthicdhydantofnique (dérivé PTH) d'un glyco-amino-

-acide, non réducteur, dont l'hydrolyse par l'acide chlorhydrique 5,6 N

fournit le dérivé PTH de 1l'acide aspartique,

3° - La leucine-aminopeptidase est sans action, Au contraire, la
carboxypeptidase libére -mais difficilement - la majeure partie de la thré-

onine (1,55 résidu sur les 2 résidus).

4° ~ Le glycopeptide résiste & l'action de la soude 0,5 N pendant
24 h & 20°C avant et aprés réamidation : il ne posséde donc ni liaison

O-séryl ou O-thréonyl-glycosidique,



Tableau XVI

Composition molaire des glycopeptides I obtenus par

hydrolyse pronasique des globulines Y G sériques et
colostrales de Vache (d'aprés DUQUESNE, MONSIGNY et
MONTREUIL (461) et CHERON, MONSIGNY, /ITONY et MON-

TREWIL (462).

Galactose
Mannose

Fucose

Acides sialiques

Glucosamine

Acide aspartique
Sérine
Thréonine
Glycocolle

Acide glutamique

Y G sériques

O = Wy,

0,18
0,09

T G colostrales

o~ Y O

1,98
1,74
1,21
0,07
0,08

169
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C - NATURE DE LA LIAISON

1° - La nature de l'ose engagé dans la liaison glycanne-protéine a été
précisée en appliquant aux glycopeptides I le procédé d'hydrolyse ménagée
par. 1'acide chlorhydrique (hydrolyse & 100°C pendant 1,5 h avec l'acide
chlorhydrique 1,5 N).

L'électrophorése & pH 3,9 montre la présence de glycoprotides
(glycopeptides 1II) qui poss&dent une vitesse de migration cathodique un
peu plus faible que celle de la glucosamine, Ils ont été isolés par élec~
trophorése préparative sur papier a pH 3,9 et purifiés par chromatographie
sur papier dans le systéme-solvant : n-butanol/acide acétique/eau (4:1:5).

I1ls ne sont pas réducteurs, Leur composition est la suivante :

Y G _sériques Y G colostrales
Glucosamine 1,4 1
Aspartique 1
Sérine 1 0,4
Thréonine 0,3 -

L'expérimentation précédente ayant démontré que l'acide aspartique était
1ié au glycanne dans les glycopeptides I, 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 et la
libération du peptide séryl-thréonine par action du phényl-isothiocyanate
sur les glycopeptides I prouve que le carboxyle o de l'acide aspartique
est engagé dans une liaison peptidique avec la sérine et que l'acide as-
partique est attaché par son carboxyle 8.

L'attache se fait sur le carbome 1 de la glucosamine puisque les
glycopeptides ne sont pas réducteurs, La stabilité de ces derniers vis-a-
vis de la soude montre que la liaison n'est pas de type ester. Elle était

donc vraisemblablement de type N- B -aspartyl-glucosaminylamine.



171

2° - Cette hypothése a été vérifiée par l'identification du PTH-dérivé de
la N- P-aspartyl-glucosaminylamine parmi les produits de l'hydrolyse chlo-
rhydrique partielle du PTH-aspartyl-glycanne obtenu au cours de la réaction

d'EDMAN sur les glycopeptides I (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 3 la
fraction protéique par la glucosamine et par l'acide aspartique et que les

glycopeptides I possédent la structure suivante :

Glycanne

N-Acétyl-glucosamine

l

TH

CO CH

| | 3

?HZ ?HZOH CHOH
HN-— CH — CO -~-— NH =~ CH ~- CQ —— NH ~=~ CH -~ COOH

2

11 - 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 2 propos des globulines Y G bovines, a
permis d'isoler une "fraction glycoprotidique I" dont la composition centé-
simale en glucides et la composition molaire sont précisées dans le tableau

XVIiI (p. 172).

(+) Collaboration avec Mlle Nicole DUQUESNE.



Tableau XVII

Composition centésimale et molaire des globulines

Y G humaines natives, de la"fraction glycoprotidi-

que I" et du "glycoprotide II" (d'aprds DUQUESNE,
MONSIGNY et MONTREUIL) (463).

Composition centésimale

Oses neutres
N-acétylglucosamine
Acide N-acétylneuraminique

Composition molaire

Galactose

Mannose

Fucose
N-acétylglucosamine
Acide N-acétylneuraminique
Acide aspartique
Sérine

Thréonine

Acide glutamique
Alanine

Glycocolle

Proline:

Méthionine

Globulines
Y G
natives

1,36 p.100
1,48 p.100
0,26 p.100

= O NOOW

"Fraction

glycoproti-"
dique I"

w
NN
v v ow

w LU=

=
W= O N W

"Glycopro~
tide IT"

et
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o
o3}
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172

Valeurs
de Clamp
et Putnam

43,64 3,1

32 +0,5

1 OCOO O HMRNI N
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B - STRUCTURE DU "GLYCOPEPTIDE II"

1° - La méthode de dégradation récurrente d'EDMAN scinde le "glycoprotide
II“ en deux comﬁoséﬁté majeurs, L'un est le peptide séryl-thréonine ; l'au-
tre est le PTH~-dérivé d'un glycoprotide dont 1l'hydrolyse par l'acide chlo-
rhydrique 1,5 N fournit seulement le PTH-dérivé de l'acide aspartique.

La formation du PTH-aspartyl-glycanne et la libération du peptide
séryl-thréonine nous permettent de conclure que le peptide aspartyl-séryl-
~thréonine est conjugué au glycanne par le groupement carboxylique B de

llacide aspartique,

2° - Mige en évidence d'une liaison "N- f ~aspartyl-glucosaminylamine"

a - Le "glycoprotide II" résiste & l'action de la soude 0,5 N pendant 24 h

a4 20%C avant et aprés réamidation : il ne posséde donc ni liaison ester, ni
ni liaison O-séryl ou O-thréonyl-glycosidique.

b - Les produits totaux de la réaction d'EDMAN appliquée au "glycoprotide II"
ont été hydrolysés par l'acide chlorhydrique 1,5 N & 100°C pendant 1,5 h,
L'électrophoradse sur papier & pH 3,9 de ces hydrolysats révéle l'existence

de sept fractions dont les vitesses relatives de migration, calculées par

rapport a la glucosamine (bande n°l), sont les suivantes :

Fractions
2 : 0,80
3 : 0,70
4 H 0,57
5 0,45
6 : 0,34
7 : 0

Les fractions 3, 4 et 5, qui donnent une réaction positive a la
ninhydrine et une réaction négative avec le réactif & 1l'azoture de sodium de
CHERBULIEZ et coll, (464) spécifique des thiohydantofnes, existent seulement

a2 1'état de traces et n'ont pas encore été identifiées.

La bande 7 est contituée par le PTH-dérivé de l'acide aspartique

(PTH-dérivé 1).

Le composé 2 a été identifié au PTH-dérivé de laB1-N-( B-aspartyl)-
1,2-didéoxy~2~aminoglucosylamine (PTH-dérivé II),
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La fraction "neutre" 6 est trés hétérogéne en chromatographie
sur papier dans le systéme~solvant : n-butanol/acide acétique/eau (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 1-N-(B-aspartyl)-1,2-didéoxy-2acétamido-glucosylamine
(PTH-dérivé III).

Ce dernier composé a été caractérisé de la maniére suivante :

o - scs comportements électrophorétique et chromatographigque
(Tableau III ; p. 63) sont identiques 2 ceux du PTH-dérivé que nous avons
préparé a partir d'un échantillon de 1-N-( B-aspartyl)-1,2-didéoxy-2-acéta-
mido-glucosylamine pur (voir p. 60) ;

B - Il n'est pas réducteur ;

Y - Il est uniquement composé, en proportions équimoléculaires,

de glucosamine et du PTH-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) posséde la structure sui-

vante :

Glycanne

N~acétyl-glucosamine
i

NH

|

coO CH

| |3

?HZ CHZOH ?HOH
HN— CH—CO0— NH ~— CH— CO — NH~— 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 ROTHFUS (466) ct de ROTHFUS et SMITH (467) selon lesquelles l'acide as-

partique est 1ié a la fraction glycannique,
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2 - Les résultats obtenus au Laboratoire démontrent sans ambiguité 1l'exis-
tence, dans les globulines YG du sérum humain, de liaisons glycanne-proté-
ine du type 1-N-(B -aspartyl)-1,2-didéoxy-2-acétamido-glucosylamine dont
la présence avait été posée en hypothése par ROTHFUS (468) et par ROTHFUS
et SMITH (469).

3 - En nous fondant, d'une part, sur la composition du "glycoprotide IL"

et, d'autre part, sur le fait que la totalité de l'acide aspartique passe

a l'état de PTH-dérivé au cours ée la dégradation d'EDMAN, nous pouvons con-
clure qu'il existe, dans les globulines YG du sérum humain, deux unités
glycanniques d'un poids moléculaire moyen de 2 000 environ. Nous parvenons
donc aux mémes 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 - 11 est intéressant de rapproéher les résultats obtenus i 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
chafnes glycanniques sont unies 2 l'acide aspartique de la méme maniére et

les séquences C-terminales sont identiques.

5 - En associant ces résultats 2 ceux de ROSEVEAR et SMITH (473) qui ont
déterminé la séquence N-terminale d'un glycopeptide isolé des hydrolysats
enzymatiques des globulines Y G du sérum humain (Glu- Glu- Asn- Tyr- Glu=-
Asn - Glycanne), nous pouvons conclure que les groupements glycanniques sont
attachés en position "interne" sur les chafnes protéiques et que la structu-

re de la fraction peptidique voisine du point d'attache est 1la suivante :

Glycanne

¢lu — Glu — Asn— Tyr — Glu— Asn-— Ser-— Thr
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2. ~ TRANSFERRINE HUMAINE (+)

A - MODE OPERATOIRE

L'hydrolyse pronasique d'échantillons commerciaux (BEHRING-WERKE)
de transferrine humaine, d'une part, l'isolement des glycopeptides, d'autre-
part, ont été effectués dans les conditions générales que nous avons déerites,
a4 propos de .l'ovomucoide et des globulines Y G, a la différence prés que la
transferrine avait été préalablement débarrassée de l'acide N-acétylneuramini-
que par une hydrolyse sulfurique douce (stoa, 0,1 N, a 80°C, pendant 1 h).

Les hydrolysats ont été purifiés sur résines échangeuses d'ions
(voir p. 116), puis fractionnés par électrophorése préparative sur papier i
pH 3,9,

On a obtenu, de cette maniére, 2 glycopeptides dont la composi~-
tion et la structure ont &été déterminées en appliquant les procédés décrits

dans le chapitre précédent,

B - RESULTATS

1 - La composition des glycopeptides I et II est précisée dans le tableau
XVIITI (p. 177). On voit que la séparation électrophorétique de ces composés
a été rendue possible par la présence de résidus de lysine dans le glycopro-
tide II,

Les glycopeptides T et IY possédent une composition voisine de

celle des glycopeptides DEAE-GP II et DEAE-GP III de JAMIESON (474).

