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I N T R O D U C T I O N  

Sans c i t e r  l a  t o t a l i t é  des r é s u l t a t s  acquis jus- 

qu'à présent sur  l a  s t ruc ture  des glycannes, nous examinerons quelques exemples 

qui nous permettront de montrer q u ' i l  ex i s t e  des analogies de constitution. 

Aucun des schémas actuellement proposés ni  e s t  en 

f a i t  d é f i n i t i f  c a r  l e s  procédés d'exploration, s i  divers soient- i ls  ne donnent 

que des r é s u l t a t s  p a r t i e l s  e t  fragmentaires. L'application d'un seul  type de 

procédé ne permet pas de résoudre tous l e s  problèmes d'analyse s t ruc tura le ,  c ' e s t  

pour c e t t e  raison que généralement l e s  auteurs font  appel à l ' o r i g i n a l i t é  e t  à 

l a  complémentarité de chacun des procédés généraux d'exploration t e l s  que l'hydro- 

lyse enzymatique, l 'oxydation periodique, la perméthylation e t  l 'hydrolyse acide 

pa r t i e l l e .  

Ce dernier  procédé a retenu plus particulièrement 

notre a t ten t ion ,  ca r  bien que couramment u t i l i s é e ,  c e t t e  méthode présente divers  

inconvénients. Les rendements en osides sont f a ib le s  e t  l e s  réact ions de transosi- 

dation sont  possibles. C'est  pour c e t t e  raison que nos travaux a e  sont orientés 

vers  l 'applicat ion d'une au t re  méthode, v i e i l l e  de 90 ans : l facé to lyse .  

S i  c e t t e  technique a connu de nombreuses applica- 

t ions dans une première période, e l l e  semble actuellement de moins en moins u t i -  

l i sée ,  l e s  raisons sont l e s  suivantes : 

l e  Le pouvoir de résolution en chromatographie sur  colonne ou su r  papier d'osi- 

des péracétylés contenus dans 1 lacé to lysa t  e s t  fa ib le .  

20 Les osides O-désacétylés ont un pouvoir de résolution élevé, cependant l e s  

procédés de désacétylation des osides ne sont pas quan t i t a t i f s .  



3 O  Les ,iodalit-és de rupJcure Ces l i a i sons  osidiques vis-à-vis des a&eLii-s ac<:'co- 

l y san t s  sont t r è s  mal connues. 

i os travaux s e  proposent donc de résoudre ces pr,ibl>~les. Iious 

étiidions tout cl ' abord l e s  conditions favorables h une ~ '4dsacc '  kyla t i o  c11ia.n- 

t i t aL ive  des glucides ~ e r a c é t y l é s  contenus dam l e s  acé to lysa ts  e t  szx l c s  bases 

de ces r é s u l t a t s  nous précisons l e  coliiporteiaelit des d i f f é r en t s  tj.;2es de l i ~ ~ i s o n s  

0sidiqu.e~.  ?Tous t i r ons  par-Li de ces propriétés  pour n e t t r e  au ?oint uzl? ;îroc6cl6 

de fractionnenent des acé to lysa ts  gPÿcopeptidiques sur échange~lzs de ca i io ix  e t  

cl 'anions, qui  nous periaet cl 1 obteiiir t r o i s  f rac t ions .  La praakère non retcllue 

par l e s  résiines, ccntien-t des osides iieutres qui proviennent dc l a  pclrJ6ie cabra- 

l e  des glycaxies . La seconde, acide, d é2lacQe de 1 ' 6cllange~rr Lj laiiions, CS '< 

const i tuge cle s ia lyl-ol igosides qui  a i~pnrt iennent  à l a  f r a c t i o n  l a  plus e::i;eri?c 

(les glycames . La troisi&,ie,  6luée de 1' &cliange~ir de cat ions,  r en î eme  ?-es s 2 . y ~ ~ -  

peutides e t  correspojld ai= séquences glucidiques au voisinage  LI. poii1-i; i-'a'cti:che 

avec l a  chaîne peptidique. 

Fiilalenent ~ lous  a.npliquons c e t t e  t-echnj-que à l le::ploratim de l n  

s t r u c t u r e  6 l--he;rasacclia.ride isolé--cklu-lLt-de f enme a i n s i  qin' h 1 ' dluc'ie 6-c ~ F L  

s6queiice cles 1 ~onosaccliarides des p&ope pPtides de 1 ' o v o r ~ ~ & d ~ ~  

JJops ferons préc6der 1'e:rposé de nos t r i i . ~ ~ ~ ~ :  -?nr a l e  comte  revue 

générale consacrée aux problèiiies que posent- 1 lé kucle cle l a  s t ruc tu re  des glycannes, 



Les résul ta ts  que sous avons obtenus ont f a i t  l ' ob je t  des 110-l-es e t  

riz4rooires suivants : 

1 - 1 . I"IOBUrTICLTiL J. : ~Iydrolyse e t  acétolyse des osides l ibres  e t  

-- 
con j ~ g u é s  , A;~l~ivew ~ ~ ? t - e ~ g ~ i - i ~ l e s l e  Phys i oJsie-i?tkl ~-i.o~&i:i.e, 

1969, , 3 

2 - I'IOPTTRZUTL J. , i4OTElGi;Y LA. , SPI:'; G, , BAYlJW B. : Solut io ;~  Ge q~~elques  pro- 

blèines concerilant l a  s truc ture des glycannes . Zoppe ~ e ~ l ~ ~ ! - ~ ~ i ; ~ ~ J c _ ~ ~ c ~ ~ ~ f ~  f ür 

Chec1ie 1969, ,667 

3 - GlU, iiiOl~PfiJZ L . , BOUQUEILT S. , E4X4RD B. , SPIII G. , ?~O;~SIC;irS i-, , -AG~X"i'EUIL J, 

Qéterfi~$pabio:> clc l a  s i r u c t ~ r c  d'un hexaose i so lé  Gu l a i t  il3 fe~ale, l e  

dilactaminjrl lac  to-Ji-tétraose . = E ~ - B i - o _ c & .  1S70, -?, 364 

4 - BLWiliI, B., STILCIiiiIi G., ILC~~JYIG~IL J . : Analyse chroinatopq~ziq~~.e des acéto- 

lyss t s  de glycopeptides e t  clcscrintFon d'un procddé re-proc-uctible de chro- 

matographie coqmrat ive des oligosacch~~rrides "neutres a lntel-=ck-bional 

Sj:~n.qs-ii -~2-C-b~gato&~-e-Zle~&~r,'e&9 EEtJJ'ULLil8 1 970, i mss es 

Acadé-iiques Euroséemes, édit ion 1 970. 
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L'étude de 12 structure des glyc~~nnes.  + L e  J, ~ i ~ @ ~ ~ , .  ( SOL~S 
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G E N E R A L I T E S  

1 - STRUCTURE DES GLYCANNES 

II - PROCEDES DIEXPU>RBTION DE LA STRUCTURE DES GLYC-S 



Nos connaissances concernant l a  s t ruc ture  des 

glycoprotides sont  encore t r è s  fragmentaires e t  l e s  r é s u l t a t s  l e s  plus importants 

n'ont é t é  acquis que dans l e s  t r o i s  dernières années. Deux raisons peuvent & t r e  

évoquées pour expliquer c e t t e  l en te  évolution. En premier l i e u ,  peu de glyco- 

prot  id= ont é t é  i so lé s  à l ' é t a t  pur e t  en quantités suf f i santes  pour permettre 

une exploration poussée de l e u r  const i tut ion.  En second l i eu ,  l a  dual i té  de 

composition des glycoprotides complique singulièrenent l a  question car  e l l e  

pose t r o i s  problèmes : l e  premier conaerne l e  groupement glycannique, l e  second, 

l a  f rac t ion  polypeptidique e t  l e  troisième l e s  modalités d 'at tache du ou des 

glycannes sur  l a  c h a h e  protidique. Nous limiterons not re  étude à 1' exploration 

de l a  s t ruc ture  des glycannes appartenant à des glycoprotides animaux. 

STRUCTURE DES GLYCANNES s 
Il e s t  f o r t  probable que la s t ruc ture  de l a  frac- 

t i on  glycannique s o i t  spécifique de chaque glycoprotide. Toutefois, bien que nos 

connaissances soient  encore t r è s  l imitées su r  ce su je t ,  nous pouvons f a i r e  deux 

observations qui so ient  susceptibles de s impl i f ie r  l e  problème, 

Nous pouvons dist inguer deux groupes fondamentaux 

de glycannes. Les uns de composition simple sont cons t i tu tés  d'un ou de deux 

oses seulement. Dans ce dernier  cas, l e s  oses peuvent ê t r e  associés en uni tés  

diholosidiques l i é e s  directement à l a  chaîne polypeptidique (mucines sous-maxil- 

laires par exemple) ou unis  l e s  uns aux aut res  en longueschaînes polyosidiques 



non ramifiées (mucopolyosides acides par exemple). Nous les appellerons n-gly- 

cannes. Les autres de composition plus complexe, renferment de nombreux types -- 
dt oses associés en molécules ramifiées. Ce sont les iso-glgcannes. 

Dans chacun de ces groupes, existent des analogies 

de structure des glycannes et il est possible de ramener celles-ci à quelques 

schémas fondamentaux. 

La structure des mucines sous-maxillaires a été 

en grande partie élucidée gr&ce aux travaux de GOTTSCHALK et de P I G W .  Il s'agit 

de macromolécules dvun poids moléculaire élevé, variant entre 1 (mucine sous-maxi& 
6 laire de l oeuf) et 2 (mucine sous-maxillaire du ~outon)x 10 . La mucine sous- 

maxillaire du Mouton comporte 800 unités diholosidiques (a-~-acé tyl-neuraminyl- 

2,6-N-a~étyl~alactosamine) unies par la fonction réduc trice de 1 ' osamine avec 
les fonctions hydroxylées de la sérine et de la thréonine. 

La mucine sous-maxillaire du Boeuf possède une 

structure très voisine, illustrée par la figure 1 (p. 6). 

B - MUGOPOLYOSIDES ACIDES DE LA SUBSTANCE FONDB- 

Le tissu conjonctif est essentiellement constitué 

par un réseau de fibres protidiques noyées dans une substance amorphe, riche 

en glucides, appelée substance fondamentale. 



NH-CH-CO ................ HN -. CH - CO. . . . . .  

Figure 1 

Liaison glycanne-protide dans les rnucines sous-maxillaires 

de Moutcn, d 1  après GOTTSCHALK, MURPMY, GRAHAM (1 , 2). 



La structure de ces constituants glucidiques a été 

déterminée grâce aux travaux de JEANLOZ et de MEYER. Tous possèdent en commun 
, . 

la particularité d'être constitués par d a  ~cxciz2î-£A . - r i . l ~ , ; i . f ; i ~ ~ ~ - * ~ ~ ,  rL-n 

ramifiés, d'unités Sihclbsidiques composées de N-acyl-hexosamL.ie sulfur--1ée (*) 

et d'acide uranique (**). La structure d'un type de ces glycannes est illustrée 

par la figure 2 (p. 8). 

De nombreux glycnprotides,. isolés des milieux bio- 

logiques les plus divers, comme les tissus, le sang, le lait, l'urine, sont cons- 

titués par l'association d'une fonction protidique avec plusieurs unités polyosi- 

àiques dont le pcids moléculaire est relativement faible (2 000 à 3 000 environ) 

et dont la compnsition et la structure sant camplexes. Ils sont en effet consti- 

tués par la conjugaison de plusieurs oses différents formant un édifice molécu- 

laire ramifié. On conçoit aisément que la structure compliquée de ces "iso-gly- 

cannes" ne soit pas encore connue. 

A - GLYCOPROTEINES SERIQUES 

Le sérum est constitué d'un grand nombre de glyco- 

protéines ; la structure glycannique de 3 ou 4 seulement a fait l'objet de tram 

vaux assez poussés. Il s'agit en particulier de 1'orosomucoEde et de la trans- 

f errine . 
(*) A l'exception de l'acide hyaluronique 

(*) A l1 exception de 1 acide kératcsulfurique . 



Ga1 NAc 4 Glc AU - 
i" [ -&~Ga~-G~-xyl+o-c~~-;H 1 

Figure 2 

Liaison xylosidique de l a  protéine e t  de la chaine glycannique 

dans 1' acide chcndroïtine swlfurlque B. 



1 - Structure, ,des glycannes de 1' orosomucoïde 
Afin d'avoir des connaissances précises sur la 

structure de la copule glucidique, il est nécessaire de connaître les relations 

entre les parties glucidiques et protidiques. Deux possibilit& de structure en- 

trent en considération : soit que cette glycoprotéine possède un seul glycanne 

branché en un seul ou plusieurs sites de la protéine, soit qu'elle possède plu- 

sieurs glycannes branchés en divers endroits sur la protéine. Actuellement la 

seconde hypothèse semble réunir le plus de suffrages, néanmoins ces chaînes gly- 

canniques n'ont pu être isolées et l'ensemble des travaux accomplis jusqutà 

présent concernent la totalité des glycannes. 

Les résultats obtenus par les auteurs sont frag- 

mentaires, E W  et JEANLOZ (3) ont proposé un schéma hypothétique de structu- 

re (pig, 3 ; p. 10) ; cependant récemment FOURNET, TAXERKART, BROHON et MONTREUIL 

(4) ont isolé d'un hydrolysat de glycopeptides de 1 ' orosomucoïde deux mannobioses 
isomères. Ce résultat remet en cause le schéma de EYLAR et JEANLOZ et permet 

de penser qutilpeut exister un noyau oligornannosidique interne. Cette caracté- 

ristique ne serait d'ailleurs pas spécifique de ltorosomucoïde puisqu'on le ren- 

contre également dans d' autres iso-glycannes : ADAM-CHOSSON et M C N W U U  (5), 

2 - Structure des glycannes de la transferrine 
Les travaux entrepris au laboratoire ont pu mettre 

en évidence la présence de deux chafnes glycanniques d'un poids moléculaire 

voisin de 2 200. L'exploration structurale de l'ensemble des deux chaînes laisse 

apparaftre des chaûlons cligosidiques tels que la N-acétyl-lactosamine, deux 

mannobioses isomères et un mannotriose. D'autres résultats complémentaires & 

ceux précédemment cités, ont permis à SPIK de proposer un schéma de structure, 

illustré par la figure 4 (p. 1 1 ) . 



NANA 

Fuc 
\i 
4 Glc NAc 1 

-k rotéine 

Figure 3 

Schéma de structure hypothétique de l'isn-glycanne de llorosomucoïde 

(EYLBR et JEANLOZ) ( 6 ) . 
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Figure 4 

Schéma de structure du glycanne de la transferrine 

selon SPIK ( 7  ) 



B - GLYCOPROTEINES DE L'OEUF 

Ces glycoprotéines représentent un matériel de 

choix pour l'étude de leur structure, leur préparation est aisée, les rendements 

sont élevés, la simplicité de leur composition en oses facilite l'étude des grou- 

pements glycanniques . Ceci explique que 1 hovelbumine et 1 ' ovomucoïde sont actuel- 
lement les deux glycoprotéines de l'oeuf les mieux connues. 

1 - Structure du glycanne de llovalbumine 

Les travaux de MONTGOMERY, WU et LEE (8) semblent 

confirmer 1 'hypothèse selon laquelle il nt existerait qu'une chaîne glycannique 

liée à l'acide aspartique. L'ensemble des travaux ont conduit les auteurs 

(CLAMP et HOUGH (9) ; KAUFMAN et MARSHALL (10) ; LEE et MONTGOWY (11)) à ad- 

mettre le schéma incomplet illustré par la figure 5 a et 5 b (p .  1 3 ). 

2 - Structure du glycopeptide P de llovomucoïde 

Ce glycanne d'un poids moléculaire de 3 200 est 

composé de 1 6 unités osidiques dans le rapport molaire suivant 1 Galactose ; 

5 Mannose g 10 Glucosamine. Les résultats obtenus par oxydation periodique lais- 

sent prévoir sans ambiguité que cette molécule est du type ramifié. L'application 

dtaukres procé8és d'exploration, en particulier la perméthylation, précise que 

le point de branchement est constitué par une molécule de mannose. L'ensemble de 

ces résultats, ainsi que l'analyse structurale de 15 oligosaccharides obtenus 

par hydrolyse acide partielle par CROSSON, MONTREUIL et SCIFEPPLER (12) ont permis 

de réaliser une ébauche de schéma de structure (I?ig. 6 ; p. 14). 



GlY- Lys , 'Pyr, Asp-. Leu - Thr - Ser - Val-Leu 

Figure 5 a 

Séquence peptidique e t  point d'attache du glycanne dans l'ovalbumine 

selen LEE e t  MONTW~RY (1 3 ) . 

Figure 5 b 

Schéma de structure du glycopep tide de 1' ovalbumine selon MONTGOMERY, 

WU e t  LEE (14). 

Gl&Ac : N-acétyl Glucosamine ; Man : Mannose ; Asn : Asparame. 



Figure 6 
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X 

Schéma fragaantaire de structure dii zlycopptide fl de 1~ovomucoIde : 
lNI'ûNT (15). 

1 - 4  Gd.-> GlcNBLC - Plan y />+Gl&Ac 

X e t  XV : osides isolés  par ADAM4FO3SON (1  6 )  
G l d A c  : N-acétyl-glucosamine ; Ifan : Manrose ; Ga1 : Galactose ; Asn : asparagine. 

)Han ) G l a b  ---+Mau - - - - j G l d A c  1 - 4  -> 1 - 4  C3cNBc -p 8sn 

p21 1 - 6  

Man (' GlcNàc 

[Yi; 
i h  



L'ensemble de ces exemples est en faveur de schémas de 

structures voisines. En effet les études cinétiques des hydrolysats acides de 

la fraction glucidique donnent toujours les mêmes résultats : les acides siali- 

ques et le fucase apparaissent dès le début d'hydrolyse et se trouvent donc 

en position "externe" sar rapport à l'ensemble de la molécule. Le mannose et 

les osmines fbnt partie de la fracticn résistante de la molécule osidique et se 

trouvent en position "interne'! 

Cependant! les schémas prbposés par les auteurs restent 

incompleis~e t parfois hypothétiques. Deux raisons peuvent être invoquées, d'une 

part llimperfection des procédés d'exploration et d'autre part la complexité 

structurale de ces types de molécules. 

PROCEDES D'EXPLORATION DE LA STRUCTURE DES GLYCANNES 

1 - PROBLEDES POSES PAR LA. STRUCWRE DES ISO-GLYCmS 
=-- 

La structure des iso-glycannes n'a été jusqulà présent 

que très partiellement élucidée en raison : 

- de sa complexité 
- de l'interférence du protide 
- du manque de méthodes. 



A - LA COMPLEXITE STRUC TITRALE D$S lCSC~-GxChTTNLS 

L'ensemble des résultats acquis pendant ces dernièras 

années laisse prévoir que les glycannes sont constitués d'un non5re relatiliement 

peu élevé d'unités asidiques. L'application de différents procédés à la détemi- 

nation des masses n;ùléculaires des glycopeptides conduit à des valems voisines 

de 2 000 à 3 250 ; ce qui correspond à des glycannes renfermant 12 à 20 unitéz 

osidiques, parmi lesquelles on rencontre constamment une osauine liée à la pro- 

téine. 

Le problème de la détermination de la structure du gly- 

canne peut se résoudre en trois étapes successives : 

- identification des oses. 
- détermination des xapp6rts centésimaux et molaires des 
6ses 

- détermination de la séquence des cses, 

Le pyoblème de la détermination de la séquence des oses 

reste actuellement que très partiellement élucidé car la nature variée des oses 

composant le glycanne crée une stabilité toute relative de la liaison glycosidi- 

que vis-à-vis des agents d'hydrolyse ; de ce fait,il est impossible de prévoir 

le point de rupture des liaissns glycosidiques dans les chaînes glycanniques. 

Les procédés d'hydrolyse partielle (p. 22) fournissent 

des monosaccharides et quelques oligosaccharides que l'on peut isoler à l'état 

pur afin d'en élucider la structure par les procédés classiques de méthylation, 

d'oxydation periodique ainsi que par l'action d'enzymes spécifiques, Mais le 

problème reste entier quant à la reconstitution du 



B - L'INTERFERENCE DU PROTIDE 

1 - La présence du protide ne permet pas d'tbtenir de résultats satisfaisarts 
avec l'application des procédés d'exploration tels que la méthylation et 

l'oxydation périodique. En effet, la fonction alcool secondaire des hydroxy- 

amino-acides de la sérine et de la thréonine peut être soit méthylée soit oxy- 

dée par l'acide périodique et introduire de ce fzit des difficultés supplémen- 

taires et des causes d'erreur dans les études quantitatives. 

2 - Par ailleurs, les oses sont susceptibles de se condenser dans certaines con- 
ditions, par leur fonction semi-aldéhydique avec des amines pour former dgs 

complexes aminés stables. La réaction de condensation ou réaction de MAILLARD 

concerne plus précisément la condensation des oses ou des osides avec des fonc- 

tions amines des protides : acides aminés, peptides et protéines. La condensation 

des glucides et des protiaes se manifeste par l'apparition d'une coloration jau- 

nâtre ou d'un précipité noirâtre dans les milieux réactionnels. Ce mécanisme con- 

duit à des causes d'erreur par défaut dans la détermination de la composition 

en oses des glycoprotides. 

3 - Il convient donc d'effectuer l'analyse structurale sur le glyco-minoacide 
ou sur le glycopeptide. La séparation du glycanne de la protéine (LETENE et MORI) 

(17) par la baryte à 10 p. 200 à 100QC présente quelques désavantages (MEYER, 

1945) (18). Dans de telles conditions les groupements N-acétyls étaient libérés 

et le pH alcalin favorisait la destruction des sucres réducteurs. Cette difficul- 

té a été r6solue grâce à l'utilisation d'enzymes protéolytiques tels que la pro- 

nase, la papaïne, la trypsine ou la pepsine. Toutefois au cours de cette hydro- 

lyse enzymatique, il convient de vérifier que la composition du glycanne n'a guè- 

re varié au cours de l'opération. Après plusieurs cycles d'action de l'enzyme, 

les ainino-acides, les peptides et le ou les glycoaminoacides sont fractionrés sui- 

vant leurs propriétés physico-chimiques. L'isolement des glycoaminoacides met 

en oeuvre des méthodes de gel filtration, de précipitation, de fractionnement 

sur échangeurs d1 ions et dg électrophorèse. 



C L'IMPERFECTION DES METHODES 

1 - L'hydrolyse enz.ymatique 
La cristallisation de nombreux enzymes protéolytiques 

ainsi que la détermination de leur spécificité a permis d'établir une abondante 

information sur la structure des peptides et des protéines. Malheureusement, 

peu diosidases ont été isolées jusqulà présent à l'état pur. Par ailleurs, la 

spécificité de substrat de chaque enzyme n'est pas défini. En cutre de nombreu- 

ses oeidases possèdent une activité transférasique, 

2 - Méth~de d.e penné thylatian 

Ces méthodes rendent de grands services à la chimie 

structurale des glucides, cependant l'identification des oses méthylés d'un 

glycanne ne peut se faire qu'en comparaison de leur mobilité chromatographique 

avec celle de témoins de synthèse. Or les dérivés méthylés des oses sont nom- 

breux d'une part (14 pour un hexose) et d'autre part, leur synthèse est délicate, 

3 - Méthode d' oxydation periodique 

Les procédés d'oxydation par l'acide periodique permet- 

tent de garder intacte deux types de structure : d'une part, les N-acétyl-hexo- 

samines dont le carbone 4 ou 3 est substitué et, d'autre part, les hexoses 

dont le carbone 3 ou dant les carbones 2 et 4, 2 et 3 ou 3 et 4 sont substitués au- 

quel cas nous sommes en présence .l'une structure dite "branchée". Catte méthode 

est donc limitée puisqu'elle ne fournit que des renseignements fragmentaires 

concernant essentiellement les points de branchements des glycannes ramifiés. 



4 - Procédés d'hydrolyse acide partielle 

Connue de longue date, ces procédés fournissent de fai- 

bles quantités d'osides et des quantités importantes d'oses "neutres" et dtosa- 

mines. D'autre part dans des conditions de pH et de concentration les phénomènes 

de transosidation yeuvent introduire des causes d'erreur. Il est, de ce fait, 

impossible de distinguer les osides d'origine glycannique des osides formés par 

recombinaison d'hexoses libres. 

II - $3 PROCEDZS D'liXPLORATION DE STflUCTURE DES GLYCAN- -- 
NES - - 

A - DEGRADATION ENZYMATIQUE 

Dans de nombreux cas leur action est facilitée par 

l'utilisation d' un substrat glycopoptidique plut& que glycopro tidique (sPIRo, 

1962) (1 9). Deux types de procédés sont mis en oeuvre : 

1 - Action d'osidases spécifiques 

Ces enzymes possèdent une action hydrolysante limitée 

uniquement à la périphérie des glycannes, Toutefois, peu d'osidases ont été 

isolées jusqu'à présent à l'état pur, on peut citer la neuraminidase extraite 

du Vibrio Chalerae (ADA et FRENCH, 1959 (20); SCHRAMM et MOHR, 1959 (21 ) ; 

GOTTSCKBLX, 1 960 (22)) la 9-galactosidase isolée d'un mutant dlEscherichia Coli 



(w-u, W I T Z ,  LAUD, BENDER et KESER, 1 959 (23) ; WAUENFEL8 et XAïXOTR4, 

1960 (24)) ; la N-acétvl-B-D-gl~~cosaminidase mise en évidence tout d'abord dans 

l'épididyme de porc par FINDLAY et LEVY (25) puis dans les cultures de Diploco- 

ccus pneumoniae par HüGIfES et JEANMZ (26). Cependant la plupart des enzymes 

utilisés jusqu'à présent ne sont pas suffisamment purifiés, en outre leur spéci- 

ficité de substrat est mal définie. 

2 - Dégradation enzymatique récimente 
Dans ce Srpe de dégradation, il convient de classer la 

méthode de STACEY, BIW(ER, PARDOE et HOPTON fondée sur l'hydrolyse récurrente 

du glycanne par des enzymes adaptatifs excrétés par des microorganismes au fur 

et à mesure que se présentent de nouveaux types de liaisons osidiques, Aussi 

l'incubation dlorosomucoïde urinaire par exemple dans un milieu contenant une 

suspension cellulaire de Klebsiella aerogenes (NCIB 9479) conduit à la synthèse 

d'un bon nombre d'enzymes (BARKER, 1963 et 1964) (2'7, 28). On voit se libérer 

successivement en fonction de leur position dans la molécule l'acide N-acétyl- 

neuraminique, le fucose, le galactose et la N-acétylglucosamine. 

Dans ce même type de dégradation on peut citer par 

exemple la dégradation par une neuraminidase des unités diholosidiques de glyco- 

peptides de la mucine sous-maxillaire ovine qui conduit à la libération d'acide 

N-acétylneuraminique. 

B - OXYDATION PERIODIQUE 

1 - Principe 
GOLDSTEIN, MAY, DWIS et SMITH (29) ont décrit un procé- 

dé de dégradation récurrente de la fraction glycannique des glycoprotides dont 

le principe est le suivant : La fraction glucidique est d'abord oxydée par 

l'acide periodique qui transforme les oses conjugués porteurs de fonctions 



aglycoliques en dialdéhydes.;dans un second temps, les fônctions aldéhydiques 

sont réduites en fonctions alcooliques par le borohydrure de potassium ;dans 

un troisième temps,la solution glycoprotidique modifiée est amenée à pH 1 avec 

l'acide sulfurique qui hydrolyse les liaisons glycosidiques labilisées par la 

transformation des oses en acétals linéaires. 

L'identification et le dosage des oses non oxydés ainsi que 

les produits résultant de l'oxydation fournissent des renseignements sur la 

structure du glycanne. 

Ce procédé a été appliqué aux glycopeptides cbtenus par 

dégradation pro téasique des glycoprotéines suivantes : globulines humaines 
G 

(ROTHFUS (30) g ROTHF'US et SMITH (31 ) ) ; 1' nvomucoïde ( c H A ~ E  et MONTGOMERY 

(32)) ; 1' ovalbumine (MONTGO~VIERY, WU et LEE (33)) ; 1' orosomucoYde (JEBNLOZ (34)) 

et la féturine (SFLRO (35)). 

1 - Principe 

Cette méthode est la plus utilisée en matière de chimie 

structurale des glucides, elle s'applique aux cligosaccharides et par extension 

aux glycopeptides ; son principe est le suivant : le glycanne d'abord O-perméthyld 

au cours de plusieurs cycles de méthylation est ensuite hydrolysé, L'hydrolysat 

renfermant des oses neutres, des osamines et des oses méthylés est ensuite 

souis à différentes techniques de fractionnement telles que la chromatographie 

en phase gazeuse. 



2 - Applications 
Ces procédés furent appliqués aux glycopeptides obtenus 

par dégradation enzymatique des glycoprotéines suivantes : l'ovomucoïde (STACEY 

et WOOLEY (36)) et lt orosomucoïde (JEANLOZ et CLOSSE (37)). 

3 - Limites de la méthode 
a - Les fonctions amines libres ainsi que les liaisons peptidiques des glycopro- 
téines réagissent au même titre que les fonctions clglycol des oses, afin dtéli- 

miner cette interférence la copule protidique et dégradée par ltactiondes enzy- 

mes ; la perméthylation s'effectue donc sur le glyco-amino-acide. 

b - La méthylation des fonctions ''hydroxylées" libres des oses doit être totale ; 
en fait, les agents de méthylatinn ne réalisent que des méthylations partielles 

de la molécule d'ose, ainsi on est souvent amené à effectuer plusieurs cycles 

de méthyla tion. 

c - L'hydrolyse du glycopeptide perméthylé pose les mêmes problèmes que l'hydro- 
lyse des glycopeptides ; en outre les auteurs CHOON, H E R R S T R ~ ,  KULL et LINDBERG 

(38) ; BOüVXNG et LPJDBERG (39) observent une partielle O-déméthylatim avec 

l'acide sulfurique (N - 2 ~ )  à 100% 

D - HYDROLYSE ACIDE PARTIELJA 

Dans un glycûruie les unités osidiques sont liées les unes 

augautres par une liaison glycosidique. Elle résulte de la conjugaison de la 

fonction semi-aldéhydique CU semi-cétonique avec l'une des fonctions alcools 

d'une autre molécule d'ose. De ce fait, deux types de liaisons sont à considé- 

rer : les liaisons de type cétosyl et celles de type aldosyl. Chaque aldose pos- 

sède deux anomères : a et p, ce qui implique des liaisons glycosidiques de type 

a et p. Les procédés d'hydrolyse acide partielle reposent sur le clivage d'un 



petit nombre de ces liaisons afin d'obtenir des osides. Cependant, il est diffi- 

cile de prévoir le comporteqent de chacun de ces types de liaison glyccsidique 

vis-à-vis des agents d'hydrolyse acide car la nature variée des oses ainsi que 

leur positih au sein du glycanne crée une stabilité toute relative. 

1 - Wbilité des liaipons gl,ycos,idiques vis-à-vis des age,n,ts d'hydrolyse. 

De nombreux travaux (WOLFROM et THOMPSON (a)) ont démontré 
que le comportement des liaisons osidiques était en relation étroite avec les 

groupements "hydro~yles~~ et que la stabilité d'une liaison glycosidique était 

essentiellement liée au nombre et à la position des fonctions "hydroxyle" alcoo- 

lique et semi-acé talique . 
a - Les liaisans a-D-osidiques sont plus stables que les liaisons P-D-osi- 

diques (HASSEL et OTTAR (41 ) ) . 
b - Les liaisons "cétosyl" (fructosyl et sialgl, par exemple) sont beaucoup 

plus labiles que les liaisons "aldosyl". 

KEIDT et PURVES (42) montrent que les fructo>yranosides 

sont hydrolysés 10 000 fois plus rapidement que leur c~rrrespondant aldopyranno- 

sides. Ces liaisons sont hydrolysées par l'acide chlorhydrique et sulfurique 

très dilué : 0,OlN à 100QC CU 0, IN à 80OC pendant une heure. 

c - La substitution du carbone 5 d'un ose stabilise sa liaison glycosidique 
Les liaisons "f~rannosyl~~ sont beaucoup plus labiles que les liaisons "pyçanno- 

sylt', UWORTH (43) montre que les aldofurannosides sont hydrolysés 50 à 200 fois 

plus rapidement que leurs isomères aldopyrannosides. Les liaisons "furanno~yl'~ 

sont généralement rompues par l'acide sulfurique à 1 p. 100 à 80-100QC pendant 

quelques minutes. 

d - La nature du substituant au carbone 5 intervient dans la stabilisation 
de la liaison osidique. L'ordre croissant de stabilité des liaisons aldopyran- 

nosidiques est le suivant : pentosyl, méthyl-pentosyl, hexosyl, uranwidyl. 



e L La position axiale c:u équatoriale des substituants des cycles pyramo- 

siques , autre que 1 ' hydrogène, possè<ent une gzznde influence sv.r 1 ' hydrolyse 
des liaisons osidiques et REEVES (44 ) a démnntré que les substituants équat7- 

riaux stabilisaient les liaisins aldopyrannoeides, principalenent quand le grou- 

pement en 2 est axial. 

i3n ce qui concerne les aldohexoses les plus coummment trou- 

vés dans les glycoprotéides, l'ordre décroissant des stabilités des liaisons 

osidiques est donc le suivant : a-D-glucose, P-D-gl.v.cose, a-D-mannose, a-D-galac- 

tose, P-D-mannose, P-D--galac tise . 

f - La substitution des fonctions "hydroxyln du cycle pyrannosique augmente 

la stabilité des liaisons glycosidiques (I'AuL) (45). Ainsi s'explique la stabi- 

lité des liaisons osidiques des oses O-méthylés et des osamines. Dans le cas 

de ces dernières, la stabilisation des liaisons "osaminidyl" est réalisée par 

un double mécanisme : substituticn d'un hydroxyle du cycle pyrannosique et a p  

parition d'un proton prcvenant de l'ionisation de la fonction a-amine au voisi- 

nage de la liaison. L'absence de poton explique la plus grande fragilité des 

liaisons N-acétyl-osaminii!iques par rapport aux liaisons osaminidiques. 

g - La substitution du carbone 5 d'un ose stabilise sa liaison glycosidi- 
que. 

C'est pourquoi, les liaisons "furannnsyl" sont beaucoup 

plus labiles que les liaisons "pyrannosyl", Par exemple, les aldofurannosides 

sont hydrolysés 50 à 200 fois plus rapidement que les aldcpyrannosides isomères 

(HB?:$GRTH) (46). Les liaisons glyc?sidiques de llarabinose et du fmctcse sont 

donc aisément rompues et cn utilise généralement de l'acide sulfurique dilué 

(solution d'acide à 1 p. 100) , à 80-1 00% penaant un temps relativement court, 

n'excédant pas, en général, quelques minutes. 

En outre, la nature du substituant du carbone 5, intervient 

dâns la stabilisation de la liaison osidique dans l'ordre suivant (WOL;FF-011 et 

THOI.PSOIU') (47) . 
H 

C-? 
CH20H C%OH - CH20H C OOH 



L'ordre croissant de stabilité des liaisons aldopyrannosidiques est donc : 

pentosyl, méthylpentosyl, hexosyl, heptosyl, mannosidyl. La stabilité des liai- 

sons "uranaBidy1" est bien connue, il est parfois nécessaire, pour les hydroly- 

ser totalement, d'opérer dans des conditions telles (acide à 4 p. 100 à 120QC, 

pendant 10 à 24 h) que 1' on ne peut éviter une destruction importante des aci- 

des uroniques. 

2 - Divers procédés d'hydrolyse partielle 
L'hydrolyse acide représente la méthode de choix ?Our réa- 

liser la rupture des liaisons osidiques. >es &ses sont, en effet, généralement 

stables en milieu acide. En outre, on connaît suffisamment les modalités de 

l'hydrolyse acide des osides et des glycannes pour obtenir à volonté, des oses 

ou des oligosides en faisant varier la nature et la concentration de l'acide, 

la température et la durée d'hydrolyse. 

L'hydrolyse par les résines polystyrène-sulfonées a été 

appliqué par différents auteurs pour déterminer la composition en oses neutres 

de glycoprotides divers. On sait, à présent que le procédé conduit â la for- 

mation de nombreux osides possédant, en général, une N-acétylosamine en posi- 

tion terminale. Cette méthode préconisée par DIXON (48) puis par BRAGG et 

HOUGH, GI&GG et al. (49), SCHE/ILD (50), TOLBERT et ZILL (51 ) est à priori très 

séduisante car l'échangeur de cations joue à la fois le rôle d'agent d'hydroly- 

se et d'agent de purification en fixant les produits de dégradation protidique. 

Ce procédé a reçu de nombreuses applications,les uns uti- 

lisent des résines solubles (PAINTER et MOPGAN(~~) hydrolysent des substances 

spécifiques de groupes sanguins) PAINTER, WATKINS et MORGAN (53) et PAINTER, 

REGE et MORGAN (54)), les autres des résines insolubles (hydrolyse de l'ovomu- 

coftde par MONTREUIL et CHOSSON (55 ) , CHOSSON, MONTREUIL et SCHEPPmR (56 ) , 
ADAM-CHOXSON et MONTRFfUIL (57) ou des globulines XG humaines par CLAMP et 
PUTNAM (58 ) . 



Pour chaque substrat, il est indispensable de préciser 

les conditions expérimentales (facteur temps et température) afin d' obtenir 

le meilleur rendement en oside. Ainsi les cinétiques d'hydrolyse ainsi que la 

chromatographie sur papier des hydrolysats permettent de préciser d'une part 

la nature des oses en position externe dans la molécule de glycannes, car ces 

oses apparaissent dans les premières minutes sur le chromatogramme, et d'autre 

part la durée favorable à l'obtention d'un bon rendement en oside. 

Lt acide sulfurique et chlorhydrique ont été jusqu ' à pré- 

sent largement utilisé à des concentrations et pendant des temps très variables 

pour hydrolyser les glycoprotides, WHISTER et SMART 1935 hydrolysent les glyco- 

protides par l'acide sulfurique IN à 100OC pendant des.kmps variant de quelques 

minutes à plusieurs heures. 

3 - Facteurs de modification des glucides au cours de l'hydrolyse acide partiel- 
le. - 

Les glucides sont susceptibles de subir des modifications 

de deux ordres : a) épimérisation, b) condensation. 

L'épirnérisation s'effectue généralement en milieu alcalin, 

cependant elle peut se produire en milieu acide (OST) (59) et introduire une 

cause d'erreur due à la conversion des oses. 

La transosylation chimique, condensation des ?ses entre 

eux est l'une des principales causes d'erreur de l'hydrolyse, signalée par 

FIXCIIER dès 1890 (60). 



Ce mécanisme a été étudié depuis, et l'on sait que les 

processus de transosylation obéissent aux règles générales suivantes : 

10) La transosylation en milieu acide conduit à la formation préférentielle 

de glycosides 146. Toutefois, ceux-ci sont accompagnés d'une faible propor- 

tion de glycosides 11-93 et 1-4. 

20) Les processus de transosylation ont lieu avec n'importe quel type d'acide 

(TAUFEL, rWBiNSKY et RUSSLOW) (61) et quelque soit sa concentration. 

3 0 )  La transosylation est favorisée par les concentrations élevées en oses ; on 

obticnt par exemple d'excellents rendements en isomaltose avec une solution de 

glucose à 18 p. 100 dans l'acide sulfurique IN (BACON et BACON) (62). 

En conséquence, le procédé dihydrolyse acide partielle 

présente deux inconvénients ; d'une part, il nécessite une quantité appréciable 

de glycopeptide car les rendements en osides sont faibles, d'autre part, les 

conditions dans lequelles s'effectue l'hydrolyse acide ne sont pas satisfaisan- 

tes car elles peuvent donner naissance à des recombinaisons d'oses libres entre 

eux. De ce fait, nos travaux se sont orientés vers l'application d'une autre 

technique, l'acétolyse. 



L' ACETOLYSE a 
I - HISTORIQUE 

L'action de l'anhydride acétique en présence d'un cata- 

lyseur acide est connue depuis 90 ans. En effet, en 1879, FRANCHIMONT (63) dé- 

couvre ce procédé au cours de tentatives d'acétylation de la cellulose ; à ltépo- 

que les auteurs étaient à la recherche de procédés d'acétylation. Dès 1879, 

FRANCHIMONT signale la pr'ésence de cellobiose octaacétate dans les produits dtac& 

tylation de la cellulose, de ce fait l'acétylation se trouve couplée à des réac- 

tions de rupture des liaisons osidiques, le nom d'acétolyse a été donné à ce mé- 

canisine . 
La chimie des polysaccharides était dotée d'une nouvel- 

le méthode de dégradation qui fournit dans des conditions peu drastiques des oli- 

gosaccharides peracétylés ; toutefois, des conditions plus drastiques offrent la 

possibilité d'obtenir des mono et disaccharides peracétylés. Les applications sont 

nombreuses et les oligosaccharides obtenus par acétolyse partielle de polysaccha- 

rides extraits de milieux variés sont très bien exposés dans l'ouvrage de BAILEX 

(64). L' évolution de llapplication de cette technique peut être divisée en deux 

grandes étapes. En effet, dans une première période (1 879-1 956) les auteurs ont 

appliqué cette méthode à des quantités importantes de glucides composés essen- 

tiellement de polymères de glucose, de mannose, de fucose et de N-acétyl-glucosa- 

mine. Dans une seconde période (1 956-1 963), 1 ' acé tolyse partielle a été appli- 
quée à des glucides renfermant des proportions variables d' oses "neutres", dt osa- 

mines et d'acides sialiques. 



A - ACETOLYSE DES MONOPOLYOSIDES 

La dégradation de la cellulose par la technique dlacéto- 

lyse dans le milieu anhydride acétique - acide acétique - acide sulfurique en un 
composé maintenant identifié au B-cellobiose octaacétate, a été l'une des premières 

applications de cette technique, réalisée tout d' abord par FRANCHIMONT (65) puis 

par SKRAUP (66) et SPENCER (67). La structure des composés isolés par les auteurs 

était cependant sujette à de nombreuses controverses avant que la structure de la 

cellulose ne fat définitivement établie. Les résultats acquis par la suite par 

DICKEY et WOLFROM (68) puis par WOUROM et DACONS (69) ont levé llambiguité de ce 

problème. En effet, ces auteurs ont isolé, par acétolyse partielle de la cellulose, 

une série homologue de cinq polymères identifiés à 1' a-D-cello triose, au P-D-celi-O- 

tétrasse, au P-D-cellopentaose ainsi qu' aux cellohexaose et celloheptaose . 
2 - La Chitine 

En 1 931 , parallèlement aux travaux effectués sur la 

cellulose, BERGMAN, ZERVAS, SILBERKWEITE (70) et ZECIIREISTER (71) ont également 

appliqué l'acétolyse partielle à la chitine en modifiant toutefois le réactif acé- 

tolysant ; le mélange anhydride acétique - acide acétique - acide sulfurique étai'c 
remplacé par le mélange anhydride acétique - acide sulfurique. Les auteurs ont 
isolé le di N-acétyl-hexa-O-acétyl-chitobiose ("actaacétylchtiobiose") avec un 

faible rendement, ainsi que le tri N-acé tyl-oc ta-0-acé tylchi to triose ( "hendéca- 

a~ét~lchitotriose") . Cependant, en 1955, ZILLIKEN, BRAUN, ROSE et GYORGY (72) 
ont fractionné sur charbonxélite un mélange de cinq composés obtenus par une C- 

désacétylation alcaline de 1'~'octaacéty1chitobiose''. Les auteurs ont obtenu sous 

la forme cristalline le di-N-acétylchitobiose, les quatre autres composés étant 

des artefacts introduits au cours de la O-désacétylation. D'autre part, BARKER 

(73) et HOROWITZ (74) ont signalé la formation de semblables artefacts au cours 

de la O-désacétylation du penta-0-acé tyl-D-glucose et de la chitine acétolysée, 

Finalement c'est en 1956 et 1957 que KUHN et KRÜGER (75) ont identifié ces arte- 

facts à des chromogènes formés au cours du traitement alcalin de la N-acétyl-hexo- 

smine. L'application de l'acétolyse à des polysaccharides renfermant des N-acé'qjl- 

liexosanines se trouve donc limitée par la formation de chromogènes au cours de 

leur O-désacétylation par des agents alcalins. 



3 - Les m8mm 

ASPINALL, RALSBROOK et KESSLER (76) ont isolé d'un a c é b  

lysat de mannane provenmt du corozo (?hytelephas raacrocarpa) une série homolo- 

gue dloligosaccharàdes, La plupart de ces osides (du mannobiose au mannoPentaose) 

renferment des liaisons osidiques du type $1-4. 

La structure d'autres mannanes, extraits du saccharomyces 

cerevisiae, a été explorée au moyen de deux techniques différentes : d'une part, 

ltacétolyse et d'autre part l'hydrolyse acide partielle. Les résultats, obtenus 

par acétolyse : GORïN et PERLIN (77) LEE et BALLOU (78) ainsi que par hydrolyse 

acide partielle : PUT, WHEW et EDWARDS (79) permettent de penser que ce man- 

nane possède une structure branchée, composée des liaisons : 1,2 - 1,3 et 1,6+ 

hi 1961, PUT, WHELAN et EDWBRDS ont proposé un schéma de structure selon lequel 

une chaîne formée de lieison. ci 1-6, constituait le squelette du polysaccharide ; 

les liaisons a 1-2 se localisent au point de branchement. Cependant, en 1965, 

LEE et BALLOU (80) ont isolé un tétrasaccharide (0-a.~.i1lanno~~rannos~l-(1,3)& 

GD-mannopyrannosyl-( 1 , 2)a-t)-mannopyrannosY1-(1 ,2)-~-manno~mose) qui in- 

firme le schéma de structure, 

B - - BCETOLYSE D'HETEROPOLYOSIDES 

Dans une seconde période (1956-1963) les auteurs ont 

appliqué l'acétolyse à l'étude de la structure d'hétéropolyosides, en particulier 

aux mucines et aux gangliosides . Ainsi, YOSIZAWA (81 ) puis E48SAMüNE et YOSIKAU 

ont isolé d'un acétolysat de mucine stomacale du Porc deux osides, identifiés 

au N-acé tylglucosaminido-galac tose et au ~ - a c é  tylglucosaminido-( 1 ,4)-galac tosido- 

(1 , 4)-N-a~ét~l~alactosamine, Plus récemment, KlMN et WIEGANDT (82) ont déterminé 

à l'aide de cette technique, la structure du ganglioside G isolé du cerveau. 
1 ' 



Enfin, KCMN et EKONG (83) ont acétolysé un glycopeptide isolé du lait de Vache 

et, grâce à l'isolement de deux disaccharides et d'un trisaccharide contenant 

de l'acide sialique, du galactose et une osamine, ont présicé la séquence des 

unités glycanniques ; ANBN +Ga1 -.+ Osa NAc . 

II - PRINCIPES ---- ---- 

A - PRINCIPE DE L' ACETOLYSE 

L'action de l'anhydride acétique en présence d'un cata- 

lyseur acide, sur les glycannes donne des quantités variables d'oses et dtoligo- 

sides O-acétylés. De ce fait, cette technique met en jeu des réactions d'estéri- 

fication des groupements hydroxyls libres, couplées à des réactions d'hydrolyse 

des liaisons glycosidiques. 

Le système acétolysant couramment utilisé se compose 

d'anhydride acétique - acide acétique - acide sulfurique. D'autres systèmes ont 
été moins fréquemment utilisés.:anhydride acétique - acide perchlorique ; anhydri- 
de acétique - chlorure de zinc ; anhydride acétique - acide trifluoro acétique. 
%us ces systèmes libèrent des miikmx ions-ac6tylium' qui estérifient les 

fonctions alcools primaires secondaires ainsi que les fonctions semi-aldéhydiques 

libres des oses. La fonction semi-aldéhydique est plus rapidement acétylée que 

les fonctions alcools ; de ce fait, dès qu'une liaison csidique est hydrolysée, 

la fonction réductrice semi-acétalique est bloquée par un radical acétyl et les 

phéngmènes de transosidation sont ainsi empêchés. La vitesse d' acé tylation est 

plus rapide dans les limites de pH inférieure à 1 et supérieure à 3 dans le 

mélange acide acétique - anhydride acétique. (PIGMAN) (84) 



La figure 7 (p. 33) illustre le principe de l'acétolyse appliqué à un oside quel- 

conque. 

L'hydrolyse des liaisons osidiques est catalysée par 

l'acide sulfurique concentré qui joue également le rôle d'agent déshydratant 

dans le mélange anhydride acétique - acide acétique - acide sulfurique (10 : 10 : 
1 ) (v:v:v) . La vitesse dlacétolyse dépend de la concentration en acide sulfuri- 
que. On ne peut toutefois dépasser une concentration supérieure à 5 p. 100 sans 

risquer de détruire des glucides (PIW) (85). 

B - SPEC IFICITE DE LA COUPURE DES LIAISONS OSIDIQUES 
AU COURS DE L'ACETOLYSE 

1 - Labilité des liaisons osidiques 1-6 

WOLFROM et DACONS (86) ont isolé après hydr~lyse acide 

partielle de l1 iso-amylose, 1 p. 100 d1 isornaltose (~-glucosido-l , 6-glucose) et 
démontré que cet oside n'était pas le produit d'une réaction de transosidation 

bien que ce même disaccharide n'ait pu être isolé par acétol~se de l'amylopectine. 

Ces résultats en apparence contradictoires, s ' expliquent à présent par la grande 

labilité des liaisons 1 - 6 vis-à-vis de l'acétolyse. La démonstration de cette 
labilité particulière a été effectuée sur la base des expérimentations suivantes, 

a - GORIN et PERLIN (87) puis LEE et BALLOU (88) ont isolé par acétolyse 
de mannanes dont les liaisons osidiques étaient du type a 1 - 3 et a 1 - 6, le 
3-0-a-D mannopyrannosyl-D-mannose ainsi qu'un mannotriose. Au contraire, PUT, 

ldXFUN et EDWAIDS (89) ont obtenu par hydrolyse partielle du même substrat 

un oside identifié au 6-0-a-D- mannopyrannosyl-D-mannose. L'acétolyse avait donc 

coupé les liaisons a 1->6 plus facilement que les liaisons a 1 - 3 ; l'in- 
verse était réalisé par hydrolyse acide partielle. Ces résultats sont illustrés p,ar 



Acide acétique H 
Anhydride acétique 1 

2, 3, 4, 6-tétra-acétyle-ccO-acétyl- 
glycoside. 

Figure 7 

Résultat de llacétolyse d'un oside. 



l e s  f igures  8 a e t  8 b (p. 35). 

b - MATSIDA, WATANABE, FUSIMOTO e t  AS0 (90) ont étudié l e s  conditions d'ac& 

tolyse de 1 isomal tose (6-0-~-I ! -~luco~~rannos~l-~-~lucose)  e t  du nigérose (3-0- 

ul~-~luco~~rannos~l-~-~lucose). Après 5 heures d' acé tolyse l a  l i a i son  osidique 

du nigérose é t a i t  i n t a c t e  a lo r s  que ce l l e  de l ' isomaltose é t a i t  totalement cou- 

pée. Cette  observation f u t  mise à prof i t  par l e s  auteurs a f i n  d ' i so ler ,  par  acé- 

tolyse des dextranes, l e  nigérose a i n s i  que l e  kojiobioser 

2 - La S t a b i l i t é  des l i a i s o n s  glucosyl e t  mânnosgl 

Un aut re  type de spéc i f i c i t é  a é t é  suggéré par SMITH 

e t  SRIVASTAVA (91) à l a  s u i t e  de l eu r s  travaux s u r  l e s  glucomannanes. En e f fe t ,  

ces auteurs ont pu démontrerque la l i a i son  mannose-mannose é t a i t  coupés plus rapide- 

ment que l e s  l i a i sons  glucose-mannose. Depuis, aucune au t re  recherche n ' e s t  venue 

confirmer ce r é su l t a t .  