2 - L'application de la méthode de dinitrophénylation de SANGER montre que
la totalité de l'acide aspartique dans le glycopeptide II, et la totalité de
la sérine, dans le glycopeptide I se trouvent en position N-terminale. Ces
résultats impliquent l'existence de deux chaines glycanniques dans la trans-

ferrine humaine.

(+) Collaboration avec Mlle Genevidve SPIK.
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Tableau XVIII

Composition molaire des glycopeptides I
et 1I isolés des hydrolysats pronasiques
de la transferrine humaine (d'aprés SPIK,

MONSIGNY et MONTREUIL)

Glycoprotide I Glycoprotide II
Glucosamine 10 10
Acide aspartique 1,64 2,04
Sérine 1,50 -

Lysine - 1,88
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3 - La leucine-aminopeptidase libére la sérine du glycopeptide I et conduit

Y

un glyco-aminc-acide qui renferme. = uniquement de l'acide aspartique,

4 - La méthode de dégradation récurrente d'EDMAN, appliquée au glycopeptide
I fournit le dérivé PTH de la sérine et libére un glyco-amino-acide qui ne
renferme plus que de l'acide aspartique,

. Appliquée au glycopeptide IT, elle libére l'e-phénylthiocarbamyl-
lysine et donne le dérivé PTH. d'un glyco-amino-acide dont 1l'hydrolyse par
l'acide chlorhydrique 5,6 N fournit uniquement le dérivé PTH de l'acide

aspartique,

5 - L'hydrolyse acide partielle (HCl 1,5 N ; 1,5 h a 100°C) des aspartyl-
glycannes (obtenus & partir du glycopeptide I par dégradation récurrente
d'EDMAN et par hydrolyse par la leucine-amino-peptidase) conduit 3 un glyco-
amino-acide qui a été isolé par électrophorése préparative sur papier 2
pH 3,9.

Il est comnstitué uniquement de glucosamine et d'acide aspartique

dans les proportions 1 : 1 et posséde les propriétés et le comportement

électrophorétique de la N-B -aspartyl-glucosaminylamine,

6 - L'hydrolysc acide, cffectuée dans les mémes conditions, du PTH-aspartyl
-glycanne obtenus par dégradation d'EDMAN du glycopeptide II, fournit la

N- B -(PTH-aspartyl)-glucosaminylamine,

7 - L'action de la soude est négative sur les glycopeptides I et II, avant
et aprés réamidation, Ils ne renferment donc aucune liaison ester ou

O-glycosidique,

C - CONCLUSIONS

1 - Les conclusions que nous pouvons tirer de notre étude sont les sui~

vantes :
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Les schémas de structure des glycoprotides I et II sont

les suivants :

Glycanne Glycanne
GlcNHAc - GlcNHAc
l
NH ?H
|
co co
| |
THz Ctﬂz
HZN- CH — CO — NH— CH ~—COOH HZN—- CH — CO — NH—— CH-— COOH
CHZOH ?Hz
o,
o
o
NH,
Glycoprotide I Glycoprotide II

2 - La transferrine humaine posséde deux groupements glycanniques unis, 1l'un
et l'autre, au groupement protidique par une liaison N-B -aspartyl-glucosa-

minylaminique.

3 - LACTOTRANSFERRINE HUMAINE (+)

A -~ MODE OPERATOIRE

La lactotransferrine a été isolée selon le procédé de MONTREUIL,
TONNELAT et MULLET (475) et purifiée sur DEAE-cellulose, La composition

centésimale en glucides de la préparation était la suivante : oses '"neutres”

(+) Collaboration avec Mlle Geneviédve SPIK,
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(galactose, glucose, mannose, fucose : 6 : 1 : 6 : 4) 3,1 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

1° - 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 "neutres" 38,4 p.100
N-acétylglucosamine 37,2 p.100

I1 est intéressant de comparer ces résultats avec les valeurs de
GOT (476) concernant un glycopeptide obtenu par chromatographie sur Sepha-
dex G-25, suivie d'une électrophorése sur papier a pH 2,4, d'un hydrolysat
pronasique de lactotransferrine : hexoses 33 p.100, fucose 7 p.1l00, hexo-
samines 20 p.1l00, 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 & 20°C, pendant 1 a 7 jours, en pré-
sence de borohydrure de sodium 0,3 N suivie de la réduction du "“déhydro-.
amino~-acide" 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 disparait, tandis qu'apparaft de l'a-
cide Q-aminobutyrique formé par la réduction de l'acide 2-amino-2-buténoique

produit par la réaction de " B -élimination",



Tableau XIX

Composition en amino-acides de la fraction gly-
coprotidique, obtenue par hydrolyse pronasique
de la lactotransferrine, avant et aprés actiom
de la soude (d'aprés SPIK, MONSIGNY et MONTREUIL)

181

avant action aprés action

de la soude - de la soude
Glucosamine ~ 13 13
Acide aspartique 2,53 2,6
Thréonine 3,10 1,9
Sérine 0,66 0,5
Acide glutamique 2,16 1,83
Proline 1,90 0,80
Glycocolle 1,45 0,70

Alanine 0,23

e
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b - Le passage du mélange sur des colonnes d'échangeurs de ca-
tions fournit deux solutions : 1'une est constituée par la solution effluente
(solution 1) 2 laquelle on joint les eaux de kwage des colonnes, L'autre
'solution 2) est obtenue par le passage sur ces derniéres d'une solution

d'ammoniaque 0,5 N,

¢ - La solution 2 ne renferme pas de glucides. Analysée a 1'Auto-analyscur

Technicon aprés hydrolyse, elle se révele 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.

B - La solution 1 donne par électrophorése préparative sur papier a pH 2,4

(acide acétique 1 N), deux constituants majeurs dont les propriétés sont les
suivantes :

1 - Le constituant I posséde un caractére "neutre". Il est nin-

hydrine-négatif et donne une réaction positive avec les réactifs a l'acide
periodique-benzidine, spécifiques des fonctions a -glycols.

I1 s'agit d'un glycanne détaché par la rupture de la liaison
O-thréonyl-glycosidique. En effet, il ne renferme pas d'acides aminés et il
est constitué seulement de glucides. Sa composition en oses "neutres" est la
suivante : galactose, mannose, fucose : 4 : 4 : 2, Il contient, en outre,
un polyol qui a été mis en évidence par chromatogaphie en couche mince,
mais qui n'a pas encore été identifié, On sait toutefois que ce polyol est

le galactitol ou le mannitol,

2 - Le constituant IT posséde en électrophorése, un comportement

cationique, Il donne une réaction positive avec les réactifs & la ninhydrine
et 3 l'acide periodique-benzidine, Il s'agit de glvco-amino-acides constitués
d'acide aspartique associés 3 des glycannes dont la composition en oses
"neutres" est différente de celle du constituant I : galactose, mannose,
fucose : 4 : 6 : 3, ‘

11 s'agit des glycoprotides qui ont résisté a 1l'action de la

soude et dans lesquels des liaisons N- RB-aspartyl-glucosaminylamine ont été

caractérisées,
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3°- MISE EN EVIDENCE D'UNE LIAISONS DE L'ACIDE ASPARTIQUE ET DE LA
GLUCOSAMINE

Les hydrolysats acides partiels (HC1 1,5 N, a 100°C, pendant 1,5
1,5 h) du constituant II précédent ont-été soumis a 1l'électrophorése pré-
parative sur papier a 3,9, La zone d'élution située immédiatement en arrie-
re de la glucosamine a été fractionnée dans un second temps par chromato-
graphie préparative sur papier dans le syst&me-solvant n-butanol/acide
acétique/eau (4:1:5). On a isolé, de cette manidre, - outre un oside ne
renfermant que de la glucosamine ~, un glyco-amino-acide non réducteur dont
1'hydrolyse totale a fourni uniquement de l'acide aspartique et de la glu-
cosamine dans les proportions 1 : 2, et qui posséde les propriétés et le

comportement électrophorétique de la N-§ -aspartyl-glucosaminylamine.

C - CONCLUSIONS

1° - I1 existe, dans la transferrine humaine, deux types de liaisons glycan-
ne-protéine,.

Dans l'une, sont unis l'acide aspartique et la glucosamine sous
la forme de N-B -aspartyl-N-acétylglucosaminylamine,

Dans l'autre, la thréonine et un hexose sont conjugués par une
liaison O-thréonyl-glycosidique, la nature de 1l'ose (galactose ou mannose)

-

restant toutefols a préciser,

2° - La lactotransferrine renferme au moins deux unités glycanniques (trois
selon GOT et al,) (477,478) dont les compositions en oses sont différentes,
Une seule est unie & la fraction protéique par une liaison O-thréonyl-glyco-

sidique,

4 - GLOBULINES YA DU LAIT DE FEMME (+)

A - MODE OPERATOIRE

1° - ISOLEMENT ET ETUDE DE .IA COMPOSITION DES GLYCOPEPTIDES

a - Les globulines YA ont &té isolées par le procédé de relargage au sul-

fate d'ammonium de MONTREUIL, CHOSSON, HAVEZ et MULLET (479), purifiées

(+) Collaboration avec M, Jacques DESCAMPS.
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par chromatographie sur colonne de Sephadex G-100, puis de CM-Sephadex C-50,

La préparation et la purification des hydrolysats promasiques ont

été effectuées selon un mode opératoire que nous avons décrit,

b - La composition centésimale et molaire en glucides de la glycoprotéine
native et des glycopeptides a été déterminée a l'aide de méthodes qui ont
df 8tre adaptées aux caractéres particuliers des globulines YA : présence
de galactosamine et de glucosamine ; existence de nombreuses liaisons de

type O-glycosidique.

Les acides aminés ont été dosés & l'Auto-analyseur Technicon
avec un tampon original (voir Appendice technique ; p. 211) qui évite l'inter=
férence, avec la valine et l'acide &-amino-butyrique, des pics de la gly-
cosamine et de la galactosamine. La précision du dosage de ces derniéres est
donc augmentée et les résultats que nous obtenons sont, en outre, vérifiés,
par la méthode colorimétrique de LUDOWIEG et BENMAMAN (480). Les résultats
sont exprimés en UM p, mg de glycopeptides.

2° - ACTION DE LA SOUDE SUR LES GLYCOPEPTIDES

a - Protocole expérimental

Nous avons appliqué, dans ses grandes lignes, le mode opératoire
décrit par TANAKA et al. (481) 250 mg de glycopeptides sont maintenus, pen-
dant 3jours 2 20°€ dans 50 ml d'une solution 0,1 M en soude et 0,3 M en boro-
hydrure de sodium,

La composition centésimale en glucides totaux, -~ d'une part -,
la composition molaire (exprimée en pM p. mg de glycopeptides) en acides
aminés et en osamines, - d'autre part -, ont été déterminées en appliquant

les procédés de dosage que nous avons décrits plus haut,

La présence des osaminitols dans les hydrolysats chlorhydriques
des glycopeptides traités par la soude en milieu réducteur, introduit une
cause d'erreur dans le dosage des osamines 2 l'Auto-analyseur Technicon car
les composés possédent le comportement chromatographique de la galactosamine,

Nous éliminons cette interférence de deux manidres :
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1) en dosant la glucosamine et la galactosamine par la méthode
colorimétrique de LUDOWIEG et BENMAMAN (482) ;

2) en détruisant par la soude (soude 0,1 N; a 100°C, pendant 5 mn)
les osamines préalablement N-réacétylées par la méthode de LEVVY et Mc ALLAN
(483). Cette action suivie d'ume nouvelle hydrolyse acide (HC1 2 N, a 100°C,
pendant 2 h).destinée a N-désacétyler les osaminitols qui sont ensuite dosés
a2 1'Auto-analyseur Technicon.