3 - S t a b i l i t é  de l a  fonction acétamido des N-acétylhexosamines 

L'acétolyse préserve l e s  groupements N-acétyl présents 

dans l e s  mucopolysaccharides ; de ce f a i t ,  e l l e  fourni t  des oiigosaccharides IJ- 

acétylés.  Rappelons que l e  phénomène inverses.kberve au cours de l 'hydrolyse acide 

p a r t i e l l e  par l e s  acides minéraux di lués,  que l a  fonction amine des osamines est 

l ibérée  e t  que l e  proton qu ' e l l e  porte s t a b i l i s e  l a  l i a i son  osidique. Cette pro- 

p r i é t é  remarquable de l ' acé to lyse  a reçu peu d'applications. YOSIUWA (92, 93), 

puis MAS- e t  YOSIKAWA (94) ont m i s  à prof i t  c e t t e  caractér is t ique e t  ont iso- 

l é  de l a  mucine stomacale du Porc un N-acétylglucosaminido-galactose, e t  une N- 

acétylglucosaminido-(1 , 4)-galactosido-(1 , 4)-N-acé tylgalac tosamine . 

4 - La S t a b i l i t é  de l a  l i a i s o n  s i a l o s y l  

L'aspect certainement l e  plus intéressant  de c e t t e  tech- 

nique réside dans l a  poss ib i l i t é  d'obtenir des csides renfermant de l ' a c ide  sia- 

l ique.  Les l ia i sons  s i a losy l  sont t r è s  l a b i l e s  vis-à-vis des acides minéraux 

dilués. E l l e s  sont, en e f f e t ,  coupées en 1 h, par H SO 0,01 N, à 100QC. 
2 4 



Figure 8 a 

Acétolyse d'un mannose (+), formation préférentielle du 

3-a-D-mannopyrannosyl-D-mannose . GOFUN e t  PERLIN (95) ; 

LEE et  BALLOU (96). 

a l - 6  
T 

-- Man a l  - 3  
)M-----+h 

a 1  - 6  
)Man -- 

Figure 8 b 

Hydrolyse acide partielle d'un mannane (+), formation pré- 

férentielle du 6-a-D-msnnopyranno~1y1-D-1nannose. PEAT, WHEJ.&N 

et ED~ARDS (97). 

(*) mannane isolé du Saccharomyces cerevisiae 



De ce fait l'hydrolyse partielle par les acides minéraux dilués n'est pas une 

technique favorable à l'obtention dloligosaccharides renfermant de l'acide sia- 

lique. Au contraire, les liaisons sialosyl sont beaucoup plus stables dans les 

solvants utilisés en cours d'acétolyse. Cependant cet aspect avantageux de la 

technique d'acétolyse a reçu jusqu'à présent très peu d'applications. L'unique 

exemple de la littérature date de 1963 z KUHN et WIEGANDT (9%) acétolysèrent le 

ganglioside G avec le mélange anhydride acétique - acide acétique - acide sul- 
1 

furique concentré (10 : 10 : 1 ) à température ambiante pendant 3 jours ; Après 

désacétylation par le méthanol ammoniacal, deux oligosaccharides acides .Surent 

isolés 

C - MODIFICATION DES GLUCIDES AU COURS DE LI ACETOLYSE 

Ltanom6risation des aldoses péracétylés dans le milieu 

anhydride acétique-acide acétique en présence d'acide sulfurique est connue de- 

puis longtemps. Dans la série D. des glucides, le composé préférentiellement for- 

mé est ltanomère O-acétylé a. 

En effet, dès 1934 HANN et HUDSON ont observé que 

l'acétolyse des méthyl D-aldohexopy-rannoside tétraacétates donnait lyanomère 

a-D-aldohexopyrannose pentaacétate. Cette observation fut ensuite confirmée par 

de nombreux travaux. FRE:üDENBERG et SOFF (9 ) obtiennent par acétolyse du D-glu- 

copyrannose pentaacétate un mélange de 88 p. 100 de l'anomère a-D et 12 p. 100 

de llanomère B-D. Les études concernant le mécanisme de cette anomérisation, ont 

été entreprises par LEMIEUX et son école puis par LLEJDBERG ; toutefois l'état 

actuel de nos connaissances ne nous permet pas d'élaborer de conclusions défini- 

tives au sujet de ce mécanisme. 



2 - Epimérisation 

La possibilité d' épimérisation des glucides durant le 

processus d'acétolyse ne doit pas être négligée. JERKINAN (1 00) en préparant 

le D-mannofurannose pentaacétate par acétolyse du 2,3 : 5,6 dia-isopropylidène- 

D-mannofurannose, a obtenu, après désacétylation par la triméthylamine, le D- 

glucose et le D-mannose dans le rapport 8 : 2. De la même façon il est montré 

que le méthyl B-D-mannofurannoside se trouve transformé en D-glucose après désa- 

cétylation. Cependant, on n'observe aucune modification de structure au cours de 

lracétolyse du méthyl a-D-mannopyrannoside ou du méthyl P-D-glucopyrannoside. 

D' autres travaux semblent toutefois nécessaires afin 

de définir pius précisément les conditions d'épimérisation décrites par JERIENAN. 

Il serait utile, en particulier de savoir si ces modifications de structure 

s1 effectuent réellement au cours de 1' acétolyse comme le prétend 1' auteur, ou 

bien pendant la O-désacétylation. 

PRINC IPE DE L ' ISOLEMENT DES OSIDES 

L'acétolysat renferme en mélange des oses et des osides 

peracétylés qu'il convient d'isoler à l'état pur afin d'en déterminer la struc- 

ture. Deux possibilités sont à considérer : 

d'une part l'isolement des osides peracétylés, et d'autre part, l'isolement des 

osides après désacétylation. Ce qui pose le problème de la O-désacétylation 

quantitative des osides. 

1 - La séparation des osides peracétylés a reçu assez peu d'application. Mc IYEELY, 

BINKLEY et WOUROM (1 01 ) effectuent une chromatographie sur colonne de Magnésol- 

Célite ou de Silène-ET-Célite (GEORGES, BOWR et WOLFRON) (1 02) avec élution des 

osides par un solvant organique tel que le benzène-alcool butylique (100 : 1 v/v) 

ou le benzène-éthanol (100 : 1 v/v). La colonne séchée, débarassée de son envelop 

pe est révélée avec une solution basique de permangamate de potassium (1 p. 100 



dans 2,5N KOH). Le réactif est appliqué en un mince filet sur toute la longueur 

de la colonne ; chaque zone est sectionnée et éluée par l'acétone. 

WOUROM et DACONS (103) utilisent le procédé de GEORGES, 

BOWER et WOLFROM (104) pour isoler l'GD cellopentaose heptadécaacétate ainsi que 

ll~Dœlloheptaose tricosaacétate obtenus par acétolyse de la cellulose, par ail- 

leurs OINEILL (1 05) utilise le procédé de Mc NEELY, BINKUY et WOLFROM pour iso- 

ler le L-fucitol pentaacétate obtenu par acétolyse de la fucoïdine. 

Les applications sont assez peu nombreuses car le pou- 

voir de résolution des osides peracétylés est faible. 

2 - La séparation des osides O-désacétylés est aisée, cependant elle pose le pro- 
blème de la O-désacétylation quantitative des osides. En effet, il s'agit de-C.d& 

sacétyler les osides sans toutefois modifier leurs propriétés physico-chimiques. 

Les méthodes sont nombreuses  a able au 1 ; p. 39), cependant les rendements en 

osides sont faibles, ce qui explique que les travaux d'acétolyse s'appliquèrent 

essentiellement à des substrats issus du milieu végétal donc facilement isolés 

en grande quantité. 



Procédés de O-désacétylation des polyosides et des oses. 

i Substrat d'acétolyse 
Agents de : O-désacétylation : Références $ 

i 
,> 

: sodium en solution : TSUDA et al. (108) ) 
dans le méthanol ) ) 

\ . 1 . . . . 
( Galac tomannaes 
( 

MPINBLLet WHYTE (110) 
: Néthoxyde de : 

) 

: BSPINALL, RANBROOK et 
) 

I MaManes : baryum en solution . . KESSUR (111) 
1 

: dans le méthanol : 
1 

[ -es LF,E et W L O U  (112) 1 1 
( Glycopeptides du colostrum j f KUHJY et EKONG (113) ) 1 de vache 

Méthanol 
r 

( Mucopolysaccharides de mu- : : WBMUNE et al. (114) 
ammoniaca1 ( cine gastique de Porc 

I ? 

' Acétolysat de mucine 
j gastrique de Porc : Potasse i , 5 N  : YOSIZhWA (116, 117) 

Le Worbose pentaacétate f 
( Baryte 6 N . OLLN, EVANS et W0I;FROIVI 

: (118) 
I - ) 
' PentaacéS1-a-D-glucose f 
( Acide sulfurique ,@RAKA_1, CHAIKOFF el; HASSID ) 

: 0,l N i (119) ) 

( 
2 

2,3 : 5,6 D-O-isopropylidè- : Triméthylamine W9EL4N (1 20) ) 
ne ~ o f u r a n n o s e  : JERKEiMAN (1 21 ) ) 



T R A V A U X  P E R S O N N E L S  



P A R T I E  1 
iIS2 AU POITTT DTJ PROCEDE DiACUTOLYS,: , AiJ?LICf~TION A L f E l r n r :  

IjL: LA STRUCWRE DES GLYCC~PRO'CEIIES 

1 - ' L ; m E  DL'S DIVïlZS PROCEDES DE DESACE'TYLATIOIJ 

2 - S'l3RUILI135 DES LIAISOTTS GLYCOSIDIQUES VISA-VIS DE LLiCETOLYSE 

3 - ,;ISE AU POINT T)!Ui\i PROCEDE DE F R A C T I O ~ ~ ~ E  DLS ACETOLYSkTS 

GLYCG2EPTIDIQJES 



La mauvaise séparat ion chromatographique des osides peracétylés,  

contenus dans l e s  acé to lysa ts ,  nous pose l e  problème de l e u r  O-désa- 

cé ty la t ion  quant i ta t ive .  Les bases u t i l i s é e s  comme r é a c t i f s  de 

désacétylat ion modifient l a  s t ruc tu re  des oses; c e t t e  carac tér i s t ique  

f u t  observée par l3AflCER e t  al .  (122) e t  TTITITAIGR e t  a1.(123), au 

cours de la  désacétylat ion d'un acé to lysa t  de ch i t ine  e t  de peracétyl- 

glucosanine . De ce f a i t ,  nous avons en t r ep r i s  une étude c r i t i q u e  des 

d i f f é ren t s  procédés de désacétylat ion des oses " n e ~ t r e s ' ~  e t  des 

osanines, a f i n  de préparer quantitativement des oligosaccharides à 

p a r t i r  d ' acé to lysa ts  de glycannes. 

A- Ai;ALYSE QUASTITATIVfi: ET QUALITATIVj3 DZS OSES, 

1-- ?.ose@ * coloshétrique des oses 

a- Dosage des oses "neutresw. 

Fous u t i l i s o n s  l a  méthode à 1 'orcino1 de TILULINS e t  PIIILIPPI 

(124) modifiée par RIXITTGTON (125). Le pz$nc3ige de c e t t e  méthode repose 

sur l a  condensation des produits de dégradation des oses en milieu 

acide sulfur ique avec l l o r c i n o l  ou orcine pour donner une colorat ion 

brun orangée. Les oses wneutres" peracétylés se  comportent de la  

même façon que leurs  homologues non acétylés .  Ceci l a i s s e  supposer que 

l ' ac ide  sulfurique chaud coupe l e s  l i a i sons  e s t e r s  puis transforme l e s  

oses en dérivés  du fu r fu ra l .  

b- Dosage des 3:-acétylosamines e t  des chromogènes . 
Les N-acétylosamines sont  dosées par l a  méthode de REISSTP- 

STROMIITGER e t  LELOIR (126 ) modifiée par U2W Mac A L M J  (127) ) l e  prin- 

cipe e s t  l e  suivant: l a  dégradation en milieu a l c a l i n  chaud des N-acétyl- 

hexosarnine s donne t r o i s  chromogène s i d e n t i f i é s  par STAfTLTdY (1 28) I<UHTT 

e t  KRUGER (129 ) . Ces chromogènes s e  condensent avec l e  p-diméthylarnino- 



benzaldéhycie pour donner une co lora t ion  rose  p résen tan t  lm maxima 

d ' absorp t ion  k 546 e t  :L 585 r,tpl. Fous dosolls l e s  chromogènes en renpla- 

~ a n t  l a  so lu t i on  de t h t r abo ra t e  de s o d i m  par de l ' e a u  d i s t i l l g e  e t  en  

i n t rodu i san t  un t6r~oi i i  eau de nêne coripo::ition. 

c ' -  Dosage des osanines.  

Les osai,lines son t  dosées par la néthode dti:L501T I~ORCI:IIT (130) 

rnodiîiéc pzr I',ELCTT2T19 ":UTT ''7 e t  'Aii3ROC'. (131 ) aprhs  hydroiyse des 

os ides  ou glycoprotidcu par l ' a c i d e  chlorhyJrique A F  r e d i s t i l l é ,  exempt 

de f e r ,  ?i 100°C pendant heures ciî tubes s c e l l é s  sous v ide .  

d- Dosage des ac ide s  s i a l i q u e s .  

L f a c i 3 0  'T-acé t g l - r i e u r a ~ ~ i ï l i q ~ ~ e  e s t  dosé par l a  mc5tliode i l e  

cliph6nyla~il;.ie cie 1"~RIL '11 e t  00njIT: (132). 

2- Ch~--r&ato~raphie des o se s0  

a- Chromatographie q u a l i t a t i v e ,  

La c~iromatographie q u a l i t a t i v e  sur  p a 2 i ~ r  s ' e î f ' ec tue  sur l e s  

papiers  Uhatman iiOI e t  Schle icher  c i  I c h ü l l  20iiC h, en u t i l - i s a n t  dans 

l a  p lupa r t  des cas  l a  techiiique de cliroiaa i o ~ r ~ x p h i e  descefidante. Lvs 

papiers  son i  s a t u r é s  avec l n  p h a ~ e  iulférieure du solvarit pci:iant 1 ; 2 

heures avani  l e  coi,i~~encenent ci.e l a  ;~ i ; r s t io i i .  L ' i d c n t i f  i c a t i o ~ i  dcs ~;lucic?ec 

e s t  r é a l i s c c  par  l f u t i l i s a t i o l i  slr,iulti,r,&c d s w i  c e r t a i n  iionbre de so lvan ts  --- - 
e t  de r é v é l a t e u r s  s ~ c i f i q u e u ,  a i n s i  que par la  ç o ~ ~ p a r a i n o n  de l eu r  

comportern<int cFro~ato;rap2iiq1ic avec c e l u i  da s b a  tanco5-de réL'Srer-CC. 

-- .S~s$ge>~ ~soLvzn Cso 
-F'olvnnt A : 17-but,,: 01-aczde &cc>-tique-cau ( 4  : 1 a5). 

Le systènc so lvan t  de ??ET121 3Gr (13 :) f ourii i t  une r6solu-tiora 

s a t i s l a i s a n t e  des  oses <:t des  01i;os~iccharides. La durée de chromato,rapliie 

::ur papie r  :Jhatman n 0 3  e s t  de A8 heures pour la  r;él)c.ration des pentoses 

e t  des  hexoses , de 4 5 G jours  p o u  la sGparation des  ol igosacchzr ides .  



Ce sy::-tèae s o l v a n t  de T PITT e t  I'.,:FTOO!I (134) do:?ne eii 18 h. 

d e  i ~ i ~ ~ a t i o n  une t r è s  bolme r6so l tn t ion  du  g a l a c t o s e  c t  du  g lucose .  

Ce système s o l v a n %  dociie m e  bonne s é p a r a t i o n  d e s  o l i g o s a c c h a r i -  

d e s  , en p a r t i c u l i e r  cles s i a l y l  dériv6:;, el? 90 h e u r e s  de nitration ; noLs 

avons  01jtej:u m?c! l>o~. i ie  rBsolu-t ion (Le l a  glucoç;~,i,ii?ie c t  d e  l a  gala,ctosami- 

lie a i n s i  que de l a  g l u c o c a ~ l i n e  <:t ctu :;lucosa;iii:it 01, 

z;ol.vailt u t i l i s e  pour  l a  s é p ~ r ~ x t i o f i  des i;!irocio&nes îori,16s 2 

p a r t i r  des  TT-acétjrl hcxosc?mj.neS 

-1LEvélat~urs  s p é c i f  iq~ne:; . 
-Le rec lc t i f  &LI r l i t r a t e  c'L 'argeïif; cllcaliii. de TT:'.Yii;<LYA;' (135 ) c o l o r e  l e s  

o s e s  r6duc tuu r s  e t  l e s  p o l y o l s  o n  bru? .  

-Le r é z c t i ?  5 1 ' o:ralate t l  ' a n i l i n e  d e  i)i2~>5'i11~33~(136) plu:; s y é c i f  ique  cjue 

l e  p récéden t  donïie d e s  c o l o r n t i o n s  qui vsri.cn.-t avec  12 le.a'cure de l ' o s e o  

-Le r é a c t i f  a u  p h t n l a t e  d ' a n i l i n e  e s t  courainnc:~t u t i l i s é  pour l a  chrori-la- 

t o c r a p h i e  quanti-Ln i i v e  Ges o s e s ,  

- Le rt5nc-Lif dlC:I.:lC):' DIOTIGW? (IA::T:.:I~)cc) (137) :zév&le l e s  hexo:;a~~i~:es en 

r o u g e ,  c t  l e s  1:-scéJ6g~1--!~exo*.,s;;ines en powarr: -v io l :> t .  

Lr r é a c t i f  a u  p-din&t!_.lylanii?obe11za,1c~éhy~3~e (::V:II:T2~~.':.iT;,TTOI,I~'. e t  I,VEFE~P.:-iRTrOUT) 

(I38) met ci; 5-riili:r;ce l e s  a c i d e s  s i a l i q u o s  e;i v i o l e t ,  

--Le r é n c t  i f  ,.L 1 tl~ydroxaïncrzte f c r r i q u e  de T:i!FR e-i; ':IiYi)I (1 39 ) r 6 v h l e  ].es 

o s t e r s  e n  brun violsec>,  

i 8 '  éJcuCLe de l a  atruc-bure d e s  ositl!:s n6cc:;site cteux & t a p e s  s 

Io ) 1,s d e t a r a i n a t i o n  de  1;:~ coxposi-Lion 011 o s e z ,  e n  a p p l i q u a n t  l e s  i8i6th odes 

de dosages  c o i o r i n é t r i q u e s  pr6cu( le~inent  d 6 s r i . t c s ,  

2") La d é t n r n i u a t i o n  d u  rsppoT-t n o l a i r e  d e s  o s c s  , en ~ ~ p p l i q u a n t  l a  

chronatogrci,phic q u a n t i - L ~ t i v e  sur papier. 



Les osides sont d ' abord hjcirolysés par l ' acide cldorliyCriqu-e 
1,5 IT pendan-i; 1,s h. S 100°C g les hydrolysats sont purifiés sur colonne de rési- 

nes échangeuses de caJGions et d'canions ; l'éluzt- neuze est ensuite lyophilisé 

et chromatograpliié . 
Les oses "neutres" sont dosés par la néthode de 1ILTG:ZS e-t 

J-AILOZ ( 140 ) au plitalate dlaiiiine et lr&iution des spots c~iorés sTe~îectue 

par l'éthanol chlorliydriquc. Cette rnéthods donne des résultats trbs re~roducti- 

bles pour des quantit-6s d'oses conprises entre 10 et 200 u.g. 

Le dosage de l'ose réducteur esk réalisé dans les n&~ss co~iditions 

après réduction de l'oside le boroliydrure de potassium ü 2O0C i7enCzit 1211. 

3 - Electrophorèse des oses 

a - Electropliorèse sur papier des ri-~1.cét~~l-he::oszili;ies 

La séperatior, 4lectrophorétique des Ii-acétyl gl~~cosc~~incs -gzlac- 

tosanines et -rnmnosmines est satifaisante dans le trmpon barat-é cle 1-1 3,2 

( tétraborate de SO~~LLI L 1p100 ) de FGSTER et SUCEY (141); les conditioiis 

d'électrophorèse sont les suivantes : les d6pots sont eîfectucs :. 12 cï2. dc bord 
cathodique d'une feuille de papier d'Arches 364 ( 3C; cn ï: 20 cn. ) sous m e  ten- 

sion de 12 v/cm pendant 4 heures. 

b - Electrophorèse des sialyl-oligos?ccharides 
La sé~aration électrophorétique des osides neutres es ncic'&es est 

effectuée dans le système tunpor, de IECI-IL ( 142 ). Lous ui;i.lisons le ;?xpier 

dlhrclies 304 ( 50 ca TL 30 cc.) sous lme tension de 7 v/cra. pndant 6 lieues. 

B - DES?TCU'i'YLixTIOIJ DES OSES PERLCdTYLZS -- - 
iTonbrewi sonJc les procédés de désacétylation des oses. L2& recher- 

che d'un procédé de désacétylation quantitatif des oses t? orient6 iiou -trava~c; 

vers une étude critique de l'ensemble des différentes ~léthodes. 



1 - Désacétylation par les acides 
a - Principe 
Les liaisons esters fornées par les fonctions alcools primaires 

et secondaires des oses et l'acide acétique sont coupées par l'acide sulfurique 

Les hydrolysats sont purifiés sur échangeurs d'ions , les oses et les osamines 
sont identifiés et dosés pzr chromatographie sur papier. 

b - Iode opératoire 
iu'ous üvoiia utilisé le procéd6 décrit par lIJ3Wdi , CIUiIKOFF et 

HASSID ( 143 ) . Ltose ou l'oside peracétylé (50 mg.) est hydrolysé ?i 100°C à 

reflux pendant 4 11. par 10 ml. d'acide sulfurique O,  ln. Les h;.iirolysats sont 

dilués à 100 nlc et amenés & pH 6 par addition de eau de baryte. Le précipité 

de sulfate de b a r p  est éliminé par filtration et le filtrat est purifié par 

les résines échangeuses de cations ( Duolite A 40 ; ftnesh" 25-56, f orne formia- 
te). Le liquide effluent auquel on joint les eaux de lavage des colonnes (500nl) 

est concentré à 3 5 O C  , sous vide, à ur, faible volune ( 5-1 C nl. ) , 1 évapora- 
tion h siccité est ensuite effectuée en dessicateur en pr6sence de so~~de. Le 

résidu sec est repris par 1 nl. d'eau et soumis à ltanCalyse chro~~atopaphique 

sur papier dans les systènes solvmts : 

- n-butanol-acide acétique -eau (4: 1 : 5) 

-pyridine-acérate dl éthyle-eau ( 1 : 2: 2) 
La révélation des oses neutres est effectuée >& ltoxalatc dlani?ine. La révéla- 

tion des esters est réalisbe avec le réactif à ltl~droxmatc fer-ique. 

Les oses "neutrest' sont dosés colorimdtriquement ( méthode :l. ltorcinol sulfu- 

rique) ainsi que les 1:-ac6-tylhexosmines ( néthode de B3SSIG, ST3C;;lI~GZR et 

LELOIR) ( 144) . 
La résine échangeuse de cation ( DO\Ei 56 ;; 6) est élu& par 

l'acide chlorhy.drique 0,48 ( 2 ~ 0 n 1 .  ). Le liquide effluent est coiiceiltré clans 

les conditions décritns grécédernent et le résidu sec est repris par 500 nl. 

dl eau puis soumis au dosage calorimétrique (n8thode dl2LSOIJ e t  IiOXGAîT ) . 



L agen-i; iLv 6:-,sac&-i-ylaJcion e s t  1 a1;vilol;inc dissous d>;.ns l e  j-.L:-tlix:.;l 
. ., 

ai'iiiy~i~e. .;:es oses ycrac&-tyl&r; (250 j i ig )  sor-f; dissvLls L;OC( dans 20 al <-fi.j,1e ~ ~ 1 . ~ 1 -  

, . 
sl.,.::! i:!:'tl1û~1l,liq~~? sa-Lu,i.& eii_ =.:;in,ol?_iac e t  ïiLain.bc:it~.s & 29-220C pnd;aJ;; 6 3, SOUS v i f i -~ .  

, . ,  Le j?cS1L*.G scc CS'G ~ e a l i i s  -9ar 25 in1 d f eau eJG soLiï,:is ;?, 1 al~alys,:; c ~ o r ~ ~ ' ~ o ~ . ; l . ~ , ; ~ > ~ i i ( i 1 1 ~  - 

c-L 6lec~brol?hor&ticj;c.e, ai;:!r:i qut alLr: iinsages colUr.ka&iriques. 

La  chroïmtograL4;.ie qu:lli-i;n.Cive e t  cpuii-ti.-bative ( ;?roc&::J clc P. L L L , . ~  i"--: 

( 7  4:;) ao~1.ifiG ) es";; c;rfec-tuée à 1'aid-e Le;: oJ~s-;;èrl~ s o l v a l t s  suivna.-l;s ; 

- :?-~:IJ.: :,ïlol-aciii.:. :ic i>.tique--\,au (L ! .  : .i : 5) 

- bu-bai?.ol süci~ïiiiaire sa-tirré en eilu 
. , .  

!,CS ,;::es i'lleu.'trcs:, sm'c r.:v::lés &. l ts , ide du. r s ac t i f  h lfo:;alnte <.tnilili~;ie 62 .L:'L12- 

, j T j ~ ~ ] ] ~ ~ ~  - .. - ; le:; ~l-~c~-~;y~.-~la~~~,2a1~~1~1~.e~1; S O ~ ~ J C  r;'vc<l(eS i'br?..Ctif (' 'jA:mIC;j: itifii-j.yccJC" . 
l e s  ~!U'oi^dfig?:~;r>s f o p ; & s  ;gar-i;ir 62s I~-ac(~-i;yl-~~ex~:<~~ii.~~~ sont ï.iis en :i.viCencc 

avec if?.ij f l , ICiTi ï  d i rec t  , 

L'&le~-kro:2klor&se S I , ~  j?w:~ier des i ~ - a c ~ ' L y l - h r x ~ 3 ~ R ~ I e s  es-k r&%l- 

s:::: avec Ui lC  solu-Lion i;e bor;l-Le so<itjal 2 1 p. 'i,:;:; ;lais nit. CI,~TJC :?.f;lec-Lrc:-lic;-- 

r>sc el1 "-kolji;i S ~ ? J S  mie -La?uion 6c .i 1 ' v/cn ~,cfidnn-i; il 11. Les éleci-ro~hor&g~::LiIIies si;iyl 

i~;xi.:~,l,ir'-kene;IC s,ichés 8. , (CS-1 '1 30C pen&nt 1 5 i;u?. Les cl.so:Jog&l;es np2a..raisscnt cn vit,-. 

le-i- n;:l:b; p~llv<risa ' i i (~n d. f ui2.e ::cllitioll Q.e L - ~ i ~ ~ ~ ~ ~ l y ~ ~ ~ ~ r I O ~ e i l Y ~ ~ ~ . ~ ~ l ù r ~ e  . 