Ces procédés que nous avons personnellement mis au point sont

décrits en détail dans 1'Appendice technique (voir p. 211).

Les déhydro-amino-acides formés au cours de la "p-élimination"

ont &té réduits par le procédé de réduction par le sodium dans 1'ammoniac

liquide (voir Appendice technique ; p. 211).

Les mémes protocoles expérimentaux ont été appliqués aux glyco-

peptides réamidés.

b - Fractionnement et étude des composés libérés par 1l'action

de la soude
Les produits de l'action de la soude sont fractionnés sur rési-
nes échangeuses d'ions. On obtient, de cette maniére, comme dans le cas de

la lactotransferrine :

-~ une fraction effluente '"meutre" qui contient les glycannes

détachés par l'action de la soude et les glycoprotides alcali-stables, On
sépare les premiers des seconds par une électrophorése préparative sur pa-
pier a pH 1,5.

- et une fraction "basique'" que l'on déplace de 1l'échangeur de

cations et qui renferme les peptides libérés par la soude.

B - RESULTATS

1° - 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.



186

Tableau XX

Composition molaire en oses et en acides aminés des différentes
fractions obtenues & partir des hydrolysats pronasiques des glo-
bulines Y A du lait de Femme (d'aprés DESCAMPS, MONSIGNY et
MONTREUIL} .

Glycoprotides natifs ou réamidés par la soude

Glyco~ Totaux Fractions
protidas _ ‘ .
natifs Avant Apres Glycanni Glycoproti Peptidique (fraction
. : que (frac- dique
ou réduction par le ; ; I1II) 9 p.100
: . tion I) (fraction I1) .
réamidés sodium~-ammoniac non réduite [réduite
23,4 p.100} 62,6 p.100 . f
par le sodium emmoniac
Asp 9,85 8,9 8,6 0,53 7,2 1,9 1,8
Thr 9,85 6 6,35 0,43 3,8 2,54 2,6
Ser 8 5,1 5,7 0,22 2,22 2,85 3
Glu 2,85 2,54 2,54 0,27 1,43 1,43 1,4
Pro 10,2 10,8 9,5 0,15 3,2 5,1 4,9
Gly 5 6 5,7 0,28 2,54 1,9 1,8
Ala 6,75 7 10,2 0,17 3,2 3,2 6,67
Val 2,85 3,2 2,22 0,29 1,27 1,15 1,15
a-Nszut 0 0,63 2,85 - - 0,3 2,7
GlcNH2 40 42 41 10,5 31,8 1,9 1,9
GalNH2 10 3,5 + 2,7
3,8 0,8 0,8
GalNHZitol 0 3,2 3,2 -
| Oses 79,5 30,8 50,2 1,05 -
Acides
siali-~ 9,05 4,12 5,4 - -
ques
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2° - L'action de la soude fait disparaitre 3 résidus de sérine et 4 résidus
de thréonine, ainsi que 7 résidus de galactosamine.

I1 apparait simultanément du galactosaminitol, 3 résidus d'amanine
(provenant de la rédw tion de la déhydro-alanine) et 3 résidus d'acide
. & ~amino-butyrique (provenant de la réduction incompléte des résidus d'aci-

de o -amino-buténoique),

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 ) 2 partir des produits d'action de la soude en

nilieu non réducteur,

b - Les '"déhydro-amino-acides'" ont été caractérisés uniquement dans
les peptides détachds par la soude et présents dans la fraction "basique"

des milieux de réactions (voir ci-dessus).

3° - L'électrophorése préparative 2 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.

Parmi les produits de 1l'hydrolyse acide partielle de ces derniers,

on a isolé et identifié la N-p -aspartyl-glucosaminylamine,

C - CONCLUSIONS

Dans les globulines YA du lait de Femme, existent deux types de

liaisons glycanne-protides :

1 - 7 chatnes glycanniques sont unies & la protéine par des liaisons O-N-

~acétyl-galactosaminidiques : 3 avec la sérine et 4 avec la thréonine.

2 - Les autres chaines sont conjuguées par des liaisons N~ B-aspartyl-glu-
cosaminylamine,

-

Nos résultats sont & rapprocher de ceux qu'ont récemment obtenus
DAWSON et CLAMP (484) a propos de globulines Y A de myélome. Ces auteurs ont
démontré la présence de-ces deux:types de liaisons dans ces protéides "pa-
thologiques". On ignore encore si la conjugaison s'effectue de la méme ma-

niére dans les globulines Y A sériques normales.

3
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|

| 5 - CONCLUSIONS

I. - De l'ensemble des résultats que nous avons décrits dans ce dernier
chopitre, nous pouvons conclure que les méthodes d'analyse des glycoprotides
que nous avons mises au point sont susceptibles d'é&tre appliquées d'une ma.
niére générale,

Elles ont permis de démontrer, sans ambiguité et d'une maniére
originale, les modalités de la conjugaison des glycannes avec les chaines

peptidiques dans plusieurs glycoprotéines.

2., - Pour la premiére fois, a été démontré la co-existence de deux types
différents de mode d'attache dans les mémes molécules de glycoprotéine :

a propos de la lactotransferrine et des globulines Y A,

3. - Dans le cas des liaisons de type N- B -aspartyl-glucosaminylamine, on
remarquera que l'acide aspartique est toujours conjugué a un B-hydroxy-
amino-acide, Cette observation est a la base d'une hypothése que nous for-
mulerons dans nos conclusions générales et qui concerne la "codage proté-

ique" de la conjugaison glycanne-protide dans les glycoprotéines,
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CONCLUSIONS GENERALES

Les recherches que nous avons effectuées nous ont conduit a met-
tre au point une série de méthodes qui permettent, d'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 1l'ovomucofde, d'une part,detss diverses glycopro-
téines, d'autre part, : globulines immunes Y G et Y A, transferrine et
lactotransferrine, Les travaux concernant ces derniers composés ont été

effectués en équipe,

I - Les principaux résultats que nous avons obtenus & propos des méthodes

d'analyses sont les suivants :

A - Déterminations des modalités de l'attache glycanne-protide

1° - Cas de liaisons O-glycosidiques

a - Nous avons réalisé la synthése des composés nouveaux (2 1'ex-
ception du O-séryl-f -N-acétylglucosaminide) suivants, dont nous avons, en-
suite, étudié la stabilité vis-a-vis des acides et des alcalis :

0-L-séryl- et O-L-thréonyl-g-N-acétyl-D-glucosaminides

O-L-sérylamide et O-L-thréonylamide-p-N-acétyl-D-glucosaminides

0-L~séryl et O-L-thréonyl-g-D-glucosaminides.

b - Les 0-séryl et O-thréonyl-glucosaminides résistent & l'action
de l'acide chlorhydrique 1,5 N, a 100°C, pendant 1,5 h, - dans les condi-
tions classiques de formation des osyl-amino-acides a partir des glycopro-
tides.

¢ - Les 0-séryl et O-thréonyl-glucosaminides et N-acétyl-gluco-
saminides résistent a l'action de la soude, Au contraire, les liaisons gly-

cosides de la sérinamide et de la thréoninamide sont coupées par "3 -éli-

mination". Nous avons par cette observation :
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1 - démontré le mécanisme de la rupture des liaisons O-glycosi-
. . . PR . / .
diques des B-hydroxy-amino-acides par f ~élimination et montre que celle~-ci
ne pouvait s'effectuer que si le groupement carboxylique de l'hydroxy-amino-

-~acide était bloqué.

2 - éliminé une cause d'erreur dans l'interprétation. des résultats
de l'action de la soude sur les glycoprotides : une action négative ne peut,
en effet, permettre de conclure, & priori, a 1l'absence de liaison O-glyco-
sidique si 1le glycopeptide n'a pas été préalablement réamidé par un procé-

dé original que nous ,décrivons,

d - Enfin, nous avons mis au point des méthodes qui permettent
d'identifier et de doser les osamines et les acides aminés modifiés par
la réaction de "B ~élimination" effectuée en phase réductive : glucosami-
nitol et galactosaminitol, d'une part ; alanine et acide Of-amino~butyri-
que, d'autre part, obtenus par réductivn .des acides o -amino-acrylique et

- -~

o —anino-buténoicue réalisée & l'aide d'un procédéoriginal au sodium-ammariac.

2° - Cas de liaisons de type N- [ -~aspartyl-glucosaminylamine

a - Nous avons étudié la stabilité de la N-g -aspartyl-glucosa-
minylamine et montré qu'elle était stable vis-a-vis de la soude 0,1 N a
20°C, pendant plusieurs jours et de l'acide chlorhydrique 1,5 N & 100°C
pendant 1,5 h, Ce composé peut donc accompagner les 0O-séryl et O-thréonyl-
-glucosaminides parm’ les produits de l'hydrolyse partielle des glycopro-
téines, Il posséde, en outre, le méme comportement électrophorétique que
ces derniers., Toutefols, la discrimination est rendue possible par l'étuéﬂﬂ
de l'action de la soude sur les produits de réamidation : les O-glucosami-
nides sont détruits, tandis que la W-{B -aspartyl-glucosaminylamine résiste

a 1'alcali,

b - Nous avons mis au point un procédé de dégradation récurrente
d'EDMAN qui, appliqué aux glycopeptides conjugués par une liaison N-(B-
aspartyl)glucosaminYlaminique, permet d'obtenir un PTH-aspartylglycanne
dont la formation implique que la fonction a-~amino-acide n'est pas @i
dans l'attache glucide-protide. En outre, 1l'hydrolyse acide par-
tielle (HCl 1,5 N, 2 100°C pendant 1,5 h) conduit a la PTH-aspartyl-gluco-
saminylamine dont nous avons décrit les propriétés qui permettent de 1'i-

dentifier.
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B - Détermination des séquences peptidiques au voisinage des points

d'attache

-

Nous avons été amené a adapter au cas particulier des glycopro-
tides les procédés généraux de détermination des séquences peptidiques,
car la présence de la fraction glycannique modifie profondément les pro-
priétés physico-chimiques, comme les caractéres de solubilité des dérivés

que l'on obtient par l'application des procédés de SANGER et d'EDMAN.

a - L'application de la méthode de SANGER conduit, dans le cas des glycopro-
tides, & des dérivés dinitrophénylés qui sont hydrosolubles et qui ne peu-
vent &tre isolés par les méthodes classiques. Nous avons donc été amené 2
mettre au point un procédé de précipitation sélective par 1l'éthanol et 1'é-
ther. En outre, nous avons montré la nécessité de doser les acides aminés
non dinitrophénylés, libérés par l'hydrolyse acide des DNP-glycopeptides

dec maniére 3 déterminer par différence la quantité d'acides aminés qui se

trouvaient initialement en position N-terminale et & &viter de graves cau-

ses d'erreur d'interprétation des résultats,

b~ Nous avons mis au point un procédé de dégradation récurrente selon EDMAN,
fondé sur la caractérisation des PTH-amino-acides 1ibérés et le dosage des
acides aminés non subgtitués. Cette méthode permet, & la fois

1 - de déterminer la séquence peptidique au voisinage du point
d'attache ;

2 -~ de caractériser l'acide aminé conjugué au glycanne en hydro-
lysant le PTH-amino-acyl-glycanne ¢t 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 B.