Le dosage c o l o r ~ i l é - b r i ~ ~ ~ . e  :'.es oses '7nc,~-Eresîi e s t  r6a l i s6  ~ V C C  1-EL 

nC;t;~o~e Z l1 orcinol  sirlfurique (Le 'iiI1~LI;I1I~IS e t  l)Hl:19?i'PI ( 1  4-7). Le dostzge colork;6- 
.-* ,--.-,-Cr T' L L ~ C ~ L I C  dcs osa,~ili;les eJi dr: l e i ~ r s  i!&i~és e s t  uffectu!.: avec l a  in&-khod:; c'Le IC.-~JI-IICT 

S'i'IiOiJi~iC-!2K e t  LlZL!>l:IiL ( - 1  48 j ; q20vx douo ï  l e s  cl-;l-oiîio+:2es. n0u.s reipla.çoiis l a  so l~ l -  

-i-ion Ge '~6-kraboï-ate 6-e potaisiwfi par de 1.tea.u e-i- ~ o u c  introduiscils un t&;(:iii eau 

;;e ïi&ne coï,jaj?c\sition. 



Ce i ~ r o c  l d L  uJcilise corcilne agent de rt6sacétyl.;.-tioli l e  u6-kIic):::~- 

cc sodiu?: da i s  l e  mfi'~lisno1. L:2 yC:c~c.tion s l e f f ~ c t u e  h -k 4 O  C en  rr,ilieil a~<;jrC.re , 

Les oses :?eyacé-tylEu (5::. ixg ) soii t  dd.issous (:.~n:: 2 y:11 6.e &th.fiol ye6.i~-i;ili(i ci~n-kc- 

:.lant 0,2 ilil de md-Lhc:qde iie sot i iul  0,: ii; l a  so lu t ion  e s t  n;~ini;enue $, +4'C ].)r;:.~- 

ila.11-l- Ces te;,;ps v?.ria;-tt $-c 'i 0 EL~I. 9 1 6 h. L:? m(Qllo:;yc.?.e (j-e sodi~lfi 2:;-k cli;Giii:5 qay 

yassc;;e s u r  m e  cololxm c'cliarixzuse 5-c ca-kioïis (DOFTC:: 5. :; i: :; i;lesh 25-56; f~ i ' .~ l r  

. -, aclc~; ) y  ~ L L  uolutioil cf:Çluente c-b l e s  cnw: iie la-vagc c1.e l a  colori;ic sont coiiccii->~Bs 

y, 5 i::1, sou~ l i s  2. l a ~ . a l y s e  cln-oxaJci:grz'jcr,ue qi~.al i tat ive e-l ci~aii-t i t a i  ive . 

Ce Ï J ~ ~ - , c C ~ L ~  Ti-lt d-&Eit  j);ir IIV!.:~~ eJc 3.i!2;,.3Ct]' a f k l  (le $.oser - 

l ' a c i d e  c.c6tiquz l i é  2ux ones ;îcW Ces follcJciol~s es-kc?rs, selon ].es ni~be~irs  l a  clsa- 

cc:-lyla,-Lion es-t i-oJcale cepel~ci,imi; ;!UCU? r6si1.lJcat ne 2rGcise l e  coinl?orteiliel?t c!cs 

v ,, *.-, -'- . :!ses c't?l.mt c e t t e  03;1 G ~ l o i l .  
. .. Ln cc,nsdquence,  IOL LIS avcjils, Gens w e  $re;;!icre r;&ie fixe::- 

ad~iencos,v::!ri.fi:f;, l e  co,-:ipor-Lement 6es oses i!u.ra.nt l a  O-<lésa.vc'-LylaJcFon, e t  <i:itzi2s 

, . Y ,  .- I \ iiie scc<~i~ilc s e r l e  (?. ' e;::$ricii.ce , ï~ous axrons e-c:: =.l.ieii= a ~iioc*if i e r  l e s  co;i:?i'~Ffili, 
. 1 c--->iGri;.ien-l-eIcs ,.A, alii? c;u,v l e s  pr~;~r j -h . t& ?:?;rsico-c1iir;iir~ (?es oses s~:Lc:~I.~; ~?"cs'cc- 

.'. .' k::es. 
. .- L t ~ ~ ~ ~ ~ - j ;  62 :L2,3;;C,.:.@1U.Gi(j-il 2s-i: La soi.!de Giluéc. ,:L 256 i l 1  Le 

soy-cc G p ' i  9:: : ! j ~ f i - k ~ .  I)O 1~11 $'?u_iîe s.jlutj.3;l-: ~ i c & - i ; ~ i q ~ ~ . ~  c7;u C(7-tj?m.6 3 2 ~ < t ; r l & .  ( I L ! '  

, - . %  , \ mg 6.tor;cs ;~crac~~~yl : , : :  t:la:is 2ij ïL1l. a.!a.~&-l-o~<: ). Ln ~l i : ?~ l l . - i~ i (_ i~?  es-t a - i ~ a ~ < ~ i ~ . , . :  G l a  
. . : / LC::~I:,~~':;CLI:~'(? la . j3! j~~'~(j i~i t  e-i: d.es :s,,r6l&ve;iien-l-s de i a~ l  solli; cffcc'ci'6s Cles -GLXI:,S 

a.;:,;: L (";.e 5 75 UT. Li' :s-.,cCs :le soi~i!c c.::.i: Gus& 2, l ' a i i ; ~  d.!wie solu-Lion d t a c i i c  vs - i l-- - 

~ill,,~117/t7~ric~ue (', 1 N, ceci  ïlous ycrmc'c iie suivïc 1:; cl6sac6'cgla-kion , Cliacj.inc i'rnc- 
- .  ileu-tralio& l ' ac ide  c]ilorbr(.r-i(j~le es-i; <-i~nill&alis:<c -;:Zr : I L ~ S B C - ~ ~   LX ~ ; s . I -  

11~:; ijc:12~~,~~1.scn (le cz.-L;i<:;ia ( :&::~rc:; 5C;; romLie acide ) e-i. :;1an.ims ( Ducjlico i l  4c ; 

?i>i7~i1::: f ' f i~~>~iû . te  ) ; 11 c[ f l ~ 2 j î - E  ;ie:~:t~e ~ i f i s i  gu.e le:; enLEC (3.3 lciv?gc Ces c~iloi~nea 



:.oi~i- cmcentr '% j. l i  m l .  L !malyse  ci?roina-Log~ap!iiquc quait-itative ( prncé,; ' C r  

i).!"iLL ) ('1 5(') e t  l e s  dosages c o l o r ~ é t r i c ~ u c s  I~C'US :~(?n?et Lent dc suivre l e  cal-ozte- 

nent des ose; üii cours ~3-e l a  cjin6tiyuc de Gc sc2cCt'J1ai-ioile 

lious applic~uons cc pro-bocole c::pCrruiclital 5% :L_C_i-242 puis b + /I°C, 

',- . %- i'R9Ci;LIES DL; DESliCLT'IzI'IIl'lOï~~ A, PLIQWL AU:; PGIZrX JS'iL-GiiL:iCTOSE --- -- ---* 

l2T I ' ~ I ? C E T ' ~ G L U C O ~ ~ J J ~ I ~ ~ ~ : .  
=--<------ 

iTsus a.vons appliqu6 l e s  2-iîfércnts -océclés de désacety- 

la-Lion aux pcracetylgalactose e t  peracé~ylglucosm~iiic car  ces dcu .~  ct;i_i:>os,:s sont  

facileillent sJrnthL-tisas. Les r é s u l t a t s  que nous avons obten~is sont rassembl4s daiis 

le tableau III; pa56 c t  i l l u s t r S s  par l e s  îipp.res II e t  12 p.57 et  59 . Ils s e  

résmen-t de l a  iùanière suivan'ce : 

1 - - D é s a w ~ l a t i o n  du gen-taacétgl- D-galactose - - 

a ~ l ~ c & d L g  gLLf~ir5c;yue. Les dosages cliroiim-toycrn- 

p1licjues du gslactose l ibé ré  mon-treni que l a  d6sacétylation at- teint  84,5 p.lUiia 

Ce r é s u l t a t  n t  e s t  pas dû 3 uXe des t r~c t i c>n  dl? glucicie,~uisque l e s  i-osagcs co1oi.i- 

i~~ébriques par 1' orcinol  Gu galactose to t a l (1 ib re  e t  ac6tylé) pemeJc.bent ddc 

x-e-trotmer ce sucre B & 5 ~,100. La 2.-ci i':;ac<.Lylaati(j;~ er; t doiic iiicolpl?:te c-i; cs -- 
r ~ L u l - ; a . k  es-c confilm; ; I C I ~  1s. c;:;:, c-t$ris-,.J~ion fie L;::rivci;s yar-liella--.en.; aci;-Lyl<.-, 

:->,r.r ~ ~ : ~ o ; r , ~ - k ~ j g > r a : ~  sur  co~icllci ; :i,ace ( r<!vcla-i;ioiz h 1 ' : lfiroi:ix~a.k:: 9'er;'icju.e ) 
, ., 

:!il <ii c'crc - 1ar-t cc proc:;L..c  SC:;^ i~.:?L~lic;.blc j. l a  r'iés;rcC.i.j~13-i;ioil Ge::; osid-c:~ c21. 

-- 1 'aciae SLJ-lfuriquc G, 1 ?J 11~ril.roLyue - p a r t i c l l ~ i . ~ e i ~ t  le-. l ia i sons  0--~IycosiCic:;ics • 



- La cpzDfil~-t;ovraj~~Li~> civ;$n-ti'~a-Live G\:s oser, ',ncin-krcv iiol-lS j ~ 1 i r . i ~ - L  dc doser 

- L,;. c l l r o i ~ a ' c o ~ ~ a ~ ~ ~ ~ 5 . c  quali-i-ativ.,; r4vèle  l a  pr6scnc;. Uc s,-.lactose, a i m i  

q : coin osés A eV 2 ( Yig. 9 ; ;:\. 53 ) i,ii,?:rx~-L <.~u.-$.cla 6.u f~i,cosc: 

..-l? c-e A '1 $3 
Galactose 

-1: 6.0 I3 : 2,1.)"i 
Gelde-Losc 

Ce rr;sul-ka-l en accord av-ec l e s  i r ~ v n - ~ z ~  i-&2-livc..s ;j;:r L ~ ~ ~ ~ ~ - ? : . . Z ~  cJ; ,,.,.aG;:'. '6. ( - 1  >y). A. .- 
, , . . 

C1.s Z U . . ~ I . ? L ~ ~ S  oizt i t l  ci1-t j-:Li<; l e s  cc~;~?pose:: ii. e-b 3 >, l a  ~~-.g~ycoil~~y~ml~~~~y~CL~~ !i:.lc ; F-: :s 1 

 ci:';^. 1ü :;-gl>~~of~.ri..i?i1.0syl~;;ine. Le ~o~;,ri.t~.(yfl ;:;-;-cosgrlw,:ij?.~ ,?~-,!liqu.i: 1,:; <-'.:'.Cici-; 

L ' a- i. )~lic;i-k !.' r.i.c ci: ;:?roc::<.6 . )CT~?C% 1,lile &(;~L?.C t:.t~rl.>".l I;L<~~ii 1 [i-<i~:- 

-Li-Le-Llvi-? c?.u :~c~ic;c:~~t~r1.~;~.1~ac~L~1se. Le gz,l.ûc-Loue, ic.:.ontifié c'i- G.o:36 ;12r cl;?i*clr,i;ic.toyy;- 

-:i!iic quz,:1-i;iJca-i;ivc e:; -k obt:;iluL avec ~vi y,- k,ïiiLc-!.ieli-l- <; c 1 OC ï-. i LU 5 i! 1 au-trc j>,-r-L, $-:u- - --.- 
CU~: CO ::OF;~ r i 9 n  pu &ire d.&celG -:i,iy cil:cc:r;ia-~c1ijril~)i1ic sw - -i)a;,ici. 

d.-- -?=C_:= -L7 , l g - s~ ,~ :  :?, $;il..~;..<:C: Les oses sont ?-tti)ri.ltio ,-,.a 

?;iilieu ,:,lcaljii, ;-itiui avoi:s i,ï"feciuS -mie cin6tiquz d 'ac t ion  de la. soirdc siii: l e  

I ,ernc&-t~;lr~alac-~osC v t, 2 ,  -:- 140C :i.iinsi .+ / i ( iC .  

-La d.ésac$l;yla.i;ion ii?s oses iilleutycs" >- ;i40C >:r;: -i;cr,ips 5, . o.=- ..-.- 15, 30, 4.5 

e 7 1 1  ( P .  u p. 5 ) e s  -Lo-Cule cl?. :,-5 i.2: ( c:-?,ii-bo cn  ; j o in t i l l&) ,  ! . a i s  c ~ l l e  

:; ' a c c o ~ ~ p a ~ , i ~ e  cl m e  i-,::.:.brv.c'cion yL..r'Liellc des ose,; ( courbe el1 -Ira.i-L con-iinil ) . 
- La ~-~,,e;~y-]-.," L , ~ l O : l  ' i leu oses 211c;ii-LrcsH J. AroC selon l e  iiêiilc :-r~-Loci.le 

---*---" ~" 

,,Ti, ,.,,.;~driï;:ex~.i;al <ii-j-(li?î: v>l:>  vite*;:;^ <.éçac!5-Lylc!-Lioil ;les ose::, c,:ltzu.Vycst' i l ! , e ~ > i c j i . : ,  3 
---- 

ccl.le ob-i;er~i~~ 2, + 44°C. C'e-,;mi;.ar~C l u  5.es-Lruc.Lion i l ~ ~  orses cst nul-lc ( ~ a b l e ~ ~ ~  II). 



a- La --.. ~ 4 é s a c 6 ~ ~ y l a - t ; i 0 i ~ , ~ ~ ~ ~ ~ ~  -- - -- -- -- .-- J ' ~ ~ i d e ~ s _ l f v g ~ i ~ u ~ q .  ,.l* .lT s e l : ~ n  IL 

proc6ii.G i: '>!Pi:'lBbih' ( 1 55 ) O L-b Il' d6sacCbjIc la j~rac:'%].-gluc~3:2cii1~. Les c!::,:;q jeu 

!?7-i..,k;-:-- ,._. -4 <. c,f l("L1cs (.!CS ~ ~ - a c i - t ~ ~ 1 - ( , ~  ci?'; des hexo:s:? ..kl.;s libres nous on.: :Ci:ur?~i: 
.. - - j 3 9 , !  :p. 'i ij(.I us ~JJ.I>.CQS~~~~~L 

, '  -. 56, :> 1 ~ i c  cc j~;..;7c&-~r~-g~icCjS;~,: !i;le. 

- La (:]:~;-.u:-~;~-to;;ra~;:xii: c;~tz~.li-La-icivr c a ~ q ~  1.c sy~'i-??~ae sijlval?."c b:i-i;i_iil~l seconii~i;-2 
, . 

;.js"-GL,d..; ;il n- ,, i ", T ( I?i,y. .i 1 /L ; 12. 57) ,?:i:-i; <:il Qvic!.el;c.c.: la ;ijr<seï~c~ C l l ~ i l  c~i:;p(i:;é :I; -zii-t 

13 i ;enë vi-kc:;ac: (le ; , : i : ,~z . t i~ i i  (!-,.;? l a  I~-.r:c&tylC;~~Lcco.~.;;G,~i11.i2 , ;' i i l ~ i  que (;.éij:: C1.)ï?;70V' i:: 

. - cc ~i : , r ; -~Ci~ i l  ùGa,!ji~~!  YS y -;i:..e q.irc; ;il,ji:j ~ T J O : ? ~  iil-&.yT-& _.? t &CO..:TTC ,,-. ci-kc.n-l t,-.e:z: 

c~12~~~-,o,w;~n2 

- 21 &lûc-i;rJlli~r&s~ ,?Cr -nc?;,iei. L l ~ ~ L  cup:l-i?os, nigTan-t a:1 l?.ivcct.::i <.e ltl .  1S-ac6-Ly1-- 
,:(-2. 

,,~,.lell-k 6.3 l a  'k!-av&-t.~rl-gl~~.co~a:j~le ; gl-p.c;~,;.;~:ine ji.-~v.s c~j . l f i l~; lc  c~!~ ! . ' ~ J -  s f c . ~ T ~ b  ~ i 1 i v 7 ~ - ) ~  

- ,  
li_op.s cil i: &Lui:;cïls (2-1 1 ailculc :&ac-ki.oil 6. l$,-L>lj-:By j.:,::-1-ioa 11) a  LX l i ~ t ~ .  Ces j : t :~u l .~~ t s  

c:, , -,, -'- 
,,ALI, illu,s-krck :<:ûr l a  fj-cg;xe 1 '1 B. p.57. 

. . --- Les dosages coloï:i;.i&-i;ririues 6 . c ~  i.-aci:-i;yl-;.ie:;o~zi';ifi~>s a,iiisi que (:es 

c ~ w o f i ~ o ~ - , ~ ~ ~  ,Lnes acus ont coni*ui-k ai=: r6:;cl-bats s~~ iv~ la -Ls  : 
- - -'/5,2 p. 7 ~0 j.i-,Lc&-QTl-gl~cC)iailiil~ 

.-2C, 5 ;;. I CO i;ic clxoj;iog&ncs 



:Townissait de Ir', i\'-~cétj~lglu.cos~;ii~inc abs i  cluc d.es az-befacts, iC.cntifi<s 

2ibTWiT ci- ICRUGj3.R ( 1  60) B ses chroi;iogè~ics. 

Bous avoils Conc rcclicrcàS des cûnditioiïs expérkncntales i"avc.- 

r a , : ~ l e ~  >S. inle G-c'i&sacr'.i;ylat-c>ri -u;-.il-bitative c 1 ycracé'cglglucosc7~i~~e. 

Dm,, ,y ,-rcri.i&ic s é r i e  dc . 110~s ;~:VOYIS ( L ~ L z o ~ I - ~ T : :  

( ~ ~ 7 j : :  1;; i n  des clXol,iog;&ni.;r; \!-i;aj.'~ 2onci;ion dr; l e  coïiccri.i-rri..i;io1? cil 

,~éi;holzyde cle sod.iuj11 (Fig. , B p. 6i3 ) -:;olw UBC col~cci l t r? , -ki(~~ G? <!, i>1 :<, 
lc px.rcoil.tagc de clura:-ogènes passc ra~:ic!ci?ent W 1 G >OLT u i c  conccn-Lra- 

- 7 ,  
. c ,  

. . o.c (7,l B puis L: L: i jour c2ie conceiî-tï-a-Li011 de û,5 fi en m<kI-ioxyiio Cie 

. . Lâra l l . è lé ï ;~ l t  nous ~ivons ;;u.i-.r j_ la, cbs~cc-YylaJci(jn on d.~:3âjlt  ~ . ï  

- l), , ,~,, -,. ,-. <>,., l a  EI-acé-l-yl--glucosc;11ir1e eii i"c;ilc-kion Gu. tecrn:i~s jiiilr <!.es concen-kr:,- 

-Lions 6.c. 0 ,O1 îJ ; 0,l IT et 0,5 B cn né-k:loxyc;tc Ge sedia;:!!. ~ J O L ~ S  O~:;OTVO~IS 

L I  la.  v i t c s s ~  de la r6ae.tic)ll es-t BJcroitemei:i-C liéc > l a  calceizkra- 
, -.c 

-Lia? el1 !;létiioxyde (le ~0i:i~li;; ; a i n s i  pour m c  conccn-Lra-Lioi 6:: : . ! 2  l l  ; 

6,"iS h,.L G,L>'l 1,; 1;i r6ac.i:&ojj csi; to-;;alr: au ; j c i ~ ~ . t  ;id LC , >f: e t  6~ ï.n1, 



Figure  9 

Chromatographie sur pap ie r  des composés r é s u l t a n t  de l a  désac4- 
t y l a t i o n  du pentaacé tyl-D-(+) g a l a c t o s e  par l e  méthanol ammo- 
n i a c a l  (1  ) . Sgs thne-solvant : pyridine-acé t a t e  d '  éthyle-eau 
(1 : 2 : 2)  ; papier  Sch le icher  e t  Schü l l  no 2 040 b ; durée de 
l a  chromatographie : 18 h ; r é v é l a t i o n  à l ' o x a l a t e  d ' a n i l i n e .  

/ 
T : mélange de g luc ides  purs ; Ga1 : Galactose ; Glc : Glucose ; 
Man : Mannose ; Fuc : Fucose ; A e t  B : glvcosylamines. 



1- +.'eus d6mo~itror:s a u  COU.TS de n o t r e  6tu.i.v, que l e s  proced6s 

do O-dssncéJcylstioii ?il méthoxycie dc sod iun  o?: 2 l a  souc!~, r e p r é -  

s e n t e n t  d c ~ i x  :néthodes de clioix y o m  l a  0-diésui;e-t~,-1-ati.on q u a n t i t a - -  

-t ive d e s  o:;idos ne rr:1?Yerinnnt cy,~c: ries O G U S  "r ieutres" .  

L- La d é s n c é t y l a t i o n  de l n  pnrac6ty lg lucossmine  e s t  dc r e a l - i s a t i o n  

p l u s  d é l i c a t e ,  e l l e  s 'accoi2yagno de Ici f crmat ion  de chro ino~6nes  
-- 

( ~ & y ,  .Li p. 57 ) .  Cec i  e ~ t  c a r a c t é r i s t i q u e  avec l ' u t i l i s a t i o n  des 

i>roc6dés ü 1s s o ~ i d e  e t  a u  métlianol amnoniacnl ,  

3, - , S e u l  l e  proc6dé ci-~i néthoxydo sodiw:?, anhydre ( 0,01 i;; SL +,?.OC ) 

d6zac6 ty l e  q u a n t i t a t i v e n e n t  l a  p e r a c & t y l ~ l u c o s a n i n e  , s a n s  que 

c e l l e - - c i  :ie .tra;,sf or;.?.:, ex chrocio;i_àr,es, De ce f a i t  i?OLlS u t i l i s ~ r o n s  

ce procede  pour l a  d é s a c 6 t y l a t i o n  des  o s e s  e t  des  o s i d e s  des 

a c ~ 5 t o l y s a - t s  polysücc.haridiquc;s e t  ~l:rco-pcptidiq~i.es.  



MOLES Q 'ACIDE 
MOLES OÉ 

GALAC7 OSE 

O 15 30 45 60 75 m n. 

Cinétique de O-dBsac Btylat ion du pentaacétyl~>-(+)-galactose 

par l a  soude 0,08 N à 24OC e t  à 40C, le dosage de leexc&a de 

soude B r  l'acide chlorhydrique 0,1 N nous permet de sufvrs la 

lib6ration de ltacide acBtique en fonction du temps (courbe en 

pointi l l6) .  le dosage chmmatographique du galactose est reprB- 

senté par l a  courbe en t ra5t continu. 



TABLEAU II 

Cinétique de d é s a c é ~ l a t i o n  du O - p e n t a a c é t y ~ ~ ~ a c t o s e  

à + 24% e t  à + 4cC 
Procédé à l a  soude 

( 
( 

) 
: Désacétylation du peracétyl galactose ) 

(---------:-------- -------------- ) 

[ Temps en mn +-I 24OC + 40C ) 

( . 
15 --- 1 

89,6 p. 100 ) 



A - Chromatogra~hie des composés résultant de la O-désacétylation du tétra- 
O-acétyl ru'-acétyl-~-(+)-qlucosamine selon le procédé FISCHES et BERGMAN 
(1 58) . Sys tème-solvant : butanol secondaire saturé en eau ; papier 
Thatman nQ 1 ; durée de la chromatographie : 16 heures ; révélations à 
l'Ehrlich "direct" (partie de droite) et à l'Ehrlich "indirect" (partie 
de gauche). T : témoin composé de la N-acétylglucosamine. 

B - Electrophorèse sur papier du composj X isolé par chromatographie prépa- 
rative. Electrophorèse sur papier Arches 704 dans le tampon boraté à 
1 p. 100 de pH 9,2 ; tension 12  cm pendant 4 h, (FOSTER) (1 59) ; révé- 
lation à l'Ehrlich indirect ; T : solution de témoins purs ; GlcNAc : 
B-acétylglucosamine ; GalNAc : N-acétylgalactosamine ; Man N-Ac : N-acétyl- 
uannosamine . 



T,?13L1 III 

Diveru procédés de désace ty la t ion  sp r l i ques  au 

R6çul ta ts  donnés en pourcuntage, 

' T.$éthodeo do 
( ; Oses 'Incutreu " N-acc3tylosai;iir;il Clzror?logènes ) 
( désacé ty l s l i on  ) ; 

N6thoxyde de 

IO5 9495 O sodium O ,011: 

O -- - -.--.-. -- --.-n - 0 

Soude ?t t d . O C  

IOI 768 2895 ; i 7 T T  13 

0 . " - . - . ~ i . - - - - - i .  -mI-.- r 

lié-thai101 

4-4 85 ,I ammoniacal 

/ / 66 g Bary-te 

. ,. 

Acide 
84., 7 56,9 O 

su l fur ique  
-..--------'. - .-.- -.- .--Pm-- , -. 



Figure 12 

Cinétique de désa~ét~lation par le méthoxyde de sodium de la 

peracétylglucosamine. Chromatographie sur papier des produits 

de la désacétylation aux temps 1 ,  5, 10, 30 et 60 mn. 

T : témoin glucosamine 

T' : témoin peracétylglucosamine 



fi% en chromogènes 

Cinétique de O - djsac ' tylat ion de la yerücétjrl~lucosairiIne 
:Jar le a5tFoxyde de sodium 0,OIET ; 0,IN ; 0,s 1:. I)c>safse de 
fa N - scCtyl - gl-icosamirle (graphique A )  et des cfrxomogGnes 

3) atm temps 10,11),30 et GO mn. 



La. ruy'itxre p ré f  6 r e l i t i e l l e  d'un nombre r s u t r c i n t  de 

l i a i s o n s  os id iques  d ' u n  ~ l y e s n n e ,  nous pose l e  probisme de l e u r  s t a b i -  

l i t 6  v is -a-v is  dc l 1 a c è t o l y s e ,  La cornplexit6 s t r u c t u r a l e  des  g lycannes  

ne nous permet guère d l & n o n c e r  de l o i s  5. ce s u j e t  c a r  l a  s t a b i l i t é  des  

l i a i s o n s  ouid iyues  e s t  Ctroitcmerit 5 lvench;iine:-ncnt e t  2 l a  p o s i t i o n  

des  oses  l o s  uns  par  r a p p o r t  aux a u t r e s ,  2:ous avocs dv ce f a i i  6 t u d i e  l c  

cornportener~t de d i f f  L--0 LLr lCa  t y i ~ c s  de l i a i s o n s  os id iques  aypar t enan t  5 

des :; t r u c t u r e s  s imples  e t  connues. 

Trous avons v, 'c i l isé  l e s  d i i , ~ , c c h a r i d e s  coinnerc ia l i sés  

s u i v a n t s  : l e  l s c t o s c  e t  l e  c o l l o % i o s e ,  f o u r n i  p a r  SIGIUL ; l e  maltose 

e t  l e  mel ib iose  C O ~ J I Ï L ~ E ~ ~  chez f:~xtritio~1:xl 510che1ilicals Corpora t ion .  
- y  

1 ous s-vons i s o l é  le c h i t o 7 ~ i o s e  par  chromatographie 

p r é p a r a t i v e  st:r papier d ' t u  acétolysrzt  do c h i t i n e  . Lcs i inpuretés  e n  

provenaace du  p a p i e r ,  on t  e t 6  é l in in4i i s  s u r  u;ic colonne de charbon-Celi te  , 

3- IZCETOL~YXC II35 DI SAC CR\BII)-:.:$ --. -.>--. -- 
Les d i s a c c h a r i d e s  s o n t  d i s s o u s  dans m e  s o l u t i o n  

a c é t o l y s a n t e  ::t l e s  pr6lèvc: ients  d 1 6 c h a s i t i l l o n s ,  ( a u  temps 1,2,4.,5 

j ou r s  s o n t  O-iL6sacé%ylés p a r  l a  soudc e t  so~ar!iis aux a n a l y s e s  cbromato- 

[jraphiquos q u a l i t a t i v e s  e t  q u a n t i t a t i v e s  a i n s i  q u l a u x  dosages c o l o r i -  



1.1,-briques des  o s e s  . ( v o i r  h cc s u j c t  page /,2, ) 

A 100 i2g de g l u c i d e s  s o n t  aJoutGs t r ë s  l e n t e n e n t  2,5 

n l  dc s o l u t i o n  a c é t o l y s a n t e  , corapos6c~ d ' a c i d o  a c é t i q u e ,  d  ' anhydr ide  a c Q t i - -  

qur: e t  d ' a c i d e  s~ i1 îu r iqu .e  concent ré  dans l e s  propor-l ions (IO:IO:I) 

( v/:v/v). La : ; o l ~ t i o n  c s t  i,isir,tei:uo pendant quelques jou r s  CL. l a  temperature 

du l a b o r a t o i r e  (20-22°C) sous a g i t a t i o n  ;la,-nétique ; des é c h a n t i l l o n s  s o ~ t  

préli+v6s a-ux t:.;nps 1, 2 ,  4 c t  rj J o u r s  ;mis vc rués  2,outte a g o u t t e  

dans 2,- m l  de g l a c c  p i l é e  ; spren  d5cong6la t ion  t o t a l e ,  l a  s o l u t i o n  e s t  

ansnée à pH 4.,5 avec du b ica rbona te  de sodiun on poudre,  il a p p a r a i t  

a l o r s  {jcl&c; trar,sparui;-te trCs v i squeuse ,  correspondant  aux oses  

o t  aux o s i d e s  pe racGty l&s ,  Ccs coi.,~yo:;és po race ty l6s  s o n t  so lub laa  

dans l c  chlorofor::~e at i n s o l u b l e s  d s i s  l 'eau.,  L?< gc l6e  e s t  di : ,souti  

dans l v  chloroforme a t  l a  s o l u t i o n  surnap;cante e s t  l ave2  3 f o i s  avec  

10 in1 de chloroi 'orne , Lce 3 f r a c t i o n s  c117.0rof orn iques  s o n t  rasser:iblécs 
, I p u i s  1svor;s avec 15 m l  il ' vau  bicarbonn-t?;: e t  l a  s o l u t i o n  chlorofor-  

r.iique î i r l s l c  ' i ? ~  t uCeIî Se s u r  c h l o r ~ n - e  de  caluiur:~. Le ch lo ro f  orne e s t  

concent ré  ;?, 2 (11 2 l f ; :va?ora teur  r o - t a t i f  c t  l e s  o::es c t  o s i d e s  pcrace- 

t y l é s  s o n t  p r e c i p i t h s  2a r  add i t io r .  de 20C ml d l & t h e r  dc p u t r o l c  ] 

l c  p r 6 c i p i t h  b l a n c  io;.r!6 c s t  r z c ~ ~ c i i l l i  -2r c ~ i l t r i f u g s t i o i :  airès 
a-rj-air sc'jourîné 2.6 hewi!s  ;L +/:,?Co 

1,c p r ? c i p i t ê ,  repris par  de l ' a c é t o n e ,  e ~ t  cl6cû,- 

c 4 t y l 6  par  de 1s soudo dihn4c s e l o n  1,: ;ioc~c o s r a t o i r c  d ê c r i t  page 48. 

La s t r v L c t u r e  du ~î la l tosc  e t  du c e l l o b i o s c  

:ne d i f f ë r c n t  que par  l lanoin&re s\: c t  i3 de l c u r  l i a i s o n  os id ique .  



TJ'acétolyse d'une durée de cinq jours  de ces 

deux osides condui t ,  après  désacctyl-adLion par l a  soude 0 , O C  Y, 30 mn a 

+4OC, e t  dosagc chromatographique du glucose e t  du celloDiose a u  rcsu l -  

t ~ t s  su ivan ts  o 

- Ccllobiose  o Glcp? I--$4 g l c  o 6,87 p,IOO de rupture  

- fTlaltose : Glcpd I--$4 Glc r I2,O p,IOO de rupture  

Les l ia isonsd-D-osidiques  son t  p lus  l a b i l e s  que l e s  

l i a i s o n s  r) -Il-osidiques vis--&-vis de 1 'ac4tolyso ; on observe 1 ' inverse  

dans l e  cas de l l l iydrolyse  p a r t i e l l e  par  l o s  ac ides  minéraux d i l u e s  . 
( IbSsfi e t  OYL'TAR ) ( I 6 I ) ,  

LIAISOFS OSIBIQLTE DU TYFL GATACTOEïL E'L GLUCOCYL ---- - ------- 

L'acé to lysc  cornpar& du l ac to se  c t  du ce l lob iose  

nous rcnseiglie sur  l e  coingorttlncnt des  deux t y ~ e s  de l i a i so i i s .  

DCE c iné t i ques  d t ac6 to ly se  e f I ec tuees  s u r  100 mg dc 

chacun de ces deux osides  nous oiit geri,lis de t r a c e r  l e s  courbes de s t a b i -  

l i t é  des d c u  types  de l i a i s o n s  , l e s  r ~ > s u l t a t s  sont  résumés dans l c  

t ab l eau  I V  p. 66 e t  i l l u s t r é s  par l e s  courbes de la  f i z u r c  15 p, 68 

?Tous observons quc pour uîe achtolyse  d'une duree de 

5 jours  ;L 20-?Z°C l e  pourcc~i tage de l i a i so l i s  coupées e s t  dc 7 3  p. 100 pour 
- 

l c  l ac tose  e t  de 6,gp.IOo pour l e  c e l l o b i o s ~ .  
.-- 

%us en dêduisons que l a  s t a ' a i l i t é  de la  l i a i s o n  os i -  

dique e s t  4troitci;icnt l iLc à la. p o s i t i o n  des f onct ions  hydroxyle". La 

l i a i so i ?  f3 -3-glucosidiqnc c s t  beaucoup pius  stablc que 1s l ia i sor i  



i\To~s avons coi;iparé au cours de notre 8.tu~le l a  ~ l ; ~ ' . h ; ' i l i . C O  

l i a i s o ~ i s  glucosyl '1 -+4. c'Lu cullobiose e t  l~-ac6'cylglEcosûfiiin;~l 'i 4- <lu, 

cl,Litci?xit>se. Ces &LEC osides ne c!i_Tfèrer,-L quc ;?ar l e  n a t ~ ~ e  dii substit-ua.it 6.u 

carbone 2. 

Ltacé'colysc G1i;na iiur4e 2c 5 ;jours, avrcc pre1bve:icii-L~ 

i - 1  dc!i;xitillons au. tej:l!?s 2, 4, 5 joirrrs, coïic'.:tit a-:rhr, d ~ 6 s a c 6 - i ; ~ ~ l ~ i  et c:osz.cc 
- .- 

c<jlorbie-triqus d.e l a  : 1 : - a ~ ~ ~ y ; T 1 ~ 1 ~ . ~ 0 ~ ; 1 : 3 ~  ( , s ~ l o n  l e  proc&cLC de iG-;SL;IU, SS22:ZiTGER 

e-L L ~ L v ' I R )  ( 1 6 2 )  cl; <-«oa;~e du gluc:,se (2roc~<.é JLUC;ij;.;;., c-i- 
- .. 
J.:J i~jAl1~) (163) 3 ~ :  résulJ&ts siliverbs : 

Les l iaisol is  P?+~é-tylglucos%i~~i-nyl (4 7-M- s~i l t  plus labiles 

que les liaisoiis glucosyl 9 '14. Ces iir?rniires sm-t trc?is f o i s  pl-1:s résisfailtes 

c;>.e l e s  préc6ilentes. ( 'i!abl:~ac IV' y.66). 



D- LUISOIT CZ"LIiLCT0SYL DES TYIUS 1 - e-t 1 -+ 6. -- -,-- --- - . a * -- - ---- --.--.----- 2.3- ---- - -, 

i ' lo~~s  ac6tolysons 1cs d e n  clisaccharides su iva~ i t s  : l e  

mQlibiose (i)c?l.il. 5 ~ l c )  c-t l e  lac tose   al,? 1-4 ~ l c ) .  Ces il.c~~': osides d i f f è r en t  

:,a-c* cc~~i ; ;  fac teurs  ; dtsl~ic p~ r t  i?nc ano,tiErie l i a i s o n  51: e t  e-i; dt3.u-bre p a r t  

une l i a i son  O-ylycosiL'iciuc cc t j ~ e  1-4 e-i- 1-6, 

Bous avons vu précSdommen-b quc 1~~ l i a i s o n  de 'tyix :s? é t a i t  

yréf 6i-cn-ticller.1~11'G coupée r)a,,i" i"a11i)or-t 8 son ai1oaèrs <> , ce t-te cliîf érence f a i b l e  

y o ~ r  uir! c ' rw : : c :  ii.9 cil?-cl jours d ~ a c é t o l y s e  peut ê t r e  considér6c comme négligeable 

pour ?aie c'?.irde inîérieuire 3 t r o i s  jours. Ros réswl-bats sont r6sui;iés S.aiis l c  ta- 

bleau IV a inu i  que. ;mr l e s  f i g ~ r c s  1 4- c t  1 5. 

L' isoia&r> 6-c posi t ion 1-6 e s t  noiiis s t a b l e   LE 1' isonère 

1 4 .  Jio3 r&:;L!ltcz-L~ s,)l't C i l  accord ~"TJCC C C L ~  ii.2 i2LYÇVOi, LL'LT%lLXi3L9 PU,TI~LOTO o t  M O  

( 1  64) aiiisi. c - ; ~ ~  cewr Ce CSTE ( 1  65) . 

1 II- --- COIJCLUSIOillS - 

Lcs co'icl-wsio-ns ciut. iious pouvons t i r c r  de notre  é t ~ ~ i ~ e  

sur l e  co i-orVc:~cnt I c q u ~ l c ~ ~ c s  tyjjes de l i a i s o n s  fi-glycosic?iquvs ~is->~-vis ie 

c e t t e  kecl.j?ic,ilc 2' .cc tolyse sont l e s  suiva.i?tcs : 

1 O -  La stabili-Le des l ia isol is  osiS~iqucs e s t  fonct ion de 

1 s e  d o:~. (3 . Lee r~su . l ' i a t s  conceimali-i; 1 ' étude coz:pari3e des s tclbi l i iés  Ses: 

liais~lzs @ (1 -4) <.LI c e l l o b i o s ~  e-i; a( (1 4) du nal-base :;ont h c e t  égmd s i @ f i c a t i f s  

$ e s t  La l i a iuon  2 l . i ~ ~  s t eb l c  cpc l a  l i a i s o l i d .  ; cciîcndan-i- c e t  éca r t  a? s t ab i l i - tS  

c s t  i a i b l c  jour clivisager l t app l i ca t ion  - (>.e c e t t e  propriét6 à l n  Géteminat ion 

de l a  l?a-tmc (.r- ou \S ci.'unc l i a i s o n  osidique. 



Cinétique d'acétolyse des disaccharides suivants : lactose, mélibiose et chitobiose 

\ . 
( N- : oside : structure 
( . :  : 

Acétolyse à 20-220 C 
Pourcentage d'oses libérés 

\ 1 jour 2 jours 4 jours 5 jours ) 

1-i 81 14. ) 
( 1 : Lactose : Cal--+ Glc 

1 
: 1895 : 34,l : 5994 : 73 . 1 

a1 -6 ( 2 : Mélibiose : Gal+Glc : 35,9 : 78,6 : 100 : 100 1 

81 4 ( 3 : Chitobiose : GlcNdc+ GlcNAc : -- : 14,O : 
1 

18,8 : 19,O ) 



2O-Il ex i s t e  dcs di î f6rences de s - t ab i l i t 6  en t re  l e s  l ia isol is  

du 'cpc galctc-l-oayl , TT-acEt;yl~;lucosainiiiyl e t  glucosyl. Les pr5cédents r é s u l t a t s  

délaon-krezt : 

- quc l a  ::1;a1uilit8 cles l ia isoi is  osi.cic,ucs es-1; foriction dc. lc?. naturc 

Cu s~~~sski-Lu,~nt  di,^ czrbonc Ge l l o s c  non rbC.uci;cur. :Linsi l a  l i a i s o n  
-. 
1 :-acC-tylgli?,cosar,iiliyl c s  t plus l a b i l e  quc 1% l i a i s  on glucosy1 . 

- c!~c. la. s-ka$ili-tS der; l i a i s cns  osiiiic~ucs e s t  i'ijfictfic~n d.e l a  ;~osiJcion 

il.o ll!igi?.roxyle 6.u carbone 4 de l ' o s c  non r6duct-eur. Ainsi l a  liaisoïl 

i;ûlac-to::yl e s t  :?lus l e b i l c  qi.ic l a  l i a i s o n  glucosyl. 

i~ lor<i re  (:-es stnbili-i;:ls cruisscLi?'i;cs e s t  donc : 

Liiti;i:n ilucosyl> l i a i s m  17-nc~iiylglucosminyl> l i a i s o n  galactosyl .  

3 O- Mous avons f i i ~ ~ l e n o i i t  déi~on-tré r s e  la: liç?ism de ' p p  
1-4- 6i-si-2 plus s-ktiblc c;i?.c la l i a i s a i l  (Tu -type li -6. Ce dernier  résul-bir-t e s t  & rappro- 

cllé Ce cc:Lui 6.e ;:~!QI.'ROI:; e t  iji~:~CCi?iS ( 1  66) gui  6.knon.tre:lt que l a  l i a i so l i  1-6 est -plus 

f ctcilcj.~en-t csu-,de q:nc la  l i a i s o n  '1 -3 . 
L'ciiser~ble ( c c e t i c  étude pr6lUi21,:ira nous pemc-1; 

6 6 ~ 0 i ? ï a i ~  c'e l1~6voiï  cies rup twes  pr6f&rei,1;ielles s c b ' b s  g l ~ ~ r n ; l c ~  . 



Figure 14 

Chromatographie sur papier des ac6tolysats ( 2 jours + 200~) 
O-dBsacétyl6s du lactose (1) melibioee (2), maltose (3) et 

cellobiose (4) . SystBme-solvant : pyridine-acé$ate d'éthyle- 
eau (1t2t2); papier matman NO1 ; durée : I8heures ; révelation 

B l'oxalate d'aniline de PARTRIDGE ( A U  ); T : melange de glu- 
-cides; Lac: lactose ; Ga1:galactose ; Glc :glucose ; Man : 

1082111088. 



POURCENTAGE 

O 'OSES LIBERES 

CHlTOSiOSE --- 
Figure 15 

Cinétique d *;ic&tolyse des disacch-r ides  suivtlrits : mGlibiose , 
lactose, chitobiose,  aaltose et ce l lobiose .  



C C  :>~océC.é tlc rupture séqficniielle u-kilisé ani ;8~ic~.reencn~~ 

pcr 1~:; ZX:~CI.W~ p0vX I.'e::~lx;?.-Cion d.e l a  s t r u c t ~ l r è  des glucides,  -bels q~1.e la 

c e l l  v.lose c'c 1-2 chi.Liiic! ne fûj.,.;aj.-t ĉ c,ĉ c,~.èr;e q 2 o l  & c'i'autrcs i-,&.t:iodc.:; de frac-tiolzz-;c-- 

T T I ~ ~ ~  riue e!-illeu <I.C l~ clr~i;la-Lr~~;rii.p!:ii? : l i t n d ~ ~ ) r ; ! ~ t i ~ n  sui ~11i~rbonlCcli't;e OU de 

paj-i;ap s::i,- A, - j;i;>icr, 

DEUX' Lc. i!ieSLxC OU nous d6sirons ;tp?licLv.er ci-; 2rocédé d'cx2lo- 

r a t i o n  :L 1::. <~~,-i-eï:-:iil~~-kio~l de l a  ::-i-ruc'curc: des glycopepti6ea9 llous zvoiîs t i r 6  p a r t i  

6 .c~ t r o i s  -:ropyi<JL\';s - sl:iva?-Les ; 

a-- Li2 ;;.r;~l:-i~ ~- i ;&i l i - ie  de:; l i a i sons  as9artyl-i,:+cé-Cy1@ucosa- 

il1 inylainbie . 
b- La s t a b i l i t é  ,lobdrc d-cs l i z i sons  s i a lo sg l  

c- Lt&sci~ce 6.c j.1-acéiyla-tioi cles mino-aci&cs 

IIOIJT ; . l c t t ~ ~ :  au point va :poc66.6 origilial de f rac-k io~i?~;  lest Gcs acéJ~olyca-Ls 

i;lyc o p c ~ ~ i ~ o u ~ s  A . 



th&c;iljne, cil l:r&sc;icc du r?,&lan.ge :5c(5tolyc;an-L : a;2lqr?.ridc acétiq1.1-e , acide ac&'ciql-~c 

i--t acide sulf~lri~i?. . ; .  Le ~ ~ : ~ . c t i o i ~ ~ ~ ~ &  6.c lt~2c:5'co~J~s:-.-f; SIX rSsincc-: échaligcuses 

d 1 iolls n:;uL; i.cjl:;ci;l?:-: su;. 1-2. yioscncc 0.c. 11 abscncc crie f oilc-tioil acé'cz;ni&c afi 

. - 
sc.11: c.c 13 T!o~::cu~Y. 

. ~ .vc;r: A .ii>:;sibili-ti.s son'c Lonc 5 envisager : 

;"--Ln :f .:jac-tjli:l: a;,iGlc 17 1 c3-t -;;a,:; ac&-Lyl&, la. c?-acG$jil -thréonini: est jnc'ieiiue 

ELE l:r i!isilic. ca-Giciniquc?. 

bAFL f c,;lct j-011 c_.;ine cs-L acéi;yl<o, !.a O-,LC~~Y]. . -ilac&yI -tlmdoniuie C S - L  rctc, 

;-!LE  si^ l a  ~ Q s i n c  aiiioniquc. 



Cli, - CH- CZI - COOB 
,) l 1 4- Cl$- CCOk 

OH IE1, 
/ 

1 
ci:, 

- - Conclusig11g ... .. - ..- + - 
,'. ].a luji?ibr:.; i:cs r i i ~ u l t a i ; ~  yr4cb&;.,iicni; $éc r i t s  iic;us oùservoiis 

qu'un ;.CL'-Lolysat gl~rcopcpticiicp~:~ renîorinc : 

- i;.~-s. . - 0siC.e~ - . i'll-~>yL;r~~fl - -,- - . c~rr~ç~;)ûlid.;lilt h l a  ?ai.-Lie cca-irale di? ~~YCC.PI IZC.  

. .. 
- ,  ;g- cLs~;ii~s- -'i%lc$Yie&L (?O;! t 1"s 3 ~ ~ U V ' I C C S  g l ~ c i d ~ i q ~ ~ c  z c orx-cr;.ioi~dci? -L l a  

.. - a -  i. 1-2 .q:i.us - : ' e ~ - i ; ~ r n c  " ch ?. g l j ~ ~ ? i ? l ~ .  

< . .. - ;c:.;. ;LI( ~GJ>$$-C~~,;. :C 9- 9~:~: Ly&;;~p1<2~~h~Ci~Lccs.s. q u i  c erre s ,?cri rknt  2.22: :_: 6 c ' ~ ~ i i c c ~  gluc id i -  
. ,  

( 7°C.  BICC ' "E" 
L L L L ~  .. -,, ni.! voisiiiagc 62:; ?oint dfaJ~-iaclic a,v2c 1~~ clia,?11;: ?e>tii ique. 

7 - Q  > Ti,.-, - -, -; - - -j,, - 
JJ- ~ L ~ ~ L L ~ L , : ~ - : J J !  L&.:L.!L d.lG-.  ;s i. A, , . d .L !L~oA.~~  p7,iri - - TTC,: I i c -  ~ ~ ~ c o ~ > ~ ~ J T ; ~ ~ ~ ~ : , ; u ~ ~  . . , . - .  -.-.. - - - , - "  - . - - - - .  . L u * - . - - - - - - " , , - . - " . .  

i: 3,ar-ti dc cc-i;-bc :l&-b61,q~ &ncït;& Enus ;,von3 . k i r '  L ;>OLT EIC~L~X-C 

:,luil 7 1  1 Lr;~~i;io:.:- 8 1 , , ~ l ù ~ l i . C  --- fond.& SLE : 

- ]-cl, s ;  , ~ i ~ l j - l i 4 ; <  <.irTA ,. Y,rzn-i;iollc i?a.ns l e  chlorof i;r~xi. cJc 1- ' ~ t i u  

. . ce:: : , y '  :jcrac&tyl& 

- i,r I - ~ i o - i s ~ ~ - L .  L X  (:.es fonctions ~ ~ ~ r b o x j r l i q 1 . 1 ~ ~  (!.e~ acides 
. , s u  c '6 a j j l ù s  dcs ilLcidcs zt::ln?x . 

Î0r~1c-e au. - - -.-.-.-.- -- 
La rup-biu-e des. l i>~isoni ,  osid-ic;ccs ~ I I  ~i.ivere 130illt;:S d . ~  12 

iîlol6cille ~l ; rcrscpt i ; . iq~=, ,  lil,:?rc en i;i Jlaiigc c3.z.s glycc~so~3i;icies Cc f a i b l e  l o ids  

i.lol6ci~laiye, i s z : ~ ~  d~ l a  ; : ! O ~ , ~ : C U ~ C  ;:i&re, d i f fé rax~ '~  l e s  LU~S (?.es ;LLI.-~C~CS :>ar l a  lon- 

guc~w dc! leva- c;x.l.iii: gl.ucii!iquc- o-k :.iy~at cn  corinlux ua zain0 acidc engag6 da~ls  l a  



ACETOLY SAT 

Absence bo 12-acétylation de la thrBonLns pas kes . i $ ~ ~ t s  ncCt01y- 

--sants. Sehoma de frr*.ctiomAement de 1 'acétal:, sat et chromalogra- 

-phi-. sim papier des fr-ctioas A et B , en presence d u  témoin 

I n t  .ml: Thr  t thréonine. Papier 'li 'h~tman nf". Système ~ o l v a i . t t  

n-butmol - aoide ac6tique - eau ( / / : ~ : : j ) .  Ei'v61rttian au x d a ~ t i f  

ü La ninkydr ine .  



l i a i s o n  ~:lyc:xiile-;~c:?'~i6.i:. Le mélange ac6ta l j~uant  j?cioacétyle l e s  oses sans tou tefo is  

IT-acE-Qrlcr 1.3s üi.liklo-acides,, dc cc f2-it l a  irol6culc glycoycl?kidiquc sossèdc deu;: 

pales o ~ 1 ~ 1 -  -1~~1s- c o:,~prcilant l a  copule glucidiq~1.c lx racé ty lèe  , c t un 

~ ~ ~ e - > y r ; : ~ ; ? $ ~ ~ ~ c -  j?cptidique cor,ippos d'un oii dei?~: mino-~zcicics . Seule l a  longueur 

Le 1 :  ?:.;.-Lie Iiyciro~~hobo gluciiliquc i.:Sierilline Li propric't6 Cc sc? lubi l i té  du 
. . g1ycopc:p~l:k gcTac6 'cyl.6 dzns 1 cnu c;u l e  clilorof or~;;ic. 

Tlas LT-:Lyrcopeptii~.cs zlc renfcl-:-lant qu2 2 OU 3 OSCÇ -p?acétylés  s l n t  

~ ( i l ~ ~ b l o ~  i:,m:: ?. ' i?rn. :~ c-t cons-cituent l ~ e ~ - g l y ~ ~ u x p i - i i ~ c s  tic. laA.igmc.m~~u~~~~. 

Lcs g lyco~cpt i i ics  iic plus l~au t  poid:, i-ioléculaire , co~itenan-t plus Ge 

3 ozes pcrac6t::lés sont  solubles  d.a,izr, lc:  c h l ~ r o f o n i l ~  e t  const i tuent  1-c-~-$gco~ep- 

tidc:: &c 1Li_EI~2see ~ c ~ l , ~ ~ & ~ ~ ~ i ~ ~ c ~ .  Signaloiîs que c e t t e  phase rc.nferme ci? ou:Lre d ~ s  -- --* ...-.., * 

osiilcr: "nc:i-krvs " -crac6tylés. 