¢ - Nous avons adapté la méthode de GHUYSEN de dosage des fonctions NH2 a
la détermination de la masse moléculaire des glycoprotides et & la détermi-

nation du nombre de chaines glycanniques présentes dans une glycoprotéine.
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11 - 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 rendement, des glycoprotides dont la fraction pro-
tidique ne renferme que 1 a3 3 amino-acides et qui représentent donc un ex-
cellent matériel pour explorer les modalités de la liaison glycanne-

protéine.

IIT - L'ensemble de ces techniques ont été mises au point en utilisant 1l'o-
vomucoidz de FREDERICQ et DEUTSCH que nous avons étudié dans une premieére

série de recherches.

1° - Reprenant les premiers travaux de MONTREUIL et coll., et d'ADAM-CHOSSON,
nous avons retrouvés certains des résultats obtenus par ces auteurs : pré-
sence des glycopeptides «, B (et parfois Y ) dans les hydrolysats pronasi-
ques de 1'ovomucoide ; caractérisation du composé fy. (2 glucosamines, 1
aspartique, 1 thréonine) dans les hydrolysats acides partiels du glycopep-
tide B ; existence de liaisons de type N-B-aspartyl-glucosaminylamine
dans l'ovomucoide,

Toutefols, nos résultats s'éloignent de ceux des auteurs précé-

dents sur trois points principaux :

a - Les hydrolysats pronasiques d'ovomucoide de FREDERICQ et

DEUTSCH contiennent, non pas 3 (glycopeptides , BetY ), mais 10 gly-

%
coprotides dont nous avons déterminé les structures,

b - Dans les 10 glycoprotides, les glycannes,sont unis a la frac-
tion protidique uniquement par des liaisons de type N-( B-aspartyl)-gluco-
saminylaminique & 1'exclusion de toute liaison cster, éther et O-glycosidi-
que,

En particulier, le composé B d'ADAM~-CHOSSON, sur la structure
duquel reposait essentiellement l'argumentation de cet auteur et de MON-
TREUIL et coll. pour conclure 3 l'existence de liaisons O-glycosidiques
dans l'ovomucoide, nlest pas un mélange de N-f -aspartyl-glucosaminylamine

et de O-thréonyl-glucosaminide, mais un mélange des deux glycopeptides :
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GlcNHz-—g GiINHZ GlcNH2 —> GlcNH2
Thr —— Asp Asp — Thr

¢ - Nous confirmons la présence, dans les préparations d'ovomu-
coide de FREDERICQ et DEUTSCH de deux glycoprotéines : 1l'ovomucoide "pro-
prement dit" et l'ovoglycoprotéine de KETITERER, mais nous infirmons 1l'exis-

tence de l'allo-ovomucoide.

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 @ " est constitué de galactose,
g P P g

de mannose, de N-acétylglucosamine et d'acide N-acétyl-neuraminique dans
les rapports molaires 1 : 2 23 : 435 : 0,3 2 1, tandis que le groupe

des "glycoprotides B " 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 1'ovoglycoprotéine de KET-
‘TERER et les asialo-glycoprotides dérivent de 1'ovomucoide "proprement

die",

3° - L'application de plusieurs procédés 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
chaines glycanniques dans l'ovomucoide "proprement dit" et quatre chaines

dans 1'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 2 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 maniére suivante
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1° - Dans les globulines Y G du sérum humain, du sérum bovin et du colostrum
de Vache, deux chalnes glycanniques sont unies & la fraction protéique par
des liaisons de type N—Q}—aspartyf}N—acétylglucosaminylamine.

En outre, dans les trols cas, la séquence C~terminale au voisi-
nage du point d'attache des glycopeptides était la suivante : Asn-- Ser— Thr,

révélant une certaine unité structurale du groupe des globulines YG.

2° - Les globulines ‘YA sont nettement différentes des précédentes., En effet,
dans les globulines YA du lait de Femme, outre plusieurssi %e
type N-r@-asparty19N—acétylglucosaminylamine, existent 7 glycannes unis

par des liaisons O-glycosidiques : 3 avec la sérine ; 4 avec la thréonine,

3° - Des différences analogues de structure se manifestent entre la trans-
ferrine et la lactotransferrine humaines.
Dans la transferrine, deux chaines glycanniques sont attachées
a la protéine par des liaisons N—(ﬁ—aspartyl)N—acétylg1ucosaminylamine.
Dans la lactotransferrine, existent trois résidus osidiques dont
deux sont conjugués par une liaison du type précédent etiﬁgr une liaison

O-thréonylglycosidique.

V - La comparaison des structures peptidiques au voisinage des points d'at-
tache glycanne-protide dans les glycoprotéines que nous avons étudiées,
révele l'existence de séquences communcs et, en particulier, la présence
constante de sérine ou de thréonine (de lysine dans le seul cas de la
transferrine) conjuguée au reste aspartyl-glycanne (Tableau XXI ; p. 195).
Cette observation nous incite a considérer que ce motif structu-
ral n'est pas un effet du hasard, mais pourrait bien représenter le "code
protéique" qui incite les transodidases & greffer sur le carboxyle B de
1'asparagine, la N-acétyl-glucosamine initiatrice de la synthése ultérieu-

re des glycannes,



Tableau XXI

Séquences peptidiques au voisinage du point d'attache de glycopeptides

isolés des hydrolysats pronasiques de diverses glycoprotéines.

Asn-— Thr ' Ovomucoide ; orosomucoide (+)
Thr— Asn Ovomucoide ; orosomucoide

Asn — Ser — Thr Globulines ¥ G du sérum humain, du sérum bovin et du é;lostrum de Vache
Ser — Asn Transferrine ; Taka-amylase A |

Asn --Lys Transferrine; fibrinogeéne

(+) FOURNET, Communication personnelle,

S61
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APPENDTICE TECHNTIQUE

La bibliographie (p. 253), la table des matigres (p. 211) et la numé-
rotation des tableaux et des figures de l'Appendice technique sont in-

dépendantes de la premiére partie du mémoire.
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I - PREPARATION OU PURIFICATION DES SOLVANTS ET DES MATIERES PREMIERES

Hydrazine anhydre

L'hydrate d'hydrazine commercial est,a température ordinaire,
un liquide que l'on peut conserver sans précautions particuliéres. On le
déshydrate par un traitement 2 la chaux vive (KUSAMA) (1) effectué de la
maniére suivante

N

50 g d'hydrate d'hydrazine, sont ajoutés A& unc suspension de 500 g
d'oxyde de calcium dans 500 ml de toludne pur. Le mélange est agité, puis
abandonné pendant 18 h a 20°C. Aprés une ébullition & reflux pendant 3 h,
l'azéotrope toluéne-hydrazine est distillé., La fraction passant entre 90 et
95°C est recueillie, Aprés refroidissement, le distillat se sépare en deux
couches de liquide : la couche inféricure, ccnstituée par l'hydrazine anhydre,
est recueillie par décantation. L'hydrazine anhydre est conservé a températurec

du laboratoire, & l'abri de la lumiére, dans des flacons en verre Pyrex.

Toluéne pur

Le toluéne commercial est purifié de la fagon suivante :

Un mélange de toluéne (1 000 ml) et d'acide sulfurique pur R.P.
(100 ml) est agité, a 20°C, pendant 24 h, Aprés décantation, la phase orga-
nique est distillée sur chlorure d'aluminium (50 g). Le distillat est lavé
une fois avec 500ml d'une solution aqueuse de carbonate de sodium 2 20 g
p.100 ml , puis oinq fois avec 500 ml d'eau distillée, Enfin, le toludne est
débarrassé de l'eau par filtration sur papier Whatman n°® 3 et est conservé

sur chlorure de calcium sec. Il est redistillé avant emploi.

Chloroforme pur

La condensation des dérivés acéto-halogénés exige 1l'utilisation
du chloroforme sans éthanol. La purification du chloroforme commercial a &té

effectuée de la maniére suivante :
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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 & 1'ébullition a 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 anhvdre

Le méthanol employé dans les réactions d'estérification (p. 103)

est déshydraté de la maniére suilvante :

1 litre de méthanol est chauffé & reflux, pendant 4 h, en présence
de 50 g de tournure de magnésium, puis distillé en atmosphére 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, & 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 a goutte, sous agitation constante
a2 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
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fritté, n°® 4 et lavé 12 a 15 fois a l'eau distillée, en prenant soin de le

~

remettre chaque fois en suspension homogéne. Il est enfin lavé deux fois a

(o1

1'éther et séché, sous vide, en présence de chlorure de calcium anhydre

1'abri de la lumiére. Rendement : 60 a 65 g.

Benzéne anhydre

Le benzéne commercial est purifié selon la technique de PICHAT et
CLEMENT (3). Il est d'abord agité,pendant quelques minutes,avec le cinquié-
me de son volume d'une solution obtenue en dissolvant 50 g d'oxyde mercuri-
que jaune dans 1 litre d'une solution diluée d'acide sulfurique (200 ml
d'acide sulfurique p.l1l000 ml d'eau). La phase benzénique est ensuite

distillée,.

II - TECHNIQUES CHROMATOGRAPHIQUES ET ELECTROPHORETIQUES (+)

A - CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE

1° - Préparation des plaques

A 30 g de Silicagel G(MERCK),on ajoute 55 ml d'eau et 10 ml

d'éthanol absolu. La suspension obtenue est agitée énergiquement pendant

3 minutes, puis est coulée, 2 1l'aide d'un étaleur (DESAGA), sur des plaques
de verre préalablement lavées a l'eau distillée et essuyées avec du papier
filtre. Les plaques ainsi préparées sont utilisables aprés élimination de

1'excés de solvant (eau et alcool) soit par un séchage 2 20°C pendant 24 h,

=

soit par un séchage a 100°C pendant 30 mn,

2° - Systémes-solvants

La chromatographie est cffectuée dans des cuves en verre a base
rectangulaire (8 x 22 cm) contenant 100 ml de l'un des systémes-solvants

spécifiques de chacune des applications suivantes

a - Analyse de la pemodtylglucosamine :

- Benzéne/méthanol/chloroforme (92:8:2)

(+) Dans tous les cas, nous avons utilisé des solvants purs pour analyse ou
purifiés selon les modes opératoires décrits ci-dessus '



b - Analyse de l'acéto-chloro-glucosamine :

- Benzéne /méthanol/chloroforme (85:8:7)

¢ - Analyse des N-carbobenzoxy-sérine ct -thréonine et de leurs esters
benzyliques :

- n-butanol/acide acétique/pyridine/eau (15:3:10:2) (EHRHARDT et
CRAMER) (4).

d - Analyse des O-acétyl-glucosaminides des esters benzyliques des N-carbo-
benzoxy-sérine et thréonine :

- Benzéne/méthanol/chloroforme (85:8:7)

- n-butanol/acide acétique/pyridine/ecau (15:3:10:2) (EHRHARDT
et CRAMER) (5).