Les 32ii2ses cli1oroi"o~niquci- c'c aquzUSeCj s011.i; f r ù c t i o i ~ ~ é c s  sur rés ines  

6chalgei1:jcs ci' ions 5210:i l e  ixode op6ra"coix-c nuivani- ; 

Lcc: idl?.zeo aq;rcusc:-: sojnt collcc-b6cs e t  d6yoscjcs nu so:mL~ct d ' m e  colom~c 

fie r&i;lo cn.tic.ilip?c .tyj?e Do$rcn 50 x :i ( "rleslî" I'"> ~&-,:i..Ug ""- f orne acide) ( 25 
cr.1 Cc :h.m::b, ;ic CL clic;;.:C$rc pov;r lm mg ~ ~ 1 a c ~ t o l ~ s a t ) .  .:ipï?>s im rinçage sb0,rclan-k 

à lle:-.u GisJ~il . l&e, ~ m c  so lu t ion  dlaii~oninquc S. 5 p. 100 :?ct:plncc e t  O-i:.ésac6tyle 

l e s  yl>;co:,~~dicl.cs .. c:iran-titativc.~lcnt. Lraa~~oi1iaque c ,~ . t  cilsuite é lk l inQ & te n!?:?ra- - ' 

:~,-:.I~i~,x~cc L: 1' 6v~:pr;~'ccur ro t~ l - t i f .  ?Jous obtenons li~li: fcmi l le  6.c cl:-copep-i;ides 
. -  6.0 :Caii~l.c: j,olc:z r:lc,l~~c:ilaii^c c;iiz nous ap le l lons  : l c  . - . - - - . i  f r ac t ion  ~ ~ 1 ~ ~ ~ 0 7 ~ p - l - i i l i c ~ u c :  II 

Z.G'cLe1J.S C . 
.=--LI ~ l -  .-- 

j . 1 ~ ~  osic'ics C'L ;;lycopeptiGas dc l a  jL:.se c!iioroforihique soi;-l; fract ion-  

n(:s ::iÏr r6skIcs 6cli;ii1geuscs d ' ions  apr&s O-C.&sacet~rlat-ion. 0i1 obtierit de c e t t e  

ri~anibrc : 



PHASE ORGANIQUE PHASE AQUEUSE 

FRACTION FRACTION FRACTION 

OSIDIQUE GLYCBPEPTtE=r!QUE GtYê QPEPTlDlQuE 

CWLOAOFQRMIQUE AQUEUSE 



PHASE ORGANIQUE PHASE AQUEUSE 

4 1 FRACTION FRACTION 

FRACTION FRACTION 
GLYCOPEPTIDIQUE 6LYC QPEPTIDIQUE 

oSiDiQUE OSlDlQUE 
CHLCMOFORMIQUE AQUEUSE 

ACIDE NEUTRE 



-I)ens 1 c cas i. 1 u n u n t ~ ~ ~ t - o ~ y s a t _ - s ~ g l ~ g l ~ c ~ ~ ~ i ~ - ~ q ~ ~  

UJX ~r~,t&$-nn :-fJJjic>t$-;>$-~trr~ '' c p i  cont ieii t clcs os ides  ncutres 
~ 

uzyd î ~ ~ ~ t ~ $ - i ~ ~  't-a&~&i:it , Gé-lacé6 d, 1 1 6cim~gcur d ' anions ; contclicm-t 

(12s sinlyl--oligosiclcs,  

q;ee J'a..tti~ii,~ tb&-sii~sc GluGe de 1 ' echainge~rr i.e cat ions , contcnanJc 

6 cs g1j.c qx,ptidi:s qu i  c o r r ~ s i ~ o l l i  ci- l GUX sequcnces glucidiqucs s i t u i c s  

<.LI voisinage ciu poin-t c:lat.taclic avec l a  chaîne peptidique. 

- Lm, 1.c cas 6.1 uil ~ é > - q l ~ l _ o ~ l ~ c - o p c ~ t i & i ç ü e ~ ,  l a  f r a c t i o n  "acide " 
î ;i.l- ciiéfaut . 

l?ous avons i.liuî, t r é  da is  l e s  i ' i g u r ~ s  17 p . 75 c t  1 i; y. 76 l e  2rincipe de 

cc îmctix~ne;ien'c. 

. ~, >Icus ~.vonu ai)sliqué l e  ;:r:;céd6 de î ract iomicnei~t  précé- 

?~ex!lcnt dGcrit ,  aux s i a l o -  e t  asialoglycopc@-tidcs 6.c 1 1 ovoriiucoïdc du blanc 
,-,-.>r, -,y-, 

(1Lt oellf C:-c ~ O L ~ C .  LI O V O ~ C O Y ~ C  ;i 6td yréraré  s e l m  1c  proc6d-4 G.e I ~ ~ L L ~ U I ~ I ' I I C Q  et 

BEUJ'SJ'C'?~ (1 6,;) c-t lo*: ylyco:?e;?-tidcs ont été i .5016~ se lon  I c  ;pocédé 6-écrit pc'r 

PJJ>~S?~~~L~ :  :;-t IziI:IRO 1 68) rno&jf i é  ?,Ir jioEsIGljY, UJL C:IosYCjJ ct ILOIJ'yP?;a3; (1 69) . 
( Voir cc suje-t  yagc 98.) 

L np;?lication du procédé de fractiolmemcnt, i l l u s t r é  par 

l a  f i g w ~  4 7, nous a pcrrniç d 1 i s o l o r  t r o i s  îamill,?s de gluciGcs , Gont lious avons 

i:1-&cis6 l e  renc 2,1L:3-k (Ycnblcx~l. y08'J) e t  la ,  co~-qosition no la i r e  cn ose. Les 

rr~e~ilF~i.-ts ( Pic. 1 J p. 79 ) pe~ivcnt s e  résuiller iic l a  faqon suivrvltc : 



1 - -+ tud i  ---- tie - l a  - - -  -- I r . c , t i p n  . ;llmut,--;, 

C e t t e  f r a c t i o n  r ep ress r i t e  8 9 , d  ~ 1 , 1 0 0  en ose du 

c lycopept ido  i i t i t i a l .  i > l l c  rl,ilEer~iû cles oses  l i b r e s  c t  des o s i d e s  " n ~ u -  

t r e s " ,  dont l ' i so le r i c : , t  e t  13" s t r u c t u r e  on t  f a i t  l ' o b j e t  d lunc  étude de- 

t a i l l é e  ( v o i r  pscc  110 e t  suivantes) 

2- ,:-tu?& de l a  - f r a c t i o n  -- glyco~ptidique~aqucusr 

Cette f r a c t l o n  représen-Le 11,16 p.IOO c n  ose du  glyco- 

pvpt idc  i n i t i a l .  T : l l < :  e s t  h é t  Qrogene c n  cl~ronczto&rai?hic sur p a p i e r  'Thai- 

nail liO 3 dalis l e  système s o l v a n t  n-butanol-acide acét ique-eau ( 4uI :S ) , 

1 ~ ' u t i l i s a t i o n  des  r é a c t i f s  L l a  ~ ~ i n l i y d r i n e  a i n s i  q u ' a  l ' a c i d e  per iodique-  

bcneid ine  p, rmc t dc c a r a c t é r i s e r  t r o i s  g lycopep t idcs  dont l e s  couportc- 

n~,n-t :~ c l i ronato~ raph iques  o ~ t  é t é  d-efinis par r a p p o r t  ü celux cle l ' a c i d e  

a s p a r t i q u e  u 
co;?posé 1 R r O,JC 

a s p  

i- -Lm Ttucle - - , - - . - - - . - *  de l a  f - .--- r a c t u c o p c g t i d i p  - -*.- -----.--- chlorof  = --a - A orxique -A- 

I) olu'ole dalis l c  ch lo ro îo rn ,  , ci.t ti! f r a c t l o l i  r ~ y r é : ~ t n  

t e  ç96 p.IOG ,:iz ose du , - , lyco]~cpt idc  i n i t i a l .  E l l e  e - t  6,rzlemciit hé té io -  

,crie c n  c h r o n t o r , r ~ , p h ~ ,  sur p a l i e r ,  nous avons c a r c ~ c t 6 r i s S  deux glycopep- 

t i d e s  doiit l e s  conpor t  ,7ients c h r o i ~ a t o & r a p h i q u ~ s  Tctr r ~ p p o r t  ;L c e l u i  de 

l ' a c i d e  a s p ~ ~ r t i q u e  so;it  l e s  s u i v a n t s :  

conposé 1 71 r O , I O  
a s p  

coniposé 2 ri 
as p 

: @,I8 



Figure 19 

Chromatographie sur papier dee diffdrentes fractions de l'aoé- 

-tolysat O-déeadtyl6 des glycopeptidea de 1 < wo~~oodde. 

Papier Whataian a43 dans le systhate aolvant n-butanol- eoiàe 

achtique- eau (4/1/5). 
FN : fraction renf'erasnt des polyosides neutres. 

FI$ : fraction basique glycopeptidique de le phase aqueuse. 

FB2: fractionbasique glycopeptidique de la phaie chloroformipu. 

1 t tenoin d'osides purs. (a) composde donnant une rkotion 

positive avec le r6actif à l'acide periodique-bensidine. 

Asp t acide aspartique. Thr : thr6onine. 



Utucie rle la cora2ositioi1- iiiolzire eii galac-tose (c-;-al.), 

malmoss (1,;an. ) , glu.co~~a1ine ( ~ : l c l )  ac ide  a s p a r t i c ~ ~ ~ e  

(hsp.)  cles d i f f&entes  f r a c t i o n s  G 1 i z l l  acétolysa-t  i-zsi.3.- 

loyly-co;optidigue (6lycoppt ides  P de I t  ovm~uc:>ii.o). 

i *,-.- u . -... -.-.- - . - - - -.*~- . 

1 I? rac t ion  neu t re  
1 



B-ZTUI11 DIJ "P&CTIOFISIP3T D ' AC::TOLY'XT 3ES SIALOGINCCPTPTIDCS d ---- -- ------..------- --- 
L ' OVOIKJCOID~~ - -- --*- ----- 

L ' a p p l i c a t i o n  d ~ i  proc6dé de Prnctioni?crient , l l l u s t r é  

par  l a  f i ~ u r e  It, p. 7 6 ,  iLous a ~ c r n i s  d l i s o l c r  q u a t r e  f a m i l l e s  de g l u c i -  

d e s ,  ( F i z ,  20 p. S2 ) dont  nous avons p r é c i s 6  l e  rendement a i n s i  que 

l a  composit ion n o l a i r o  e n  osc , ('Tableau Vi p. 85 ) a  

>Tous avons dériontré quc : 

- I 1 a c E t o l y s c  respectait l e s  l i a i s o n s  s i a l o c y l  e t  supa rag iny l  - 1'-acetyl 

~ l u c o s a r i i n e  s z n s  a c e t y l c r  l e s  aiîiiio-acides. 

2- ilous avons t i r e  p a r t i  de ces  i ~ l ' ~ 1 3 r i é t é ~  l ~ e t t r v  a u  point un procé- 

d é  dç f r - L c t i o l i n c n c ~ t  des  a c 6 t o l y s a t s  g l ~ c o p c p t l d i c ~ u e s  svz r é s l n e s  &chan- 

geuscs  dc c a t i o n s  c t  d l a ; i i o ~ i s ,  couple a u  procedc dc s o l u b i l i t é  d i f î é r c n -  

t i e l l e  des  g l y c o p ~ p t i d e s  per; ,cétylés  dam- l ' e a u  o t  l e  c h l o r o f o r m ~ ~  

a- c e c i  iious pcrno t d 1 obtcr i i r  pour un a s i a l o g l y c o p e p t i d e  

.. t r o i s  f r a c t i o i i s o  l a  l)reiaiGrc, non rctclzur s u r  r i is i l ics  c o n t i e n t  &?-s os1d2.s 

f s n C U t r c ~  li O - 4 9 Lü seconde,  s o l u b l e  dnns l e  chlorof  orne , c o t  d6sacetg l6e  puiu 

é l u é e  do l léckai lgcur  d:, c a t i o n "  c l l e  coriati-lue i ~ - ~ ~ l y c o p c ~ t i d e s  de l a  -- 
~$as~  chlorof  o r n i q ~ ~ c  ; renf  rnan  t pius do t r o i s  oses  s i t u S s  au V O ~  sind:,c 

du p o i n t  ri ' a t t a c h e  s u r  l a  chaîna p c p t i d ~ q u c ,  ln t r o i s i & r ? e ,  s o l u b l e  dans  

l ' e a u  e s :  6luéc de l ' é c h n n ~ 2 u r  dc c a t i o n s ,  e l l e  c o n s t i t u e  Los g lycopep t i -  

des  de l a  phage aqueuo-: e l l e  rcnforr,io UY? ~ l r  deux oses  l i e s  a u  po in t  d l a t -  -, - - - , -- -.'--UC 9 

t ache  sur l a  chzinc p c p t i d i c l ~ e ~  

b- dalis LIX L?céto lysdt  s i z l o c  l y c o p c p t i d i q u ~  il Faut  

s i g n a l e r  l a  présciicc d 'uiic î a , a . ~ l i o  de s i , i l o s y l o l i  g o s i d c s  él i lés  de 1 ' 6cha:l- 

: iur dlal:ions, c e s  com~~os6s  corrcspolidcn-t aux uéquerlccs gluciclicyuas loca-  

l i s é s  5 13 p a r t i e  la p l u s  e x t ~ r n v  du glycanric. 



Figure 20 

Chromatographie sur papier des différentes fractions de 

1 'acétolysat O-désacBtyl6 des glyoopeptides d de 

l'ovomucoïde. Papier Whatman. n03 ; système solva.nt n-bu- 

tan01 - acide adtique - eau (4:1:5). 
FE : fraction renfermant des polyosides neutres. 

FBI: fraction glycopeptidique de la phase aqueuse. 

W2: fraction glyoopeptidique de la phase chlorofordque. 



L iude des rapports ï ~ o l a i r e s  en g ~ l a c i o s e  (Ga,]-. ) , aaiililose 

(;;an. ) , glucosasnine (~1cXa.c) e t  acide as?= liqv-e (ibL). ) $.es 

différentes f rac t ions  d'un acétolysat s i a l o g l y c o ~ e p t i d i ~ u e  

( glj~copeptides II de 1 ovm~ucoïde ) . 

ï~rs.ckion Ga1 . 1 GlcI\LLc .;iL'-JT As?. lleiïdeneiit 
I 

---- I 
1 Fraction neutre 1 226 3 y ~  / i' 65,5 1 

__t 

i l 
Fract ion acide 1 1 ,2 0,5 0,8 / 15,5 1 

1 Fraction glycopeyti- 

dj-qirz arjueuse 

l?raction glgcopepti- 

dique clilorofom~ique 

/ 0,9 1 / 1 7 f 0  

/ 59'7 2,5  / 1 9,o 
i I 





nenent des :)rotéines qui assoc ie  un  gradient- CC concen.tra.tio~~. en s~lfi2-Le c1LtÛiî~no- 

niml e t  LIA gm,C!ieilt de pH ( I'i01JSEïnL e t  a l .  ) ( 167 ) a conduit I c s  au-tm?.rs, k 

. ... 
non pr6cipiJcoble par l c  sulfa'cc <.'cz>aoniu-~ à satui-ation c-L G p!; >,'I six iloLlvCi1m 

oligosides ( GR'Jl.Ùi(jI,PPEZ <, n-;; ,;i IT-.... >ii'it;,-UIL ) ( 168) nUT,l&rot&s iic 'i 6. L1osj.:'.r 2" i i  

a f ai-i- l' 03 j e t  (3. Lule 6'~ude s . t r~ lc - i ;~re .  

La ~m~iposi-tioïl molaire en oses cic 110i:;i6c 11" & l a  

suivante: 3- (+)-cfalact-ose, D- = (+)-glucose, iJ-acétyl--a D -(+)- ,lucosc?iJi;ie c t  

l ' a c i d e  ii - a & t y l  - D -(-) ne~l~a;;linique eans lei; proportions 2 : 1 : î : 2 . 
C e t o s i d e  possède un rés idh  de glucose, plne6 cn los;-ti.011 .t~raib.c.~le y& c'.iic-Lrice . 

,-. ,, 1,' acéJcolysc ; a 1 ~.u?c d . ~ r &  de 48 lloi~zes, es-i; C i l  cc.VIJ::v SI),;- 

1 (> iîig. du ?ol~rsaccllaride seloïl 1-2s coii;:.itions cxpCrhente l r s  iii:crj.-iv;c; :?ac:: 61 . 
Ltac6tolysa-i; est ençui'ce désclcl.t-~rlé 22.r Ge l a  so~iclc? dilu.éc, il i ' c i ~ f ~ r a ~  iles Q S ~ S ~  

des osides "neu2~rcs e t  des sialyl-al igosidcs.  

C- ISùLT,IZ,iv!T DES i;;->IDi;S 
-- -- -7-- - 

. \ LI 61ec-brouhoy&p :ziiac pr6parcstif e s t  ci2cc.l-v.6 6.e In  i:laxiere 

siiivan-te: 10 iig. iie l'dcr<J~oly:;aS , cn sol~!-Cioil dans l'::au., s~n-i; c'@osOs cn va 

'crai-t contiim a il 2 cc;. 6u ;,orC "ancidique" d ' n ~ e  f c u i l l c  d o  ;~asicr Bi-c;*es 304 cle 

35 cm dc lon,.rucur, Ltclec'crophorèsc CS-C cffectuCe , da l s  vi>C CL~.\TC "%:IL  GO^-?" dans 



l e  tai i ,on Ge i-IC?L (1 69 ) de pIi ,, 5. ,sous une 'cension de 7 v/ci,l ;~cii,22at 5 Iicwes . 
Après .~ui s6cha;;c clc l t~lectrop1ior~grçuunc à l a  te-npérature m3~i22~i ;e~  d c ~  :~:~ncIcs 

l a S r a l e s  so5t décou,2écs ~ ' â n s  ce dernier  s'c révélées  pai l e  r6,nctil  :i llo::tzlate 

cl'aililinc pour repérer  l l e +  placer~ent des compos6s ~ l u c i i l i q ~ e ~ .  Ceux-ci sc.11 en su il;^ 

61ués pcndmi- I V  he~1res avcc de 1 ' ~ a u  6 i s i i l l 5 e  suivant l e  :~rocéiié Ge JIL~I'I ( 170). 

Les solu-iioi~s rorrespondant à c;2ac,~ie coiposé soiit rassci71~l:es L ' G  lyo 1; i l i s é e s  . 
C h a c ~ l c  6-cs pïéparations ainsi où.tk:nuc>s csY c;zsi~i.le f rac.i-iclm6c 

de l a  même i~lanière, par ~1~onlato;papliie sr&yar:_.tivc sw i>c:.:?ic?r. '::11~1~.h;1~5i1 11' i9 (;.ans 

l e  sys-iième solvanJ6 n-l;>i?,.tmol - ncidc acotique - cain ( 4.: i : 5 ) ?cii(:;.:nL' 4- joiixs 
* ,  Chaclnl des osi<tes aj.n:<i o:~tenv~~cs-t  c:li-iyaato~~;r!p1.1i6 sep.rcx!~ciib cli~7.v cleu;: sy:;'c&- 

mcs solvali-te suivaii.ts o 

11--butmol - acidc ucé-tiquc - au (41 l -5) 
. ., p y i ~ i ~ i r ~ e  - ac&-i;at2 6 1 <t!wl:: - 2cli-r ac6-ticju.e -. cal? ( 5: 5: 1 :, ) 

en présence d'un téj-xoin i n t e r w  cc;~~posG &c. galactose, a f i n  iic (:.cf'inir l c  i? g.. 
pour- clacun d' ent rcux  . 

Lu c~ïqosi-i;ioi:, centesirqale des osidcs cn cllacixi ;.es 'crois ty-es 

Sie glucides ( oses ' incutrcs i ' ,  osa,~xLn.es c t  i i c i i . ~  sicllicpe) a : d O  (?.é-Zcl~~i:26c 5 1 ' a ide  

2.e~ pprcéd6s cr;lorhS-i;riqircs clasuic;ues 8 l e s  oses "ilcu trvs il par l n  :s<.l:~o,~:.c b, 1 or- 
7.3 -[;.:I- -:[, :' - -- cino1 sulfurique dc IILLidii\?S e t  PLILIPI'I ( ? 71 i;zodif i é e  paz A ~ - ,  . ,.. TJ.'G! I ( 4 72) en 

introduisCant dans chaque s é r i e  c'Le dosages des tq-i;6ii~oU-is ir-iJccrnc$" ::e-ri.sentés par 

une so lu t ion  des oses coiisti tuant chacun dcs osides clans l e s  sroyor-Vions molaires 

ils exis ten t  dans COS demie r s  ( l ~ ~ ~ J l l ! J i ~ ~ L  SPIK ) ( 177) ; ( cJc ~ ~ ~ l ~ ~ ~ ? ~ ~ )  
7QLC' +:.- ( 4-74); 19s osmiiles p i ; ~  1~ procéJ.é dfCL90U e t  I?O1?GkB ( 175) y i o ~ ~ i f i é  par + ~iill? 

e t  a l .  ( 76) a s rè s  wic >jd.rolysc c ~ g r ~ x i q u e ,  . ( ;.[cl 4B ) , 5 1 $0' C:.~CIIL-~~~A 411, 



cffectuSe en tubes s c e l l é s  s0v.s viileg l o s  acidcs s i a l i ques  l a n & s o  à l a  

diph6nylanine de /mb3R c t ODIET ( 1 77 ) . 
b- JAen-tif fcaJaon e t  d o s q e  ~~s-oges- 

Les oses "neutres i' ont B t é  i t lent i f  i d  per  c l î rc~a-bogr~~phie 

sur px3icr suivant l c s  procédés d6criJcs par ID1ÏTICUTL e t  a l .  ( 178) e-t dosés 

par  l a  inéthode de I i U G L S  c t  J:diil?jLOL ( 179). 

Lcs l i a i sons  s i a l y l  ont d tC s p & ~ i f i ( ~ ~ e ; ~ c n - t  coq6es  par  

une hydrolyse sul îur ique ménagée ( li2sOc 0,051i ; & 8G°C pcztlait 11-i. ) c-b l e s  

liydrolysats ont é t é  p u r i f i é s  par un passage sur colonne ( I,:K c , ~ )  cll,clî~.ng+urs 

d ' ions (DOVTCX 1 L 8; vrseshc' 200-4CC ; forme foulqiate ) . LL\ so lx t i an  eff luente  

e s t  évaporée à s i c c i t é  sous pression rédui tc ,  l u i s  c l u i 0 n a t o ~ ~ ~ a p 2 ~ i ~ c  sw papier 

FIhâtman a0 ;, dans l e  systèrae solvant uyricliilo - zcét'ato d'dt-!!yle - ilciCe ace t i -  

que - eau ( 5:5:1:5 ). 

A - 1SOI;;;îIZ;bPI' DE €3 OSIDES DE L1,~C;:TOLYSI:T 
-.. --"-- --- -...-- ---- -- --- - 
1 - LI é l e c t r ~ ~ ~ h o r è s ~  pr6;)t 'r~tive s u r  pa i i e r  iLc 1 ' acétc,lyocw i c'c l ':~c::asaccha- 

r i d e  du l a i t  de ferne,  pcn~e- t  d ' i s o l e r  t r o i s  c lasscs  d'osii.es ( J'iù. 22 p. 92 ) 
dont l a  r . i ipntion Elcc troyhorc ticluo e s t  fonction <,: l z ~ w  cl1c7s~e. ~.oL::> ~ J L Z V O ~ ? S  

distinmc r : 

- Unc f r a c t i o n  'Incutrcts ( .B. ) , r cn î e i~o~ tn t  des osides "ii?u i res  '' 
- Une f r a c t i o n  ltacideiq ( I..Lit ) r en fcwan t  Ces usiC-es vosnid& 

un rd>;idu d 'ac ide  s ial iquc.  

- U ~ L  f r a c t i o n  plus "acidezo ( P.A, ), r e n f e n i c ~ ~ k  .CS osYcs  poss6- 

d~mk c l e ~ ~ :  résid-us d ' acidc s ia l ique  . 
Ces composés doimcnt une renc t ion  posi tivo avec l c s  r6~~.c-Liîs <es glucides* 



2- La, chronatograpliie y r é p r a t i v e  ( ~ i g .  23 p.93 ) de l a  î r a c t i a i  "licutre" 

dzns l e  système solvant 11-butanol - acide acétiq-ue - eau ( 4:'1:5 ) peiidalt 5 j. 

permet d. ' i s o l e r  5 consti-tuan t s  , homogènes en chromatog~aphie silx papier ( Fit . 
24 p. 94 ) , dans l c s  proportions rc la t ivos  suivantes : 

constituant 1 s 16,9 p, 100 

f i  2 2 3l,2 p. I V 0  

1 3 : 15,3 2. 1OC 

4 : l5,g p. I O 0  

f i  5 : %1,3 p. 100 

Le co~yortciilent chronatographique sur  papier 'llhaimun 11'3 clc ccs osid-es, dbfi'rii 

par rapport ce lu i  c;.'u;i téfiloin interiw coiilpos6 dc galactose cr,: l e  s~zivmi-: 

7 - L l~ydrolyse acide nénag6i: des s i a l y l  c)ligosiclos ( l1.ii1 c-t i?.L ) f ~ ~ r -  2 
n i t  des osides "neutrcsp' dolit l e  conporternelit ~hr~matopapl,liiq1.~1~ csi- i:Lcil-l-iqv.e 

a u  constiRliLnts4 e t  5 3-c l a  f rac t ion  "neut-re" ( F.K. ) ; ( Fi@. 25 p. 95) 

Ils sont  consti-tu6s, en proportion varisQlc. , de D-- (4-1- 
galactose, de D -(-i-)-- gïucosc., i> -(+) - giucosaqinc: ci- ciraci.;tc i~-z-cot:ri. - 
D -(&) iieuraininiqu~: qu i  on-t 3 6  idei i t i f iés  l e u r  cc,~,i-ort;c,lcnl c!ii-orii~ti-ogra- 

phique. L2. conposition en glucide a i n s i  quc l e s  rnk3yor-to j i ; ~ l i t ~ ~ ~ :  fies vscs 

sont rasf:c~lbI6s dans l c  tzblcau V I 1  p.36 e t  i l l u s L r &  ;nr 12 C i ~ ~ y c  25 p 95 

Ils peuvent s e  résuiilcr clc l a  inmiiérc suivantco 



Con(;titumt nO1 -- ----- 
Il  s ' ag i t  d'un disaccharide rclzfermavlt un résidu dc galactose pour ILI rikidu de 

de PJ d c é t y l   luc cos amine. 
Constituant 1i02 

C 'est un disaccharide composé de galactose e t  de glucose Gans l e  ra.pyort 1 : 1 g 

l e  glucose c s t  en position terminale réductrice. Il possède l o  n6ue coaportemcnt 

chrorriatograp2iiquc que l c  l a c  tose . 
Constituant n03 -- 
C'est un trisaccharide renfermant dans l e s  proportions éc~niï~o16culaires du galec- 

tose, du glucose e t  de l a  i k ~ c é t y l  glucosamiiic . 
Cons t i tus t  n04 - - -- 
C'est un trisaccharide renfcmant du galactose e t  de 1z. Il-acé-lyl ~lucosanine 

clans l e s  proportions % : l a  Un résidu de galactose SC trouve en jositio-4 r6ductrice. 