- Benzéne/éthanol/eau/acide acétique (200:47:15:1) (HAY, LEWIS
et SMITH) (6).

e - Analyse des dérivésphénylthiohydantofniques des acides amindés(BRENNER,
NIEDERWIESER et PATAKI (7) ; PATAKI (8))

- Chloroforme pur
- Chloroforme/méthanol (100:5)
- Chloroforme/acide formique (100:5)

f - Analyse des quinoxalinols

- Chloroforme/éthanol (95:5) (HARBON, HERMAN et CLAUSER) (9).

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 :

- Chloroforme/méthanol/diéthylamine (98:2:0,5) (THOMPSON et
HEDIN) (11).

3° - Révélations

a - Réactif général. Tous les composés organiques d'un chromatogramme sur

couche mince de silice, peuvent 8tre révélés par pulvérisation d'une solution

aqueuse d'acide sulfurique & 5 p.100 (v:v), suivie d'un chauffage a 120°C,
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pendant 0,5 h ou & 100°C pendant 2 ou 3 h.

b - Révélation des dérivés N-carbobenzoxylés.Les composés renfermant des

noyaux benzéniques peuvent &tre révélés sélectivement en appliquant le
mode opératoire décrit par EHRHARDT et CRAMER (12) : imprégnation des chro-
matogrammes en couche mince par pulvérisation d'une solution de 5 g de bi-
chromate de potassium dans 100 ml d'une solution aqueuse 2 40 p.100 (v:v)
d'acide sulfurique concentré., Ces composés donnent des colorations vertes

de tonalités différentes.

¢ - Révélation des esters par l'hydroxylamine. Nous avons appliqué, pour

révéler les fonctions esters le procédé de TATE et BISHOP (13)

Les chromatogrammes en couche mince sont d'abord imprégnés d'un
réactif obtenu en mélangeant, a parties égales, une solution aqueuse de
chlorhydrate d'hydroxylamine 2 10 g/100 ml et une solution de soude 5 N.
Aprés un séjour de 10 mn & 100-110°C, les hydroxamates formés sont mis en
évidence, sous la forme de taches noir-violacé, par pulvérisation d'une so-
lution obtenue en mélangeant 6 ml d'acide chlorhydrique concentré et 45 ml
d'une solution ferrique (nitrate ferrique a 9 HZO : 40 g, eau distillée

600 ml, acide acétique glacial : 400 ml).

B - CHROMATOGRAPHIE ET ELECTROPHORESE SUR PAPIER

Les composés hydrophiles ont été analysés par chromatographie
descendante sur papier WHATMAN n°® 1 ou n° 3 ou par électrophorése en cuve
en toit sur papier ARCHES 304. Dans certains cas, ces composés ont été
purifids par chromatographie ou électrophorése sur papier, sans acides

aminés, MACHEREY-NAGEL 807 ou 261.

1° - Systémes-solvants

Nous avons généralement utilisé la phasc superieure du systéme-
solvant biphasique de PARTRIDGE (14) : n-butanol/acide acétique/eau
(4:1:5).

Dans des cas particuliers, nous avons utilisé les systémes-sol-

vants suivants

a - Glucosaminidyl-amino-acides

- Pyridine/acétate d'éthyle/eau (1:2:2) (JERMYN et ISHERWOOD) (15).
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b - 2,4~-dinitrophényl-amino-acides

- Toluéne/pyridine/2-chloro-éthanol/ammoniaque 0,8 N
(10:3:6:6), (BISERTE et OSTEUX (16) modifié par LEVY (17)).

- Phosphate de sodium 1,5 M de pH 6,0 (BISERTE, HOLLEMAN
et al.) (18),

2° - Solutions-tampons

Nous avons utilisé les 3 systémes tampons suivants

- pH 3,9 : pyridine/acide acétique/eau (3:10:387) (MICHL) (19).
- pH 2,4 : acide acétique/eau (6:94).
- pH 1,5 : acide formique/acide acétique/eau (5:15:80).

3° - Révélation

a - Révélation des amines par la ninhydrine

Le réactif (solution & 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 2 100°C pendant 5 a 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-
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 & 10 p.l00 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 électrophorégrammes sont imprégnés du
réactif obtenu en mélangeant

2 vol. d'une solution éthanolique d'aniline & 2 p.100 (v:v)

3 vol, d'une solution aqueuse d'acide oxalique a 25 p.1000(p:v)
et chauffés a 1'étuve a 105°C pendant 2 a 20 mn. Les oses donnent des colo-
rations spécifiques, brunes dans le cas des aldohexoses et des N-acétyl-

osamines, roses dans le cas des pentoses (PARTRIDGE) (21).
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¢ - Révélation des osamines par la réaction d'ELSON et MORGAN :

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 a 105°C, pendant 5 mn, puis
pulvérisation d'un réactif d'EHRLICH modifié (obtenu en dissolvant 1 g de

p-diméthylaminobenzaldéhyde dans 240 ml d'un mélenge de n-butanol, d'éthanol
d'acide chlorhydrique concentré dans les proportions 6 : 1: 1) et enfin
séchage a 90°C pendant 5 2 10 mn. Les osamines apparaissent sous forme de
taches violacé-mauve.

d - Révélation des N-acétylosamines libres et conjugués par le réactif au
p-diméthylamino-benzaldéhyde :

La révélation des N-acétylosamines a été effectuée selon le pro-
cédé de SALTON (23). La réaction est effectuée en deux temps. On pulvérise
d'abord sur les supports chromatographiques ou électrophorétiques une solu-
tion alcaline obtenue en mélangeant 2 volumes égaux une solution de tétra-
borate de sodium 0,05 M et d'éthanol & 95° et on chauffe & 100°C pendant

10 mn. On traite ensuite par le réactif au p-diméthyl-amino-benzaldéhyde

p-diméthylamino-benzaldéhyde 0,3 g
Acide chlorhydrique concentré 9 ml
Ethanol absolu 9 ml
n-butanol 54 ml

Aprés pulvérisation du réactif, les chromatogrammes ou électrophorégrammes
sont maintenus & 100°C pendant 10 mn. L'emplacement des N-acétylosamines

est marqué par l'apparition d'une coloration violette.

e - Révélation des glycannes par le réactif & 1l'acide periodique-benzidine

Les fractions glycanniques, aprés chromatographie ou électropho-
rése, sont révélées selon le procédé de MONTGOMERY et WU (24). Le papier est
trempé, rapidement, dans une solution acétonique d'acide periodique fraiche-
ment préparée (acide periodique 0,1 M (1 vol) + acétone (19 vol)). Aprés

cing minutes exactement de séchage a la températurc de la piéce, le papier

est trempé dans une solution préparée extemporanément de benzidine dans
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1l'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 phénylthichydantofniques acides aminés :

Nous avons utilisé le réactif de CHERBULIEZ et al.(24 bis)qui est de
préparation aisée et qui reste stable pendant plusieurs mois & basse tem-
pérature, contrairement aux autres réactifs décrits dans la littérature,
comme celui de GROVES (25), par exemple.

On pulvérise sur le chromatogramme le mélange extemporané des

trois sclutions suivantes, dans les proportions 1 : 1 : 6,

- 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.
- Thiodéne : 1 g ; Eau q.s.p. 100 ml.

Les phénylthiohydantoines apparaissent immédiatement sous la forme

de taches blanches sur un fond jaune brun,

II1 - 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 aprés 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 - Principe
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 & 690 mp.

2 - Réactifs

a - Carbonate de sodium 5,3 g
Cyanure de patassium 0,66 ¢
Eau distillée q.s.p. 1 000 ml
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b - Ferricyanure de potassium 0,5 g
Eau distillée q.s.p. 1 000 ml
c - Sulfate ferri~ammonique, 12 H20 2,7 g
Monolauryl sulfate de sodium 1 g
Acide sulfurique concentré R.P. 1,39 ml
Eau distillée q.s.p. 1 000 ml

3 - Mode opératoire

A 1 ml de la solution aqueuse du composé a étudier, on ajoute 0,5
ml de réactif a, puis 0,5 ml de réactif b, Aprés agitation, le mélange est
placé dans un bain-marie bouillant pendant 15 mn. Aprés refroidissement, la
coloration est développéc par addition de 2,5 ml du réactif c, La densité
optique est ensuite déterminée au spectrophotométre a 690 my, et comparée

-~

a2 celle d'une solution titrée de glucose a 9 mg (0,05 PM) par ml,

B - DOSAGE DES FONCTIONS O~-ACETYL

Le dosage des fonctions O-acétyl peut &tre effectué de deux
maniéres différentes
1° - Saponification par une solution titrée de socude et dosage
acidimétrique de l'exceés d'alcali,.
2° - Hydroxylaminolyse et dosage colorimétrique de l'acide acétyl-

hydroxamique formé, sous la forme d'hydroxamate ferrique.

.

1° - HYDROLYSE SODIQUE (Procédé personnel)

a - Mode opératoire

Nous avons étudié la cinétique d'hydrolyse de l'acétate d'éthyle,
puls de la O-peracétyl-N-acétylglucosamine en appliquant le mode opératoire
suivant :

A 200 ml de soude 0,1 N, on ajoute 50 ml d'une solution acétonique
du composé acétylé (solution 0,011 M d'acétate d'éthyle (0,52 ml p.100 ml)

ou de peracétylglucosamine (534 mg p.l00 ml)). La solution est abandonnée

for

la température du laboratoire et des prélévements de 20 ml sont effectués

favlg

des temps variant de 5 & 120 mn, L'excés de soude est dosé & l'aide d'une
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solution d'acide chlorhydrique 0,1 N,
b - Résultats

Les résultats que nous avons obtenus sont illustrés par les
courbes des figures 1 (p.223) et 2 (p.224). On voit que la saponification
est trés rapide dans le cas de l'acétate d'éthyle et que l'hydrolyse totale
est obtenue en moins d'unme heure., Elle est, au contraire, beaucoup plus lente
dans le cas de peracétylglucosamine qui est totalement O-désacétylée au

bout de 3 h,.
¢ - Conclusions

La soude 0,1 N hydrolyse totalement les fonctions O-acétyl de
la peracétylglucosamine. Le procédé est donc parfaitement applicable au
dosage des groupements O-acétylesdes oses et & la O-désacétylation des

glucides O-acétylés.

2° - HYDROXYLAMINOLYSE

Nous avons appliqué le procédé de Mc COMB et Mc CREADY (27).
a - Réactifs

a ~ Solution aqueuse de chlorhydrate d'hydroxylamine 3 3,75 g

p.100 ml,
b - Solution aqueuse de soude & 9,4 g p.100 ml.