Cons t i tuant  nOQ - 
Il s ' agit d'un t6trasacch.aride coiiposé dc galactose, glucose , ii-ac<:-Lyl gluco- 

s a i n e  clcvls l c s  proportions 2:1 01. Un résidu de glucose se trouve en :>ositioii 

terminale réductricc . 

III - CO~~cLUSIoI\:X 
- - -..-- -- 

Les résul ta ts  pr6cédemmeiit énoncés confinncnt l e s  propriétés c!e 11ac6tolyse, 

en c f f c t  : 

1 - Contrairsmcnt à l~1WhkjWc acide méi~agée , l'ac6i;olyse l ï ~ t r e  

quantitativement des osides; l e s  oses sont pr&scnJcs dmis 11ac6-bolysa-i; l ' é t a t  

de traces. ( Fig. 21 p.91) 

Tami l c s  coï~pos6s isolés,  nous avons dé-icminé l a  s -kruct~re  des osides suivants: 

oside 1 : Galg GlcBac 

oside 2 : G a 1  -, Glc 

oside 3 : ( GlcNzc g Ga1 ) --+ Glc 

oside 4 : ( Ga1 ; GlcHac ) --=+ G r t l  

oside 5 : ( Ga1 p GlcE\Inc ; Ga1 )--9 Glc 



La combii?üison de ccs 5 zJcruc"l;cs ~ious pcme t  ii,: r c c ~ ~ ~ s t i - i u c ~  ,'JI i'ragi~cnt dl, 

1 ~ -  molécule i n i  t i a l c  , s o i t  : 

Gnl -.+ Glcijac --+ G a 1  --+ Glc 

- - 
2 - Ll ccétolysc respecte en par Lie l e s  l i a i sons  s i a l y l .  11ous ~ v o n s  i s o l é  

Yrois s i a l y l  oligosidcs dont 1 ü  s t ruc tu rc  p ~ u t  ue sch6iiiatiscr CLc l c  f n ç a i  sui- 

vant-~ : 

( Gz.1 Glcl\Tcc ) -4 Ga1 
-.L---.// 

1 l'&:/UT 

7 - üzns lc :  caclyc CI lm t r a v a i l  c l '  écytri;3o des étvdos ccx2lflr :ei~-?~.i?a"z de 

s t ructur i ;  (le cs'c hexauaccharide olit &.id en l-rcyriacs g il s '~.:,i k Cc ll;~y~cCrolgrsc 

c n z j ~ ~ ~ a t i q u c  éf f cc tuée p w  32UQELl-IT ( 1 BO), c:c l a  p ~ ~ ~ i l  O t ff cc.l-uéc par 

TDTTSIGITY 2t . ~ G R J L ~ ~ E ~  ( 1 81 ) . 
Lcs r é s u l t a t  cjuc nous ;I.VOIIS obte1i~~~01i 'C ên ;7nrfnil ncc0r.G avec 

c c ~ :  c! e GRIlii LOTPUZ~-t dlCi\PIL-UIL ( 1 82 ) , ( 1 83 ) , i ls  conf irizeirb la;. s c: i&~n 

de s t ruc tu rc  ( ~ Q . 2 6  y 97 ). Ces auteurs  i n sp i r é s  , ' e  l a  tcraii lologic itc KGiIT, 



Baf 

Lac 

Sac 

Figure 21 

Bhromatographie sur papier de l'acétolysat O-désacétylé par la 
soude de 1' oside No 6 du lait de Femme. Système-solvant : buta- 
nol-acide acétique-eau (4 : 1 : 5) ; durée : 3 jours ; papier 
Whatman no 3 ; révélation oxalate d'aniline. Les osides sont 
numérotés de 1 à 5. T : témoin d'osides purs. Raf : raffinose, 
Lac : lactose ; Sac : Saccharose ; Ga1 : galactose ; Glc : glucose. 



Electrophorèse des différcntcs fractions de ltacétolysat de 

l'oside 6 du lait dc Îcme isolées par électrophorèse pr62arativc; 
- 

rgaliséc s7m papicr Arches 304, dimension 54 cn x 30 crû g tanpoil 

pyridinc- d-e $1 3,5 ; tcnsion de 7 ~/cn ; durée : 6 11. ; cwc cn 

"toi&". T : solution témoin d'osides ncutres purs. f .xi- rfrzc- 

tion "neutre"; FA, : fraction acide liOl et FA . fraction cci- 2 * 

de n02. 



Figure 2 3  

Chromatographie préparative de la fraction "neutre" isol6e par 
électrophorèse préparative. Systène-solvant : butanol-acide a&- 
tique-eau (4 : 1 : 5) ; durée : 4 jours ; papier fiatman no 3 ; 
les bandes latérales sont révélées avec le réactif à l'oxalate 
d'aniline. Les bandes centrales sont découpées puis t;luf<e?, par 
la méthode de DENT (1 66) . 



Figure 24 

Chromatographie sur papier des osides 1 h 5 isolés de l'acéto- 
lysat désacét~lé de l'oside no 6 du lait de Femme par chromato- 
graphie préparative. Chromatographie de l'hydrolysat partiel des 
osides acides FA et FA par l'acide sulfurique 0,05 N, à 80%, 
pendant 1 h. ~~slème-sofvant : butanol-acide acétique-eau (4 : 1 : 
5) ; papier TtJhatman no 7 ; durée de la chromatographie : 4 jours ; 
révélation à l'oxalate d'aniline de PARTKIDGE 



Chromatographie sur payier des hydrolysats chlorhydriques (!?cl 

I , S R  ; à 100°G; pendant I,5 h), purifiés sur échangeurs de 

cations et d'anions des osides 1 B 5 de l'acétolysat de l'oside 

6 du lait de femme. Système solvant t pyridine-acétate d'éthyle- 

eau (1:2:2) ; papier Whatman nOI ; durée 16 h ; révélation pctr 

le réactif à l'oxalate d'aniline. 



Coùlpoaitiox des osides 1 ii 5 isolés pzr électrophorSs? et clvo-iatographio 

?répara l-ivo d t m  acé'colysat d6.sacétyl6 sdc Il oside 6 Clv. l a i t  do fo-:lie O 

( 
I 

( 
Désignation dc: 1 1 09icl.o 1 

f -  -- 1 

( 1- . . . * . . 
( i 1 :  2 :  

) 
3 :  4 5 )  

( C~r;ip-~s&ion-ccgtég$g~c i_"____ * 

( 
.O- -- ---* --.- - .. ---_ , - , ,, , -, ,- ) 

( O s e s  " n e u t r ~ s ~ ~ t o t a a :  156,17 1115,7 :74,71 71;,6 117,9 
( 

' 

( Osafiines (J : 35,3ù 
( 

1 
( Oscs ~ ~ n ~ u ~ ~ r o s ~ ~ / o s m i n c  j 1 , 16 : 2,11 i 
( i 
( .  . - . - .  _- .-:-- -;. --- _L .--.. . .:-. - . -.. 
( $ 

( C ~ ~ s i t i o n  r,:oiuiro - t . [ D-(+)-Galactose i 1 f 1  n l :  c , : 2  
* I* * 

( D-(-1-) -G~UCOSC 4 . c  . Y 1 : 1 : 0 1  i . i . 
4 1 ?T-Acétyi-glucosa.~inc : : O :  1 : 1 : "  ' ) 

( -,,,.- 
1 

( . 
( Yoiils r i o l S c d a i r ~  
( 
( calc11i.6 
(.--. .. . . .. .. . -. . . . . - --- -i ------ -:.* - - " -:- - - -- -:= - - " .. * -- 



p 1-3 e 1 4  '-33 il Glc?&i;icp -.-.+ Il Galp -- D Glc 1) Galp ------- 

Figure 26 

Sch6;nn de s t ruc tu re  de l ' o s i d e  6 du l a i t  de f e i i e  

Gal. = zalactose ; GlciF~c = iT-acdtyl glucosaïîline ; Glc = glu.cose 

AiL!dT = Acide I k c é t y l  ncuran~inique . 



I 
j XCL,'~'~)IIYSZ CES C-LiICOPiYTIilES Di L I  JVO~~~~CÜIDT: 
l e 
i --A--- ------- " - 

L1ovw~ucoïclc du blanc d r  muf CL g(ji1.1~ e s t  p i ' c ~ ~ n i d  selon l e  

proc6d6 de FICi~~CRCQ c-l; :i)UTJTSCIj ( 1%). Il cont icnt  xuivm-t 1 .c~ il~&;l8.r2.-Lio;ls 

ci 9 p. 100 d-foscs $il~;u'clacsfî; 15 :?. ?4,7 p. 100 6-c ii -ac&i;;~I gl~:coscglLlû e t  U ' 

iic C, 25 b O, 'j p. 1 00 c'l'aci(1e Ci==acétyl 11c~~r~i;linic;uc. S2, c(~l-~i:;i'cior: i i d n i r c  es-b 

l a  sriiva.11-te ( pour m c  r~lassc ;iol6culnirc Ge 270CO ): ~;i?lactoac ;r, i i ax~osc  5 , 
1: -acétyl glucosamiiic 20, acide N 4c6-tyl nc~uiaxxi;iique 1 . Yo~:-i;es l e s  :)rE:)ara- 

t i ons  sont :zét6rogènes on Uii?i:.xïicrS.lactroi>'?or&se e t  crx~qortên"c. arcs  pr6ci- 
(: ï '. Tl i lP -7  pi-Lztion. A A i . . ~ . ~ ~ ~ ü i Z  o-2 al-. ) ( 185 ) . 

1 -P3oé~aratioil ci; is oler-icilt :'.es gl~rc~;7~ic:: 
. _--.-- . - - - E --.- P.-l-_- - -- - _- - ---__- - -.--_ - 

,r l .  ', <:., ' llous ai-;jliq~;on'c l o  proc&d& d::cri'~ pt-:r ~i.Ll~iii:!.,~: ok Tifi~T'dl?0 

( 186 ) 130difi& par T'uilaG,~~, ; d c . j j  - C ; ~ ~ ~ S Y ~ J  ct ~ l ~ ~ ~ J u I L  ( 167 ) , ::,0'~13 o b t c a b  

des glycopcptiGes à ya-Lir de llovomucoidû. Lrcnscriiblc &es opckntioas c~Liisolc- 

mcn't c-L de y u r i î i c a t  i m  di?s gI.ycopept ides  peu-b . s:! ~6suixer Ge I n  î ~ ç u i 1  sillva;ite : 

l c s  l?yc:rolysats pro;moir;ucs c'ic 1. ' ovoi.iucoï< c sont- puirif i é s  yar ~JJI yass-ge SLZ 

colomlcs d ' éclix~~geurs dc catioiis, plis ci m i o i ~ s  rLprès tulc 41%-:.i;iaJtir:il G.c l a  

proliasc par 1 aci:l.c -t-riclilorac$tiquc. La  f rncAiici:l gQrcopejti<-irLfi.c as  t ensui te  

d.ébarass6c Ges peptidcs qui  at crn-t pas &-Lé rûtellus sur 1fécllaxl.gcils <.' ions, par 

une chroiatog~c*phic s u r  coloiz:c de g e l  de s 6pha.c;: G-25 , Lia f r a c  ti: -:.I a 6pimc?;cs 

e s t  souaise à la cl-iromtographie svz coloi~qc de 1)o~re:: 50 ;c 2 ( 6 ' i~2sIT >\)Cl-4-30; 

fc;l"ii.e acide ) ; 1 éluAtion de l n  colo~mc 2 1 fezu  fournit WC prci:~iLri, <rc,ctio:~ 

( f r a c t i o n  6 ), e t  l e  d6placenc:i-t des glycopcp-Lidcs fix<a s ~ w  l n  ccloni~c e s t  

ensui t0 rCalis6 ?L 1 ai6c  d'm~ gfad.ient concentra-tioii en f 017 -iintc? YJ-idhc. 

G i i  obticii t  dc c e t t e  manibrc, l a s  f rac t ions  y e t  ( Fig. 27 p. 99 ) . Li f r ac t ion  



Diagramma de f rsctionnsmant des clycopeptl dee de l * ovonu.co2de 

( 3 5 ~  me) prblat'alsrnent purif i8â par chromat;ogzlap!t l e  s7u. :;ephadex 

C-'5 o t  suar calonne de Dowex !jQ x? ("meshr7 200- 'NI: forme acide) 

selon I<Cl3fb;lCNY , Al)lt;vi-CTTO?SOT- e t  HOFlllli'l .:TIPI, ( ) , i c gdraga des 

~oîapossis glycogeyt?kdiquei, par le :,henol sullfm.d. [us. Trr ordoru>c%ez 

13.0 t dons i t é  optirlue 3 C ; concsntrs.t;ian en f ormiil t e  de pyridine ; 

en abscisse : valune dsc51utinn, 



Composition molaire en glucides e t  en amino-acides des 

glycopeptides o( e - 8  

Galactose 

Acide 37-acétyl 
iieurmiilique 

--- " - -.- . .. - - ->- - -- -- --- 
iic ide a s  par t  ique 

lasse nol6culaire  
(calculée d-'après l a  
coiapositioïi nola i re)  



e s t  hoi~iogèlic eïl éldctrophorèsc dcws Givcrs systèncs i--s~i*, c l l c  11'3 jmiais 

FU ÔJcrc SOLI:: I " r ac t iomE~,  cependant l e s  récelits trava,l~:: de J:':CJ3CZ1: c t  L.C.>I~T'~XVIL 

( ) montrent que ces gl-ycopcptidcs appar-Liennent ù i i e ~ ~ :  asialo~lycoproJcci;les. 

EF. co~nposition centéshialc  des g lyco~ept idc :~  f~ en glucides 

de tc rmbéc  par ï j ( j . ; ~ U ~ ~ ~ ~ ,  : . ~ J ~ ~ c ~ ~ ( J : c ? ~ > ~ ~  c , ~  i A o ~ ~ 2 ï ~ ~ ï ~  \ 189 ) CIL npp1iyuarx-t 

l e s  procédés de dosagc colorkifi6triui,1r. des glucides. 

L;x canposiJcion ncilaire des glycopcl;-l;ii~es cii oscü ":ïcu-Lrcs" 

c e t  iiC-tcmilin&c pzr c h a a a , t o ~ ~ a p i i i c  cr,uan-l;iJca-t ive sur  panier cn  ?~;,L'~~c:L~c~I~'G l c  

node opératoire  d é c r i t  par ~ I O ~ ~ ' I ' R L G I L  c.t' al. ( 190 ). Ltcs i-detlI--kats sait &su- 

n6s iiaii: I c  -t;tLbioau VIIï p. 100, 

J? - BCLSuL,Y;,Z DES GLYCILBT~ICS 
" *  --<----- -- 

L r - ~ d r ~ l y ~ ~  a c i ~ e   le i 60 ng. i::.e glyco;?e-.li;lo fj -;lc!x - r:':si- 

nes éck~aigeuses <Ce cations ( &me:; 50 x G ;  ;ij.?eshH 25 - 5v 9 f o m e  c.ciiie ) e s t  

e l f  ectu&e selon. l e  yrocé6.é de ilCjN'i-mm e t  bj)!lil - eE%(lSSOH (1 91 j . j.To~~,s réalisoiis 

une ciïié-tique de llac-tioii de 12. r6siiie en foïi.c-i-ion du 'ceii~~s, eJc l e s  ;.ly?rolysa-Ls, 
-. 

éve:;)or6s à s i c c i t e ,  sont chroxiiatographi~s sur papier i!m2il,?c21 ;!O;, ('.CAS 1c systè- 

ne s d - v a l t  II-butc?..nol - acide acb'cique - eau ( 4:I:S ). 

L' acétûlyse ('.e l ($0 ni,-. ~ ' e  glyco;~e?iille e.,t c î f e c  tu6o ej: appl i -  

quant l e  mote opéra-loiine c'écrit ~rccé6eriù;ieilt p. 61 . I;ous r d a l i s a i s  a i e  ciil&-Li- 

que d ' acticm du r6acti.f acé-tolyswi-t el1 f ~ i l c t i o i i  c!u tefiips , l c s  acC-tol;.saJcs O-d6- 

sac6"~yïés de l a  f r a c t i o n  "ileu-Lrex sont  l y o y l ~ i l i s é s  e t  c:?roiiai;ogya$~i4s. 

2 - %tuCe quan t i t a t i ve  de l l acé to lyse  des glycope-tides ------ -- a- - 
liou.s a~ppliquoii$ l e s  prcjced.(.s géjiérnu;: ie dosaces co lo rh6 t r iques  

des glucides,  rés rnés  e t  dgc r i l s  pcr I-OIERIUTL e t  ÇE'IK ( 192 ). 



3 - Cinotiquc dc l i b é r a t i o n  do:: oses au  cours dc l r acé to lyse  -- -- ----- - 

Une étude syst6~la'cic:ixe dc l a  sta.bilitC- rcla'cive des diffdrciz-tcs 

l i a i sons  osidiques a Gtt r6zl io6 antéricureinent ( vo i r  page 61 ) SLW dcs disacclza- 

ridch: ; ;IOLE avons coilplét6 ces r6nul ta t s  p r t j l i i ~ i n ~ i r c s  en i.tilci.iaiit l a  vi'cessc de 

lib(5rrl.tion dcs oses au s e i n  d'un glycarnc. 

Les f r ~ c t i o n s  '7iicutrcs" dcu acc to lysa ts  glycopcptidiqucu corrcu- 

;)011d-ant :. W ~ C  dur63 d e  1 2 e t  jo~crs sont  clulozintographi6es sur cl:>;; colonnes de 

charbon-Cclitc ( IL1 2 cil) scloii 'iIISTLEit c t  OURS0 ( 137 ), L:.,s colonnee son-t $luCe:: 

succcssivc~len'c par  CS solutiolî+: dc 258 ; a l  d 'ca~i.  d i s t i l l 6 c  puis d'citlianol à 1 ,l, 

p l.:C, e t  ', 50 p 102. La fractioxl C ~ U ,  rcnîerine l c s  oses 'yneutre::'v, e l l c  e s t  SOLI- 

~ i i s c  ': 1 lanalyse colorimé-trique s i n s i  qu' :. 1' Etudc c!?~olli?tographique. Lez; solut ions 

L i-liailolique ' 1 , S ci; 5C\ 13 1 CO, conccntrLcs :, 20 r l  e s t  so~uxioc 2.u dosage colori i ld-  

trici~~i! de:. 1d-r7-r7céty1 licnosm-ines . ( procddG dc KIaSlG, Sli'l~d~lli~GGCR aZ; LULLIR,) 

C - ~ S ~ L L E ~ R P  DCS OLIGVSIDES Dg LA FIiACTIC>i\r "TEUTL~Z" 
-A------ ----- ---- --- 

1 - Ch.ro*~atogr.~.phie sur colonne de charbon-Ccli'ce 
- .  - - -- - - ----- - --4 -. 

idous appliquolis l c  proc6dL cle cluloiiatograp~,iiie dladsorption 

8 . c ~  oses e t  des osides sur colonne de charbon-Celitc selon ir/IS'ilL;~il e t  DUZSQ. 

l i i< lu t ion  clcs glucides e s t  r éa l i sdc  p2r l e  passage S U C C C S S ~ ~  d'ezu ( Clution clcs 

. io~~osnccharides ) c t  dc: so lu t ions  aqccuscs d16tlin~iol de colzcenlrctioii croissante  

tlc 1 ,S  :: 20 p 100. 

Le clia.rbon ( ~ICSI-VIT 5Li ) e s t  lave plusieurs f o i s  ltceil. 

dis-billLe par  ddcantation p,ur 6 l i i ~ i n e r  l o s  particules trol2 î i ncs .  I l  e s t  t r a i t 6  

par 1' acidc chlorliydrique concentrd puis yar 1 ' ?au disJcillCe jusqut b ncu t r a l i t d  

il cs'c clwnite sdché à l ' a i r  l i b r c .  La Cc l i t e  ( Ti0 535 ) e s t  lav6e plusievss ï o i s  

p2.r cl-Lcan'cci-tion avec de l'eau. d i a t i l l 6 r :  e t  s k h é e  à l ' a i r  l i b r e .  Le ilidlange à poids 

poids 6,aui: de charbon ct dc Celi-LL r s t  in-l-rodui'c sous f o m c  de suspension dL-tns 

~ m c  colo~%ie ( CO :: 5 cx ) puis 12v6 ~ G L U C  à, t r o i s  jours m e c  dc l 1 e " ~ i  cie uiaiiière 

2. bian t a ~ s e r  l e  sluppor-t chroi?latog;rashique. 

Une so lu t ion  aqucusc ( 1 L) de glucides &. 1 p 100 de l a  

î r a c t i o : ~  "!ieu'crc" de l lac&tolys,nt  dLsacCty1d clcu glycopep'cidcs f3 c s t  applicju6c 

eu  sosie-L de l a  colorme. Les glucides sont  a l o r s  d6placds par  cles solu.tions 



aqueuses drCthanol ?L raison de 15 i,il./i?. Le l iqu ide  e f f luent  ( 5 1, :so~s clmcui?e 

des solut ions de d6sorption ) e s t  r e c u e i l l i  par  f rac t ions  de 723 ~ 1 1 .  qu i  sont 

évaporées à siccit-6 e-t Studiées par clu.oinatog;raphie  LW papier (.al?-:: 6.ivers sys- 

t è ~ i e s  solvants.  

2 - Clrmlato,-raphie e t  électrophorbse :>r&parative sur papier 

Chacune des î r a c  t i ons  o a t e n ~ ~ c s ,  e s t  cliro,l:-i l-o;ra;-:iiéc s~?r papier 

1Prla'mian f1°7, clans l e s  deai  aystèrics 'c;u.ipoiis suivants : ,-t-bL~kanol - acic'e 'zcsti- 

que - eau ( 4: l  :5 ) e t  :7;~icine - acétuke d 'c thyle  - aciue acét i r i ie  - e?u ( 5:5: 

1 :3 ) . Après reperage des osides e t  lûcz d l u t i o l ~  à l ' e a u  c.iutLll6e, l z s  soluJi,ions 

d t é lu t ion  corrcsponùant à chaque coLnposé sont rassciiblées e t  souAlises h l ' a i a ly -  

s e  électrophoï6 tique. 

Les oses E'l~euJcrcsiî i o r ~ e n t  e:: milieu alcal i i r  Ces co~y lexes  

avec l ' a c ide  bcric~uc: e t  ses  s e l s  ;; ils s e  coinporterit elcirs c,)~ble 6-es artions . 
Ceite propî iétd e s t  ensui te  ,-lise 2 p r o f i t  dails l ~ é l c c k r o p ~ o r è x e  j r spara l ive  Ges 

Gisacciiarides. Li élec-tropliorSse e s t  rda l i s8c  en taapon b0rii.L~ 2.e ~ o t a s s i u m  h 

1 p. 1 CÙ de pII 5,2 g sous une tension de 1 5 v/ci i. Les ::ol.i1tioiis d' (;lx: l ion s~i l t  

aciclifiécs e t  ~ w i f i d e s  su r  unc inicrc cololme de clîairboii-Celitc. Le ts,:so1i bora- 

t c  e s t  élu6 par l ' e a u  e t  l e s  disacch.arides sont  dQplacés 9a.r m e  soli~kioii  aqveu- 

s e  d ' 6 J ~ l l a ~ ~ ~ l  3. 1 5 ijm 1 00 

3 - h i se  au point Put 1srocéd6 sens ib le  e t  reproduc-bible dc riïi;lger :>rùitiiigF' 

h ciiror,:ato~rapliie d.la.cisorp'cion su r  i?iicrocoloiîiie dc ~ ~ ~ ~ s b o n  , 
couplée la chramato,irûpl~ie 6.e partage su r  pap&er f o ~ ? r ~ ~ i - t  m e  ca r t e  polj~saccha- 

r idique caiactdristiciue de l a  p a r t i e  glucidique de ces glycopro-l;Gjlics, Los ais- 

prcin-bcs de c e t t e  car-te ressefi1bleiiJ~ aux " fil>ger-priii'i;$ des o l i , ? ;o ; )~~$ides  obte- 

nus i a r  ~iyclrolyse enzymatique cies pro t  éiiies 

10 111g. de l a  f r i l c t i ~ i l  stneutre51 de 1 'ac6toljrss~-L Gcs g lgcqe2 t ides  

sont applicLués au sormaJc d'mie colo1~7.e de char'noil ( 12 :: 1 clLi.). Le l iquide 

e f f luent  ( 256 fid. pourii cl?ac~mc. des s<,lu-Lions de désorl?'~ioii) est l j~opi l i l i s6  , 



puis chroi;?ûtogrciphi6 s u r  papier 'dlia.tmail ix03 dans l e  systknle solv2z.ï:-'; : :~ )~ id i j~e -  
- ,  " acéka-te dt 6tliyle - acide acetique - eau (5: 5 r 1 : 3 ) .  Les osi i le ,~ soi!.-i-  velus au 

rdac t i f  à 1' m a l a t e  d f an i l i ne  de 13A';K'I'iiI>Gii. 