¢ - Solution & 35,2 ml d'acide perchlorique 2 70 p.100 (p:v)

pour 500 ml de méthanol absolu,

d - Une premiére solution de perchlorate ferrique est préparée
en dissolvant dans 100 ml d'eau le résidu obtenu par évapora-
tion 2 sec d'une solution de 1,93 g de chlorure ferrique i
6 H20 dans 5 ml d'acide chlorhydrique concentré et 5 ml d'aci-
de perchlorique & 70 p.100 (p:v).
Le réactif lui-méme est préparé en mélangeant 60 ml de la so-
lution précédente a 8,3 ml d'acide perchlorique & 70 p.100
(p:v) et en complétant & 500 ml avec du méthanol absolu. Le

réactif est stable pendant une semaine & 20°C.
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b - Mode opératoire

A 5 ml de 1'échantillon & doser, on ajoute 2 ml d'une solution
obtenue cn mélangeant extemporanément, 3 volumes égaux, les réactifs a et
b. Aprés 5 mn de contact, on ajoute 5 ml du réactif c ct, trés lentement
et en agitant constamment, 8 ml du réactif d. L'absorbance de la solution

colorée obtenue est mesurée a 520 mp,

C - DOSAGE DES FONCTIONS N-ACETYL, Procédé de PHILLIPS (28)

1 - Principe
Les fonctions acétamido sont coupées par l'hydrazine avec for-
mation concemittente d'acéthydrazide. Celui-ci est transformé en dérivé
dinitrophénylé par action du fluoro-dinitrobenzéne 3 pH 3. Le DNP-acéthy~
drazide obtenu est caractérisé par chromatographie sur couche mince puis

dosé, aprés 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 HZO 71,4 g
Eau distillée q.s.p. 1 000 ml
La solution est ajustée a pH 3 avec de l'acide chlorhydrique
normal,

¢ - Fluorodinitrobenzéne 0,5 M :

Fluoro-2,4-dinitrobenzéne 0,66 ml

Ethanol absolu q.s.p. 10 ml



3 - Mode opératoire

~

Une quantité correspondant & 1 2 5 pM de groupements acétamido
est déshydratée a 50°C sous pression réduite pendant 24 h, puis soumise 2
1l'hydrazynolyse ( 1 ml d'hydrazine anhydre), en tube scellé, a 100°C, pen-
dant 17 h, Le tube est refroidi sous eau courante, ouvert et l'excés d'hy-
drazine est éliminé sous pression réduite (2 la trompe 2 eau) pendant 15 mn.

Le résidu est dissous dans 5 ml de tampon citrate 0,2 M. Le
pH de la sclution obtenue est ajusté a 3,0 par addition d'acide chlorhydri-
que 1 N. On ajoute ensuite 2 ml de fluorodinitrobenzeéne 0,5 M et on main-
tient a l'obscurité, pendant 4 h, sous agitation, dans un bain-marie & 40°C.

L'éthanol est éliminé sous pression réduite dans un évaporateur
rotatif. La solution, concentrée 2 environ 4 ml,est dilude 2 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 évaporés 2
siccité sous pression réduite a 1'évaporateur rotatif a 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 procédé de THOMPSON et HEDIN (29), avec le sys-

téme~solvant suivant, préparé extemporanément :
chloroforme/méthanol/diéthylamine (98:2:0,5)

Le silicagel correspondant 2 la zone de 1l'acéthydrazide est trans-
féré dans un tube a centrifuger. L'acéthydrazide est extrait par 5 ml du
mélange isopropanol/eau (1:4) a 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 molaire. La den-

sité optique est déterminde au spectrophotométre a 420 mp ;
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D - DOSAGE DES ACIDES AMINES ET DES PEPTIDES

Nous avons utilisé les deux méthodes suivantes :

a - Méthode & la ninhvydrine dérivée du procédé de
MOORE et STEIN (30)

b - Méthode au fluorodinitrobenzéne de GHUYSEN et coll. (30 bis)

1°~ METHODE A LA NINHYDRINE

a - Principe

Les acides aminés, peptides ou protides réagissent par leur grou-
pement aminé libre avec la ninhydrine en donnant une coloration pourpre de

RUHEMAN,
b - Réactifs

1 - Méthylcellosolve/eau (1:1).

2 - Ninhydrine 20 g
Méthylcellosolve 650 ml
Acétate de soiium 4 M de pH 5,5 350 ml

3 - Hydrindantine 2,5 ¢g
Méthylcellosolve 250 ml

Ces trois réactifs sont conservés sous atmosphére d'azote., Le
réactif de coloration est obtenu en mélangeant 700 ml de la solution 1,

200 ml de la solution 2, 50 ml de la solution 3 et 50 ml d'eau distillée.

c - Mode opératoire

-

A 1 ml de solution, contenant 0,05 a 0,2 pM de composés aminés
on ajoute 2 ml du réactif & la ninhydrine. Aprés agitation, le mélange est
maintenu pendant 15 mn dans un bain-marie & 95°C, puis refroidi sous eau

courante. L'absorbance de la solution est déterminée a 575 mp.

2° - METHODE AU FLUORODINITROBENZENE

a - Principe
Les composés aminés réagissent avec le fluorodinitrobenzéne en

donnant des dérivés dinitrophénylés de couleur jaune., L'interférence du
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dinitrophénol, provenant de l'hydrolyse du réactif est éliminée par acidi-

fication puisque ce composé est incolore en milieu acide.

b - Réactifs

1 - Tétraborate de sodium lg g
Eau distillée, 100 ml
2 - Fluorodinitrobenzeéne i 0,65 ml
Ethanol absolu 50 ml

c - Mode opératoire

A 200 pl de solution contenant 0,01 2 0,05 pM de composés aminés
on ajoute 400 pl de tétraborate de sodium, puis, aprés agitation, 50 pl de
la solution de fluorodinitrobenzéne, La réaction est complétée par un séjour
de 30 mn du mélange au bain-marie & 60°C. La solution refroidie sous eau
courante est acidifiée par 2 ml d'acide chlorhydrique 2 N. L'absorbance est

mesurée a 420 mp.

IV - SEPARATION ET DOSAGE DES ACIDES AMINES, DES OSAMINES ET
DES OSAMINITOLS

Les constituants aminés des protides (glycopeptides ou glycopro-
téines) sont dosés dans les hydrolysats acides par chromatographie auto-
matique 2 1l'Auto-analyseur Technicon.

Nous exposcrons donc, successivement, 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 déshydratés par un séjour a l'étuve 2
50°C sous vide, en présence d'anhydride phosphorique jusqu'a poids constant
(généralement aprés 4 a 6 jours).

L'échantillon (2 a 10 mg) est introduit dans un tube en pyrex
(diamétre intérieur 9 mm, longueur 35 cm), avec 1 a 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 a 1'aide d'un chalumeau

-~

afin de provoquer un étranglement a quelques centimétres au dessus du niveau
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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 a 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.

Aprés refroidissement, les tubes sont ouverts, et l'hydrolysat
est transferré dans un ballon & distiller de 50 ml. L'acide est éliminé par
évaporation sous pression réduite. Le résidu est repris par 0,5 1 d'eau dis-
tillée ; a cette solution on ajoute 0,1 ml d'acide chlorhydrique 0,5 N et
0,4 ml de glycérol, pour ioniser los groupcments aninds, et pour augmenter
la densité de la solution. Ce mode opératoirc facilite le dépdt de 1'hydro-

lysat a la surface de la résine, au - scin méme de la solution tampon.

B - SEPARATIONS CHROMATOGRAPHIQUES

Nous utilisons un Auto-analyseur Technicon congu pour la sépara-
tion des acides aminés, constituants classiques des protides. Cependant,
nous avons été amené a modifier certaines conditions opératoires, afin de
pouvoir doser certains composés aminés particuliers, comme 1l'acide g -amino-
‘butyrique, la glucosamine, la galactosamine 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" & 9 chambres
avec les tampons dont la composition est rassemblée dans le Tableau T

(p.230).

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 2@tre dosés avec précision. La sépara-
tion n'est satisfaisante que si on utilise des résines neuves. Nous sommes

toutefois parvenu & éliminer cet inconvénient en ajoutant 5 ml d'un mélange

de méthanol et de butanol (v:v) dans le premier compartiment de 1'Autograd.
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Composition des tampons utilisés pour préparer les solutions

d'élution des colonnes de chromatographie de 1'Auto-analyseur

Technicon,

de pH 2,75 :

- Citrate trisodique 0,2 M ajusté

chlorhydrique et contenant 10 p.

de pH 2,875
- Citrate trisodique 0,2 M ajusté
chlorhydrique.
de pH 3,1 :
- Citrate trisodique 0,2 M ajusté

chlorhydrique.

de pH 3,8 :

rt
()Y

- Citrate trisodique 0,2 M ajus

chlorhydrique.

de pH 5,0 :
- Citrate trisodique 0,2 M

- Chlorure de sodium 0,6 M

~

a pH 2,75 avec de l'acide
100 (v:v) de méthanol,

a pH 2,875 avec de l'acide

Ry

pH 3,10 avec de l'acide

oG

pH 3,80 avec de l'acide

On ajuste a pH 5,0 avec de 1l'acide chlorhydrique.

de pH 6,10 :
- Citrate trisodique 0,2 M

- Chlorure de sodium 1 M

On ajuste a pH 6,10 avec de l'acide chlorhydrique.
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2° - Régénération du pouvoir séparateur de la résine (Modification personnelle)

Afin d'éviter le '"vieillissement" de la résine, cette derniére
est régénérée une fois par semaine, par le passage d'une solution a pH 3

d'acide éthyléne di-aminotétra-acétique a 1 p.100.

3° - Séparation simultanée de la glucosamine et des acides aminéds

(Modification personnelle)

Les compositions des gradients G-AA-6 et P-AA-6 utilisés pour
séparer simultanément la glucosamine et les acides aminés sont précisées
respectivement dans le Tableau II (p.232 ) pour la colonne de 0,6 x 130 cm
remplie de "chromobeads A" et dans le TableaullI{p.233 ) pour la colonne

de 0,6 x 65 cm, remplie de "chromobeads B",

4° - Séparation simultanée de la glucosamine de la galactosamine et des

acides aminés (Modification personnelle)

La composition du gradient P-AA-9 utilisé pour séparer simulta-
nément la glucosamine, la galactosamine ct les acides aminés est précisée
dans le Tableau IV(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 o -amino~butyrique et des acides aminés

(Modification personnelle)

L'acide o -amino-butyrique posséde, 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 décrit dans le Tableau V (p.235 ). Dans ces con-
ditions, les acides aminés suivants sont parfaitement séparés : acide as-
partique, thréonine, sérine, 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 LA " B-ELIMINATION"

Nous avons vu quc la soude, en préscnce de borohydrure, séparait
les protides unis par une liaison O-séryl ou O-thréonyl-glycosidique et
le glycanne. Ce dernier voit se réduire, en osaminitol, 1l'osamine qui était

~conjuguée, tondis que sc forment 2 partir des P-hydroxy-amino-acides des .
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Tableau II

Composition du gradient G-AA-6 permettant la séparation simultanée de

la glucosamine et des acides aminés (Colonne de 0,6 x 130 cm).

Compartiment pH 2,875 pH 3,8 PH 5,0 %%%%%%%%l 1:1 ??glM
1 70 - - 5 -
2 75 - - - -
3 75 ; - - - -
4 60 - 5 - 10
5 - 60 5 - 10
6 - 30 40 - 5
7 - - 75 - -
8 - - 75 - -
9 - - 75 - -
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Tableau III

Composition du gradient P-AA-6 permettant la séparation

de la glucosamine et des acides aminés (Colonne de 0,6 x

65 cm).
. t
Compartiment pH 2,75 | pH 2,875 | pH 3,80 | pH 6,10 g?glM Méthanol
1 38 - - - - 2
2 12 28 - - - -
3 - 40 - - - -
4 - 25 12 - 3 -
5 - 10 27 - 3 -
6 - - - 40 - -
7 - - - 40 - -
8 - - - 40 - -
9 - - - 40 - -

-




Tableau IV

Composition du gradient P-AA-9 permettant la séparation

simultanée de la glucosamine, de la galactosamine et des

acides aminés (Colonne de 0,6 x 65 cm).

234

Compartiment | pH 2,75 | pH 2,875 pH 3,8 pH 6,10 2?;‘0& Méthanol
1 38 - - - - 2
2 12 28 - - - -
3 - 32 3 - 3 -
4 - 25 10 - 5 -
5 - 10 25 - 5 -
6 - - - 40 - -
7 - - - 40 - -
8 - - - 40 - -
9 - - - 40 - -




Tablecau V

Composition du gradient P-AA~12 permettant un dosage

précis des acides aminés et de l'acide *-aminobuty-

rique (Colonne de 0,60 x 65 cm).

Compartiment pH 2,75 pH 2,875 pH 3,1 pH 3,8 Méthanol
1 38 - - - 2
2 12 28 - - -
3 - - 20 20 -
4 - - - 40 -
5 - - - 40 -
6 - - - 40 -
7 - - - 40 -
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"déhydro-amino-acides", Nous décrivons ci-dessous les procédés de dosage

de ces deux types de composés modifiés,

a ~ DOSAGE DES OSAMINITOLS

Les osaminitols (glucosaminitol ou galactosaminitol) ont un
volume d'élution identique & celui de la galactosamine lorsqu'on utilise
les résines et les gradients mentionnés plus haut. C'est pourquoi nous avons
été amené 2 détruire les osamines afin d'éliminer 1l'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 LEVVY et Mc ALLAN (32). Les
N-acétyl osamines formées sont trés instables en milicu 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 a 1l'Auto-analyseur Technicon,

2° - Mode opératoire

a - Méthode de N-acétylation de LEVVY et MC ALLAN : Au produit de 1'hydro-

lyse acide de 5 & 10 mg de glycopeptides, dissous dans 1 ml de soude 1 N,
on ajoute 75 pl d'anhydride acétique. Le mélange est agité pendant 20 mn

a 20°c.

b - Destruction des osamines : La solution aju stée a pH 7,0, puis addition-

née d'un volume égal de soude 0,2 N est maintenue au bain-marie bouillant

pendant 5 mn.

¢ - N-désacétylation : Aprés refroidissement, les solutions sont addition-

nées de 1 ml d'acide chlorhydrique 4 N et maintenues pendant 2 h a 100°C.
L'hydrolysat est évaporé a 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 l'osaminitol des acides aminés.

B - DOSAGE DES ACIDES-AMINES-ETHYLIQUES

1° - Principe
Nous avons mis au point un procédé de dosage des déhydro-amino-acides formés

par l'action de la soude sur les O-glycosides de la sérine ou de la thréonine.
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Nous les réduisons, dans un premier temps, avec le sodium-ammoniac (voir
p.38 ) selon le procédé utilisé par RESSLER et KASHELIKAR (33) pour réduire
les nitriles en amines. Dans un sccond temps, l'alanine et 1'acide X -amino-
butyrique formés sont ensuite dosés & 1'Auto-analyseur Technicon avec le

gradient P-AA-12, décrit dans le Tableau V (p. 235).

2° - Mode opératoire

a - Action de la soude

50 mg de glycopeptide amidé (voir p.157) est traité par 10 ml
de soude 0,1 N contenant 4 & 5 mg de borohydrure de sodium, pendant 1 & 9
jours. La solution est neutralisée & pH 7,0 par addition d'acide acétique
puis évaporée 3 siccité dans un tube 2 rodage normalisé 19 /.38, utilisé

pour la réduction, adapté a un dispositif rotatif d'évaporation,

b - Dissolution dans 1'ammoniac anhydre

Le résidu sec est mis en suspension dans 0,2 " ml de méthanol
anhydre. Dans le tube, maintenu dans un mélange de neige carbonique et de
méthylcellosolve, on fait passer un courant d'ammoniac anhydre. Celui-ci
est préparé par addition lente de lessive de soude & une solution saturée
de sulfate d'ammonium trés pur,maintenue & 50°C, L'ammoniac qui se dégage
est déshydraté par passage sur une colonne de chaux sodée et sur une colonne
de sulfate de calcium., Il se condense sur les parois froides du tube 2
réaction., Quand 3 ml environ d'ammoniac sont condensés, le tube est agité

et réchauffé a - 33°C,.

¢ - Réduction par le socdium

-~

Le sodium est introduit & 1l'aide d'un tube de 4 mm de diamdtre
que 1l'on plonge plusieurs fois dans 1'ammoniac., La réduction est terminée
quand, aprés l'introduction du tube de sodium dans 1l'ammoniac, la colora-

tion bleue, donnée par le sodium dissous, persiste pendant 30 secondes,

d - Analyse des composés obtenus

L'ammoniac est éliminé en gardant le tube pendant quelques mi-
nutes 4 la température du labeoratoire., L'amidure de sodium formé est détruit
par addition de méthanol et l'excés d'ammoniac est éliminé par évaporation
sous pression réduite, Le résidu sec est dissous dans 10 ml d'acide chlorhy-
drique 5,6 N, Il est ensuite hydrolysé dans les conditions décrites plus
haut (voir p.228). Enfin les acides aminés libérés sont dosés a 1'Auto-

analyseur en utilisant le gradient décrit dans le Tableauy (p.235).
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V - DETERMINATION DU VOLUME SPECIFIQUE PARTIEL (Vgp)

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 Vgp PAR PYCNOMETRIE

1° - Principe
Les mesures de la densité du tampon et de la solution de pro-
“tide, 3 une concentration connue, permettent de calculer, le volume effecti-
vement occupé par une masse unité de protide,0On utilise pour cela un pyc-

nométre (Fig. 3 ; p.239). 2° - Mode opératoire

Un pycnométre d'une capacité approximative de 10 ml est exac-
tement pesé (My), puis il est rempli d'eau distillée dégazée, a .

20°C. La masse totale (My) ainsi déterminée, permet de déduire
la masse d'eau qu'il contient et donc sa capacité :

My - My
V = ~———— | (Nous avons indiqué dans le
0,99823

Tableau VI (p.240 ) la densité de l'eau & différentes températures),Le
pycnométre est ensuite soigneusement rincé, rempli avec le tampon, puis
pesé (Myp) : on en déduit la densité du tampon 2 20°C.

Mp - My
dr = —— Le pycnométre est ensuite rempli
\Y

par une solution(ad 1 p.100 ou 2 0,5 p.100)de glycopeptide dans le tampon

et pesé (Mg). On en déduit le densité de cette solution :

3° - Calcul

Le volume occupé par le produit P (en gramme) est Vgp.P.
Le pycnométre dont la capacité est V,, contient (V - Vsp.P) de tampon et

la masse de ce tampon est (V - Vgp.,P) dp © et la densité de la solution



cg

Figure 3

Schéma 2 1%échelle d'un pycnomdtre ;
¢ ¢ tube cgpillaire :
cg ¢ tube capillaire gradué ;

r ¢ Réservoir.

cg



0°

4°
10°
15°
16°
17°
18°
19°
20°
21°
22°
23°
24°
25°

Tableau VI’

Densité de l'eau & diverses températures (en °C)

0,99987
1,00000
0,99973
0,99913
0,99897
0,99880
0,99862
0,99843
0,99823
0,99802
0,99780
0,99756
0,99732
0,99707
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Mg - My (V- Vgp .P) dy =
est dg = = +
\Y \Y v
B
—— = représente la concentration du produit : c, en g/ml . On a donc
\
ds = (1 - Vsp % C) dT + c
d'ou dg = dp =-Vgp . c . dr + ¢
Equation 1 : dg = dp + (1- Vepdr ). ¢
ds 1 1
Equation 2 : Vep = - = L
c.dp c dp

On peut utiliser 1'équation 1 et 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 moléculaires (voir p. 126) : Figure 17(p. 242). On peut aussi utili-
ser 1'équation 2 qui détermine le Vgp pour une concentration donnée.

Il est trés important de déterminer le Vsp de fagon 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

AVsp _ Ads Jf&c AdT

Vsp ds & dT
- La concentration ¢ comporte deux causes d'erreur : erreur sur
| Awm Av
la pesée ———— et erreur sur la dilution ——
M v

- La densité du tampon dépend de l'erreur sur le volume du

AVp A up

pycnometre , sur la pesée

M
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L.

o
L4

25 5,0 75 10

Figuré 4

Détermination graphique du “coefficient de flottaison"

a : coefficient de flottaison : (1 = Vgp.dy) ; dg ¢ den-

s .
sité de la solution ; dp : densité du tampoun ; ¢ : con-

¥ .
centration du protide dans la solution, exprimée en
mg/ml,
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~ La densité de la solution comporte les 2 mémes causes d'erreur

Av A

et

d'cl, au total,

Ave Ay, A Aw Am A A
=3 + + + 2 + 2 —+ 2 —
Vsp /A M, Mg My v M

I1 est donc nécéssaire, pour éliminer au maximum les causes
d'erreur sur le volume, de travailler 3 une température rigoureusement
contrdlée, d'utiliser de l'eau dégazée. Les pesées doivent &tre effectuées

de fagon précise,

b -~ Evaluation des erreurs

La pesée du prodult doit &tre précise : cependant pour des con-
centrations de 1 p.100, en effectuant une dilution a 100 ml, il suffit
d'effectuer une pesée de 1 g 2 + 0,1 mg prés :Jﬂ M/M = 1/10 000 , Le pro~-
bléme le plus ardu reste sans doute la préparation de 1'échantillon rigou-
reusement anhydre, (On utilise pour cela une étuve 2 50°C sous vide poussé,
en présence de déshydratants : soude en écailles et anhydride phosphorique.
La dessication est prolongée jusqu'a poids constant.). L'erreur de volume
sur la dilution, réalisée en fiole jaugée, est de l'ordre de 0,1 ml : soit
JﬂV/V = 1/1 000. Les erreurs sur le volume du pycnométre sont de l'ordre
du microlitre pour un volume de quelque 8 ml : soitAVp/Vp = 1/8 000.
Enfin, les erreurs sur les pesées du pycnomdtre vide et des différents
pycnométres remplis dépendent du soin du manipulateur,(les traces de doigts

en particulier, sont a éviter) : Elles sont de l'ordre de 2 mg pour une

masse d'environ 50 g.: soit AM/M = 1/50 000. L'erreur relative totale
est donc :
A vep 1 1 1 1
—_—— = 3 ——— 38 + 2 + 2
VSP 8 0600 50 000 10 000 1 000
A 1 000



B - DETERMINATION DU VSp PAR LE CALCUL

Le volume spécifique partiel d'une molécule est égal 2 la moyen-
me des Vgp de ses différents constituants.
Les valeurs des VSp des acides aminés ont été précisées par COHN
et EDSALL (34) et celle des oses par SQUIRE et al, (35) et BEZKOROVAINY
et al. (36) (voir Tableau VyII; p.245).

2 - Mode opératoire

Le calcul est effectué en appliquant la formule suivante :

2, ni,Mi.Vi

E ng . Mi

dans laquelle :

nj : représente le nombre de chacun des constituants pour une

masse donnée du composé,
Mj : leur masse moléculaire résiduelle (sans eau),
Vi : leur volume spécifique partiel,
Le rapport des sommes o, nj . My . Vi et ong . Mj . représente le Vsp

de la molécule.

3 - Applications

A titre d'exemple, nous avons précisé dans le Tableau VIII
(p. 246 ) les résultats que nous avons obtenus & propos du glycoprotide R

de 1'ovomucofde (voir p. 116).

VI - PROCEDES D'EXPLORATION DES SEQUENCES PEPTIDIQUES DANS LES
GLYCOPEPTIDES

Les procédés généraux de détermination des séquences peptidiques
dans les "holoprotides" sont applicables aux glycoprotides. Toutefois, la
présence du groupement glycannique hydrophile pose des problémes particu-
liers qui ont nécessité, de notre part, la modification ou la mise au point

de méthodes d'analyse.
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Tableau VIl

Volumes spécifiques partiels des constituants des glycoprotides (100, ml/g)

Alanine 74
Arginine 70
Asparagine 60
Acide Aspartique | 59
1/2 Cystine 63
Glutamine 67
Acide glutamique 66
Glycocolle 64
Histidine 67
Leucine 90
Iso-Leucine 90
Lysine 82
Méthionine 75
Phénylalanine 77
Proline 76
Sérine 63
Thréonine 70
Tryptophane 74
Tyrosine 71
Valine 86
Acide N-acétylneuraminique 59
Osamine 62

Ose 62



Tableau VIII

Calcul du volume spécifique partiel du glycoprotide R,

246

Constituants ni M; Vi njy M; ng My Vi
Glucosamine 10 203 0,62 2 030 1 258
Oses 5 162 0,62 810 502
Acide aspartique 1 115 0,59 115 68
Thréonine 1 101 0,70 101 70
Total 3 056 1 898
>Long .M.V 1 898
VSp = = 0’62
2 ni . Mj 3 056
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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 8,0 contenant 1 p.100 de chlorure de lithium, utilisé comme activa-
teur, on ajoute 1 mg de carboxypeptidase (LIGHT). L'hydrolyse est effectuée
pendant 24 h, & 37°C. La solution est ensuite acidifiée 2 pH 2,0 par l'ad-
dition d'acide chlorhydrique 1 N, Une partie aliquote de 1'hydrolysat,
correspondant a 1 ou 2 mg de glycoprotide,est ensuite amalysée-directement
1'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 déterminde

aprés hydrolyse chlorhydrique.

B ~ HYDROLYSE PAR L'AMINOPEPTIDASE

Nous avons utilisé les techniques de TARAHASHI (40) et SMITH et
HILL (41).

1* -~ Méthode de TAKAHASHI

A une solution de 20 mg de glycoprotide dans 1 ml de
tampon Tris (2-hydroxyméthyl-2-amino-1,3-propanediol) 0,05 M, de pH 8,5,
0,005 M en chlorure de magnésium utilisé comme activateur, on ajoute, dis-
soute dans 0,5 ml du m@me tampon, 1 mg d'amino-peptidase (SIGMA) préactivée
par un chauffage de 40 mn & 37°C. L'action de l'enzyme est prolongée pen-
dant 24 ou 48 h, 24 37°C. La solution est ensuite analysée dans les condi-

tions que nous avons décrites & propos de l'action de la carboxypeptidase.

2° - Technique de SMITH et HILL

Le mode opératoire est identique au précédent, 2 la
différence prés que le pH du tampon Tris 0,05 M est plus faible (pH 7,5) et
que les activateurs sont les chlorures de mangandse 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 LEVVY et
Mc ALLAN (37) (voir p. 236 ) ou dinitrophénylé par la méthode de SANGER
(38) (voir p.141).
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C - DINITROPHENYLATION

La recherche et le dosage des acides aminés N-terminaux par le
procédé au fluoro-2,4-dinitrobenzéne de SANGER (42) réclament les précau-
tions suivantes :

a - Toutes les réactions doivent &tre effectuées & l'abri de
la lumiére, pour éviter les réactions de dégradation photochimique des DNP-
amino-acides ;

b - Le fluoro-dinitrobenzéne doit &tre pur, et en particulier,
ne doit pas contenir de dérivés trinitrés qui rendent difficile 1l'interpré-
tation des chromatogrammes ;

¢ - Toutes les manipulations depuis la condensation du fluoro-
dinitrobenzéne et du protide, jusqu'a l'analyse des DNP-amino-acides,
doivent &tre réalisées dans le minimum de temps ;

d - Le dosage en retour des acides aminés non dinitrophénylés,

apres hydrolyse chlorhydrique, doit &tre systématiquement effectué,

Les différentes étapes sont les suivantes

1° - Condensation du fluoro-dinitrobenzéne 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 DNP-amino-acides,

6° - Analyse des acides aminds non dinitrophénylés dans les

hydrolysats chlorhydriques,

1° - Dinitrophénylation des glycoprotides

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 a2 5 p.100 (v:v) de fluoro-2,4-dinitrobenzéne, et le mélange est
agité pendant 4 h, a l'obscurité et a la température du laboratoire. On
ajoute alors, a nouveau, 500 mg de bicarbonate de sodium et 10 ml de solu-
tion éthanolique de fluorodinitrobenzéne et la réaction est prolongée

pendant 24 h,



249

2° - Purification du DNP-glycoprotide

La purification du DNP-glycoprotide formé est décrite a la

page 142 .

3° - Hydrolyse des DNP-glycoprotides

Nous avons utilisé les techniques décrites par BISERTE, HOLLEMAN
et al. (44). L'hydrolyse est effectuée en tube scellé sous pression réduite,
pendant 16 h 2 105°C, par l'acide chlorhydrique redistillé (voir 1l'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 & 105°C.

- pour la DNP-proline, hydrolyse par l'acide chlorhydrique 11,2 N,
pendant 4 h a 105°C.

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 & 8 fois par 5 ml d'éther privé de
peroxydes (voir Appendice technique ; p. 214 ). Les extraits &éthérés sont
rassemblés, lavés une fois par 10 ml d'acide chlorhydrique 0,1 N, Ils
contiennent les DNP-amino-acides éthére~solubles. Les phases aqueuses sont
rassemblées, Elles renferment les DNP-amino-acides hydrosolubles : DNP-

arginine, acide DNP-cystéique, £ -DNP-lysine, Im-DNP-histidine.

Les solutions éthérées ou aqueuses sont évapordes 2 siccité,
séparément, dans 1l'appareil spécial décrit par BISERTIE et al. (45) et qui
permet d'éliminer le dinitrophénol par sublimation sous pression réduite,

La sublimation s'effectue & 70° - 80°C pendant trente minutes,

le doigt intérieur étant rempli d'un mélange de neige carbonique et d'acétone,



250

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-
matographie bidimensionnelle sur papier WHATMAN n° 1.

Le dépdt est effectué sur une feuille de 40 x 55 cm a2 10 cm du
bord du peptit cb6té et 2 5 cm du bord du grand cb6té. Le premier systéme-
solvant utilisé est préparé de la facon suivante :

Le mélange : toluéne/pyridine/2chloro~éthanol/ammonia-
que 0,8 N (10:3:6:6), qui est biphasique, est homogénéisé par
agitation, puis laissé au repos pendant 4 h, La phase aqueuse,

. inférieure est éliminée ; la. phase organique supérieure, qui

rests trouble, est filtrée sur du papier WHATMAN n° 1, qui retient

les micelles d'eau, et le filtrat clairainsi obtegu est utilisé

comme solvant de développement de la premiére dimension.

Le chromatogramme, enroulé est maintenu par 2 agrafes, en cylindre.
I1 est placé dans une cuve de chromatographie ascendante, contenant deux
cristallisoirs concentriques ; le cristallisoir central est rempli d'ammonia-
que 0,8 M. L'autre cristallisoir regoit le systéme-solvant 24 h aprés
1'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, & l'abri de la lumiére, pendant 10 a 12 h,

Une deuxiéme chromatographie, descendante, est alors effectuée
perpendiculairement & la premiére, 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 graAce a des diagrammes témoins, La tache du dinitrophé-
nol (jaune) peut faiblement &tre reconnue, car elle disparait lorsque l'on
soumet le chromatogramme aux vapeurs d'acide ; la tache de la dinitraniline
se présente sous forme d'une trainée qui posséde une fluorescence verditre

particuliére lorsqu'elle est soumise aux rayons ultra-violets.
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b - DNP-hydrosolubles

Les DNP-amino-acides solubles dans la phase aqueuse peuvent &tre
extraits par le butanol secondaire et anlysés par chromatographie sur papier
dans le systéme-solvant toluéne/pyridine/ 2 chloro-éthanol/ammoriaque 0,8 N

(10:3:6:6) ou dans lesyst&me~solvant n-butanol/acide acétique/eau (4:1:5),

6° - Analyse des acides aminés non dinitrophénylés dans les hydrolysats

chlorhydriques

Les hydrolysats chlorhydriques (16 h a 105°C), débarrassés de:=
DNP-amino~acides éthéro-solubles, sont concentrés & siccité 2 1'évaporateur
rotatif sous pression réduite, & 35 - 40°C. Le résidu est repris par de
l'eau distillée, et une partie aliquote correspondant & 1 ou 2 mg de glyco-

protide de départ, est soumise 2 l'analyse des acides amino-acides.

D - DEGRADATION RECURRENTE D'EDMAN

La technique de dégradation Jd'EDMAN est décrite a la page 142 .
Lorsque la fraction protidique est constituée par un peptide, il faut
réaliser plusieurs cycles successifs. Le mode opératoire est alors le

suivant :

- ler Cycle : a - Condensation du phénylisothiocyanate et du
glycoprotide et cyclisation en milieu acide : hydrolyse d'une partie ali-

quote et analyse des acides aminés non modifiés : (Composition totale I)

b ~ Purification par chromatographie preparative

sur papier MACHEREY-NAGEL 807 ou 261, dans le systdme-solvant de PARTRIDGE

(46) : analyse du glycoprotide, resté au trait de départ (composition

"trait de départ"Il), et des acides aminés et peptides éventuellement libé-

rés.

- 2& Cycle : a - Condensation du phénylisothiocyanate et du

glycoprotide "trait de départ" I. Cyclisation en milieu acide. Hydrolyse

d'une partie aliquote et analyse des acides aminds non modifiés : (compo-

sition totale II),

b - Purification et analyses identiques 2 celles

du premier cycle : (Composition "trait de départ" II).
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»

Ce protocole est répété jusqq'a l'obtention d'un glycoprotide

"trait de départ" ne renfermant plus d'acide aminé non modifié.

Dans le cas ol des peptides sont libérés (peptides initialement
en position C-terminale par rapport 2 l'acide aminé lié au glycanne), ils
sont isolés, analysés et soumis 2 une dégradation d'EDMAN, dans les mémes

conditions que les glycoprotides eux-mBmes,.
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