1 - Cc~i~posi.i-ion des osides ( voi r  à ce s u j e t  p. 06) 
. ---- ....".--------- 

2 - Z'cude de l a  s t r u c t ~ i r e  cles osides 

Les osides soil-b rbclui'cs e t  l ' o s e  r&ùuc-bc;~irc -Le;;.:i;~~.:l cs-i- iden- 

t i f  i é  ei? c:li-ofiilaJco,yrap~iie s u r  - z y i e ~  ai~rks Luie 1iyi:r d jri:e chlorl~~i.~:'rique du c o ~ p o s  6 .  

2 mg. d'oside en s o l u t i o i ~  iims I ,:{:l. $.'eau. d i s t i l l 6 ,  sont r6c-i.i-hs par : ï . 1 ~ .  d e  

boroby$.ri_ire dé poJcassiu:l à. 220C pei$an-i; 18 :?. .L1e:.;c&:; ? J - ~ ~ ~ Y I ~ ~ I ; ' C  es.l d&c@~-i- 

pose yar l l a d à i t i o n  Ge quelques go;!-;tes d'.acide ac6tiqire : ; l~~cic . l  c-Y le:; so lu t ions  
3 . 8  

0btenu.e~ ,~oiî.t $.&arfis a &es <es rions pots: s im pûr UJ - - )c"*:-i S:I.C;Y :::,i,~: i-.le ~ ? C - G ~ T C  

colo;me Ge Dowea 5C, :: G ( fr>yy:e acide; ~ : , ~ c ~ s ~ i ~ ~  Lj-..:j\i; 1 x Ir:ci.!.) .Lc l iquidc 

e f f ' l u e ~ t  e s t  6vqlors Li sicci-i;<' eJc l e  r&sic.u est î e j ? r i , ~  plii,sie::xs f'i>io :,;il. cilel- 

ques r i i l l i l i t r ~ : :  de m6-t]iaïlol que l f  on 6v~,-ore pc~r vell-Lila-kiiiil. C!;1 ,.::!%:!ini: z h s i  
. .  

1 t ac i& b o r i r y ~  ei; 1' on ob-i;ie;l-t, 2 1 6-tü,t pur, I oside ~e:_i~l~c i.. t 1.2, CO.-:.posi- 
,. 

tien nr:lûire en Lcse es'c dl5-Lcjmii-;6e .:clal? l e  isr:ic;.e O-psrztoire j r c k < : ~ . c :  L6cri t .  

Llnside r:dui-i e z t  ily<irollJ.:;< ( i i c l  21i 1, 1;.~.~'<, :Ls) eJc l e s  
- - -  - . , 

ions cldore m t  61 1;,5 &s pz.* un _ p s s , ~ c  çmms ;pe-bitl: c l , lo;~?e ;..c i>uul:'i2~e .:il i';?,~. 

Lc, sclutioj: efflucil-i;i; , &vapi.& J. sf cci-i;b e:--i; s o ~ ~ i s e  1- 1 <?ilcil>r~c & ~ - t o ~ ~ ~ p h i -  

que en ?~Csciice !leci t 4..ioins In-kor;..~~:; PLWS . 

Noinu ai:.o!>.i;oils l e  r>yoc<thQ de G.6-Ler;.:i;la-tii,:i rins:ii, i:ulCculai- 

r e  de*: glycqjeptii-es par gel f i l - i ; r a t i a l  d t & r i J ~  E.lE!Prfl et CZ-1,' ( 195 ). 

3Iuu.s u t i l i s o - , ~  m e  cil.onrie ,.-:e '1 )O cil.. ?.ci ~ L ~ Z ~ X L C L I X  ::i' 1 ,8 ci;;. 

Ge 64,aaètre, si l icoll6c avec c1.u l+ddorc;il k1~~2.;Wfugi3~ i l f i i l  Zli-iji-Lcr le:, êi"Le-i;~ Le 



bord. Lc s6phade:: G-25 fiiie e s t  r'is h confier t r o i s  j o7 . s  (:.:~I?.U 11ea1~. ( l ig- t i l lée ,  

après plusie~xrs  lav?.ges 2 1 ' eau d i s t i l l é e  , iu !. i l . ~ ~ n i e r  lavc;;e CS; e;'f ec tu4 avec 

1-e tacqon c l ~ l o r ~ ~ e  de sodiur: i!;l 5 , qui  s e rv i r a  i:.e -Ca~p*i!i cl.'!<lu-kic,;i. Lc ge l  e s t  
- -- 

elisuite clQgc~z6 sous ~ i d - e  p i s  vers6 da is  12 colonne. ~loi:-: c'6-:)c,son:: h, lc: surface 

du ge l  wi &chai-Cillori 6.c i ,2 y . 4 .  (.je solu tio;l correspoili'.üï~-b 1; ( . ; , c i  ii?:,. L i  9siiLe e-t 
, , de bleu Dex-Cran 200~. LI :.:lu.c.l; rec.vi.s>illi frac'eim (le i:ll. .:~LI.-:~S l e s  1 (! j.;n. 

au. co l lec teur ,  coJc SGLU:;~:: ;ILI ci:'sa,;: coloriïrlCi;riqucc c:e D.bEI812 ,--1 al+ ( 196 ) au 
pli6nol--sulîuri(i~ie . icous ayi~lLgu.ons ce prcscGG.& de i'L,.;-t ::i;ai;;;itiijï1! ~~~.::ro:.~h12.i;ivc de 

l a  iiiasse i-~oléculnire ai>:; tri- '~Ctra- et ]:)en-tasaccli~.ri&x. 

1 0 i!lg. il. 1 oside :;cil-t acGtolys&s ps-r (?,21 i.: 1.11. <-11 i.lt ilangc ac6- 

tolysan"t p=zd.-nt 5 joi;xs 2G°C 1-17 dih'i.6e iie 1 ' ü c  ,iJ -'- lolyse 2L~r2;i-2 6.:; p~&.l&l~file:lt 

$.é-Lcrrninée par Lue é t~1c.e cb6-kique 6.e 1 aco;io:l ci2 r,:ac-Lif EL f ~ . ~ ~ ~ . c t i ; ~ ~ ~  6-u -beï!lps . 
Les corqos6s a i n s i  obte1nv.s soïit j.so]:js &" 1 1  i:.'~n.t - .j!ir. p,zr c!li:c.i;l;r4.tc:g~ff13~1ie A ;?r,';nare- "2 

t i v e ,  -p~-lis r4dui ts  e t  lly<rclys&s (11~:~ 5 i<;G3C je;.:d.cll-ii Z :I.) .Lc:: ly-::r&yszts 
1 ,  sont  pLrifi&s eJc c~vi:e?a-tc>:,yüp 26s ~ 1 1 ~  ;,ij.-,ieï A .$ ' . ! ~ ~ a ~ g ~ i ?  s;? lr:':seilc~ -cc,;fioiii.s. 

lat6raus: pux-S. 

Lc .~:odc op<rz tohd  . d&cri-t  e-- .J c e s t  apy,liy.& c~-:c: &ile'r: osices 

préslableriienJc rrac!uii;s. iioii~j obtenùi_s i par rcet-olgse (2. t r2.1 xc1gc~sid.e r6dui.t-, 

( reyir: sen t6  ci-dessous, c-i; y e r i : ~ e m ~ . ~ ~ ' ~  le:; oses il9 2, C d . ~  LI - J; :, '..: L .Tt?. i - t )  , 

l c?-em; t p v s  osides 2 - 1 c 
- - Ces  sid des réduc-i;curs : ;\ --3 3 ; CI + 3 a -..? :0 

i-Col - iies osides y&du.its : B --:) D 1 ' ~  -3 3 -+ L, 

;eu& lee:, csiL'cs 16clu.c 'ceurs do;u2.,elit -aie r6ac Cioil posi i ive m e c  1:: r6ecti.f h 

l'o::ül,,'ce 2 'ani l ine.  Liac6i;oiyse des - ~ ~ l ~ r o s i i z s  r&dv,its eJc ii_o r 6 i u i t c  iious Ï?er- 

n e t  (le G.6teimîner avec certitucle la  disposition. Ces oses l e s  u n  pi' r?23porJ~ 

aux au t r e s  :LU se in  du polysacc1ic;ric'e. 



Uous u t i l i sons  l e  procédé de I 3 J l J  c t  co l l .  ( 137). 10 1 - g  

d'oside sont dissous dans 3 m l  de dirnéthylformamide ( DlïF:L ) auquel on ajoute 

2ar pet i tes  r ~ a n t i t é s  1 ml de iodure de méthyle e t  Ig d1 oxyde d'argen-t ; après 

agi ta t ion  du nélange pendaht 24 h on procède à imc nouvelle additior, de 25 r d  

de iodure dc méthyle- oxyde d'argent . A'~près 8 h d'agitatior,  l a  sol.üJ~ion esJi 

f i l t r é e  e t  l e  f i l t r e  e s t  lavé  par l e  chloroforme, Lti solut ion obtenue e s t  

abandonnée h 4 O C  pendant 113 à( 24 h a f i n  de l a i s s e r  c r i s t a l l i s e r  l e s  s e l s  d' tir- 

gent colloïdawr e t  l e s  formyl-dérivés qui  scront éliminés par f i l t r z t i o n  . L c ~  

solut ion c s t  ensuite séchée su2 su l fa t e  de sodium puis évaporée ; l c  résidu, 

r e p r i s  par 1 m l  de iodure de méthyle, 0,25G g d'oxyde d'argent e t  0,150 g de 

su l f a t e  de calcium anhydre e s t  chauffé pendant 4 h à ref lux . CeJcte opéralion 

eu t  répétée 4 fo i s  . Lprès extraction de l ' o s ide  par l e  cl?loroforme, on procédc 

à l'hydrolyse des l i a i sons  osidiques ( IICL 41Y à 10G°C p c n d a ~ t  4 h ) 

- Lction des I\T-acé t y  1 glue osaminidases . k 
lious avons u t i l i s é  des prtparations dc il-acéty-1 g l u ~ o s ~ i i n i d n s c  isolees de 

l a  r a t e  de Boeuf c t  d t l spe rg i l lu s  n iger  dans l e s  conditions suivavl-Les : 1 ,5 mg 

d'cnzymc pour 0,500mg dl  oside en solot ion dans 5 m l  de tcmpon ciJ6rcJce dc $1 4,4 

maintenu à 5 7 O  pendant 46 h, en présence d',une gou-ttc de toluènc. 1-près l~ydro- 

lysc ,  l c s  protéines enzymatiques sont prdcipi tés  h 60° pendant S 1x1 puis ccntr i-  

îugées. Lc surnagw.n-t p u r i f i é  sur  résines échangeuses ci1 ions e s t  concentré 

puis sowriis aux dosages colorimétriqucs a i n s i  qu.Ià l ' m a l y s e  clreonsto~aphique-  

- Action des @ -D -galastosidauc . 
ilIous avons u- t i l i sé  des préparations de D- galacJ~osidase i so lées  de ~ W C C  e 

de l a  r a t e  de l3oeuî c t  d' iLspergillus nigcr  dans l e s  mêaes conditions ü $1 4,2. 

(%) l e s  néthylations ont Sté effectuées par llonsicur B. FûUPJTST 

( W ) l e s  hydrolyses ont étlé effectuées par IIonsicur S. BOUQÜTZLT 



2i - ACETOLYSE DES GLYCLATES 

Les travr;x,-: ~11t f r ieurs ,  cîf cc tuos sclr A,ljl,iiCBCS~C2i c t  

iiOlTTIEUIL ( 196 ) sur  lfhyd?rolysc inCnrzg4e p a ; ~  l e  Dar~ex, des glycope-tides de l1ovo- 

i~iucoïde nous permettent de t r ace r  une 6tude coiilp~;rdc cic llttcLtolgrsc e t  cle 1 ' 1 2 ~ -  

drolysc rii61îag&. l~ous avons i l l u s t rG  par l a  f i zu re  28 l e s  résul-LLlt-e ilouu avons 

obteiius e t  qui  s e  rLs~unent de l a  mt*niere s u i v a t e  : 

a - Contrairenent à l'hyclrolyse ménag6c par l e s  acides di luds ou par l e s  

résines polystyrè~ie sulfoli6, , 1'acStolyse l i b è r c  des quanti.l;Ls '~rCs fa ib le s  

ciloses e t  m e  pro:2ortioli Clevbe d'oligosides. 

b - LIa durCe (le l 'acétolysc doiL % t r e  d é t e m i n 3 ~  ';OLT cilaque -L j~e  de 

imo16cule nu cours d'une i-" ludc cin6tique de 1' ac'cioli du r(1ac-i-iî zcd lolysmi; eii 

f o ~ c t i o n  clu temps. 

c - L'l~~rcirolysc rn<:?ag<e coupe prCî6reiltiellement l e s  l ia isoi ls  li-dVc6t.y1 

osari~inidicjues , tandis que 1 1 acé tolyse parte cssen tiel1e~:ien-i s u r  l e s  lis.iso;is 

~ lycos id iques  des oses "neutres". 

2 - i~kudc quanti tat ive de 11ac6tolyse des glycopeptides -- - ---------- --- k 
e - 1 yua,~i$~i-b-a~iyi.L~ -dee $~-q~t&?dc'e es  -L l i ~ c  au. C ~ Q ~ L  cl.v. i3roc id6  

de désac<-tylatioii. U i i ~  &tude c r i t i c~uc  des divers  yrocLci6s de i ' - i~~sacJ-tylat ion 

sous a permis de r e t e n i r  l c  proc;dé au cr,LLho::j~dé Cie sociiuï., iTous ov,:?~ conîimd 

l e s  r6sul ta ta  obteiius ai3 cours dc notrù Ltucie pr6lirinizire c'tais l o  t ab lec?~~  

b --1&-~cl.e~ $o la s ~ ~ ~ q ~ l i J  <+ .;c.&;i;i~c~ _L?iL$~r.eiins- txoe~. $g Li&- 
s on2 o~s~d.&~c~s- gkagigs~3~- g ~ - t . . ~ ~ ~ t ~ q ~ l ~  ~ ~ - ~ c ~ 6 - - k ~ ~ l -  &gcosaa2~yl. ). c7~e.s- &,;c.o2-e~t&cles 

Ides oscs 1-ibres , contmeilus dzli3s 1,: f rac t ion  "11c.u Crc ' '  i ~ c  l l a c c  tclysn i; g lu cope-pti- 
P 

dique so1l-t prsseiits ci: t rop fej.ble c;u~j?t i t ;  Tr;r rx;>por-i- au;, osii-CS -cW 2 ~ r e  dos< 

avec pr6cisio1-t. POLW CC t - L C  r a i s o ~ i ,  nous nppliç-ions 1c proc&&i clc îrC~cJ~io;iiîer~eii-i; 

cles oscs e t  cles osides s;r colomc dc clzarbon ( Pi:;. >si; t i ï i ; :  ;.c S.osc;- l e s  

c:luats 11 c.;alac"cse, 1 ù  i:mrz;~ose c-i; l a  IT-ac&tyl ,lucosrufiii~c. ih!c cL~G.li(~ilc c'ce 



Figure 28 

Chromatographie sur papier des bydrolysats partiels par le 

Dowex 50 (b) et des fractions nneutresM des ao6tolysats des 

glycopeptides de ltcrvomucolde ( aux temps I , 2 , 4 jours). 
Chroaatographie dans le système solvant n-butauol- acide aoé- 

tique- eau (4:1:5). RévBlation au rBaotif à l'oxalate d'anili- 

ne. T : témoins latéraux purs. 
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1 - Frac tioii osidique iieu'cre 

2- l~rlictioii zlycopeptidique 

1 - Prac tion glycoyept id i~uc  



% EN GLUCIDES 

(en m l )  

POURCENTAGE 
EN OSES LIBERES 

a- Ch.rama%o~maphie d-'ad~orp%Xan dse ases i ~ i a s  asides s u r  

colonne de charbon-Ce li te, 



l ibéra t ion  des monosaccharides ( Fig. 29b ) nous montre que l lacé. tolysat  corres- 

pondant à une durée de 4 jours, renfeme 34,4 -p. 100 de galactose , 5,1 p.100 
de nannose e t  14,7 p. 100 de Iiacétyl glucosamine . L'ordre de s t a b i l i t é  décroi- 

ssant  des 3 types de l i a i sons  e s t  donc : 

Liaison nannosyl Liaison IT-acétyl glucosaminyl Liaison galactosyl > > 
Remarquons cependant que l ' on  ne peut général iser  m t e l  résu.1ta-i~ car  l a  s tabi -  

l i t é  des l i a i sons  glycosidiques e s t  également fonction de l a  - ta i l le ,  de l a  for- 

ne e t  de l a  s t ruc ture  du glycanne; de ce f a i t  ces r é su l t a t s  sont  spécifiques 

des glycopeptides de llovomucoide. B 

B ISOLEIE~~ DES OLIGOSIDES DE LA FFACTIOM "JEUTRE" 

1 - C h r ~ r a a t o ~ a p h i e  sur colonne de charbon-Celite 

Chacune des solut ions de désorption, chronatog~nphiée sur 

papier Uhatman I'J03 dans l e  système solvant n-butano1 - acide acétique - eav. 

~ c " - L I ~ C  ( 4 : 1 : 5 ) , donne 1 l irûage d 'une car te  polysaccharidique compl-cnaht m e  x r i n ~ " ~  ' 

d'osides ( Fig. 30 p. 112 ) 
Cependant ce i~rocédé ne représente pas à l u i  seul  mie 

néthode de choix pour l l içolement  des osides à 1'étil.t pur, chaque f r ac t ion  

renferme en mélange 7 :à 7 osides q u ' i l  convient ensuite  de Îract ionner p u  

clwonatographie e t  électrophorèse préparative sur papier. 

ITous avons isolé:  16 osides hornogèiies ( Fig. Tl p. 11 3 

e t  Pig. 32 p. 114 ) 

2 - IEse au point du procédé de carte  chramatographique des osides 

Mous avons u t i l i s é  l a  f rac t ion  "neutre" des ac6'~olysuts d ~ i  

glycopeptide f de llovomucoide, dont nous disposions des quan t i t j s  élevles,  

pour mettre au point not re  procédé. La f igure  33 m o ~ t r e  que l a  chrorlatogiraphie 

sur papier des éluats  éthaiioliques ( 1 ,5 - 3,5 - 5 - 7 :  5 - e t  10 p. 100) des 

colonnes de chrbon-Celite permet de mettre en évidence 19 o l igosocc l~ r ides  



Figure 30 

Chromatographie sur papier des différentes fractions de désorption d'un fractionnement 

sur charbon-Celite de l a  fraction "neutrew d'un acétolysat de glycopeptides (3 de ltovomu- 

corde ; l l é l u t i o n  de l a  colonne e s t  effectuée par un gradient discontinu en alcool:solu- A 
i-L 

t ion  h I,5 ; 3,5 ; 5 ; 7,5 ; IO ; 15 p. I O O .  Chacune des fractions de désorption repré- IU 

sente un volume de 4 ,9  1 reparti en 7 sous-fractions de 700 m l .  



31 
Chromatographie sur papier des oiides A B P isol6s de la iraution 

'*neutrew d'un acétolysiût des glycopeptides P de 1'worrrooZde. 

SystBiaes s o l v ~ t o  t 

a: n-butanol - aoide ac6tique - eau (48185) 

b: pyridine +cetate dt8thyle - acide au6tique - eau (5  $58183) 

Rh6lation i lloxalate d'aniline. 



Figure 32 

Electrophorbse sur papier Whstman n03 des oside6 A B M. 

Tampon borate de sodium de gHx 9 ; fi v/om ,durée 4 h. 

RévBlation à ltoxalate d'aniline après elimination du bora- 

.t;e de sodium par pulv6risation d'une eolution de méthanol- 

acide aoetique (4x1 ). 



C omlîor tenent  chrom togrsbphiciue der, os icles lmr ra~por- i ;  iz LEI 

t6nloi.n inter i le  co1içtitu6 de galactose claïis l e s  cle~z: systèrie:: 

s o lva~ i t s  s u i v ~ s i t s  : 

a - Butaiîol - acide c?cctique - cau 4': 1 : 5 
b - PyriLbie - acé ta te  d r  étliyle - aciiie ecGJcicue- 

eau 5:5:1:3 



Figure 33 
Procédé de oarte polysaocharidique des fractions 'neutresw 

(IO m g )  des ao6tolysats des glycopeptides () d6sac6ty16s. 

La chromatographie d adsorption sur charbon-Ce li te (1) est 
couplée avec l e  chromatographie de partage sur papier (2) .  

Papier Vhatmaa n03, durée 28 h. Syst&me solvant : pyridine- 

aoetate d'éthyle- acide acétique- eau (5~5~1: 3) .  



nettenent individualisés parmi lesquels 4 disaccharides, 5 '~risacc!iarid-es , 3 

tétrasaccharides, 1 pentasaccharide et 1 hexasaccb ride. 1 0 ngo de glyc2pepti- 

des suffisent pour réaliser une carte chromatog-raphiquc. Zn o~~kre, des e::p&rien.- 

ces nous ont montré que les résu.ltats étaient parfaitement reproductibles. 

L'étude de ces cartes pelaet de mettre en éviiieiice clee diffé- 

rentes parfois très faibles dans les séquences de monosaccharides cons.tituant 

les glycmes de glycoproteines diverses. Son applic~tion nous paraî-k -artLcu-. 

lièrement indiquée dans le cas de l'étude comparative dc glycoproteixcs hoinolo- 

mes, comme celles des milieu sains et czncéseux, dont on dispose géil6ralernen5 

de faibles quantités et dont les faibles variations de stmci- ire sont difficiles 

à saisir. 

C - ZTUDE DL, STRUCTURE D3S OSIDES 

1 - La composition centésimale en glucides et les rapports nolaircs des oses 
sont déterminés en appliquant les procédés décrits précédcment ( voi~ p. 86 )., 
Les résultats sont rapportés d2as le tableau XI. Ils peuvent se résuries de la 

façon suivante: 

a - Les osides A à 11: sont constitués en proportions vzriables clz 

D - (+) - galactose, de D - (i-) - mannosc et dû IV-acétyl I> -(i-)-glucosaixine 
( Figo 34 p.120) 

b - La déternination de la nature de l'ose réduc.ieur nous jxfoimc 
des modalités de rupture sélective zu sein du glycanne. A l'exception de lZoside 

B , identifié à la N-acétyl lactosamine,t-oua renferment Lme mol6cule de D - ~ Y ~ o - .  

se cn position terminale réductrice. Dans 13 majorité des cas nous avons identi- 

fié le mannitol par chromatographie sur papier ( Fig.35 p. 121 ) . L1icientil"ic 
tion du mannose en position terminale réductrice nous pcrmct de conclure quril 

existe une coupure sélective des liaisons mi?nnosylo 

c - iJom déterminons la masse moléculaire app~oxinative des osides : 
E, F, G ,  B, 1, J , K, L, 14 selon le protocole décrit page 104. Les résuJtats 
que nous obtenons, sont rapportés dans le tableau XII c-i illustrés par la fi@--- 

re 36 p. 122. Les masses moléculaires trouvées sont en parfait accord avec celles 



déterminées au cours de la composition centésimale des osidcs avant et aprbs 

réduction ( voir à cc sujet le tableau XI ) . 

d - La révélation des chromatogra~nmes avcc le réac-tif au clilorme 
de triphényltétrazolim de TPSVELYAIT,PROCTOR et HAHUSSOM ( 1 38 ) nous inf orne 

des modalités de liaisons entre l'ose réducteur et l'ose qui le précédc. Le 

chiorure de triphényltétrazolim, Lrcolore, est réduit par les sucres en tri- 

phénylformazaui rouge, à la condition cependant que la fonction alcooliq~ic du 

carbone voisin du groupement réducteur soit libre. ( Fig. 37 p. 124 ) . Linsi 

les osides C ,  E et F ne donnent pas de coloration rouge ,on peut en conclure 

que le carbone 2 de 1' ose réducteur est donc engagé dans une liaison osidiquc. 

2 - fJous nous proposons de décrire en défail lcs résultats que nous avons 
obtenus & propos de chacun des osidcs . 

a. - Préparation et isolement 

Lioside A est élué avcc les osidcs B ( il-acétyl l a c t o s m ~  ), G, 
K, L, II  dtune colonne de charbon-Celite par le passage d'ét-hm01 h 7,5 p. 100. 

Sa vitesse de migration est sensiblement la même que celle de l'oside i3 da= 

la plupart des systémes solvmts, seul l'électrophorèse dans le taqon borate 

de pH 9,2, nous pcrmet d'isoler ces deux composés à 1'6-iat pu. 

b - Structure 

Lioside P. a été identifié au- 0-p~-2dés oxy-2acétmido gluco- 

pyranosyl-( 1 -4 4 ) - mannopyrannose . 
- Le D-mmose ct la ri-acétyl glucosa3:linc soi?% dans LUI rapport dquiiloléculaire 
- La chromatoggaphie de l'hydrolysat de lioside réduit par lc boroiiydiwe de 

potassium révèle la présence cic mannitol. 

- La pcrméthylation de cet oside et ltLulalyse c2lronatograpliique en pllauc 
gazeuse des estcrs rnéthyliqucs laisse apparaitre lm pic dc 3 4 6 trie rinétl1Y1 glu- 
cornzinc ainsi qulun pic dc 2 3 G tri-0-méthyl mûumose. 



Coinposition cent6ssiiiiale e i  i lolaire des osides iL h J I  i so l é s  $'LUI nc6'coljsât 

des glycopeptides e de 11 ovomucoïde . 

- -------- 
Oses 2.nev.tress1 totâwL 1 2 78 17 1 G1 4b 88 ÇS 76 14 17 I 4- 42 

*aQouw I .  

Conposition cw&mna 1 c 

Oses "neu 'crcsu/ma~ines 

. --.-- --=----- --- 1 Les osiCes rUduits / 

1,2 $0 1,l / 0,7 i)S 2jl $J 1 111 î 0/7 

C ozposition riolaire 
- -  -- --- ---- - "  ---. -- 
D -(-i-) --iia.ni~ose 

i 
~ 1 0 1 2 1 i L 2 % 2 2 2  

Oses 'fneutres:' to.tau:: 1 7  1 1 O ï 14 56 1 5  71 Ur: 77 21 



ChPomatographie sur papier des hydrolysats chlorhydriques 

purifiés sur colonnes échangeuses d'ions des osides A à BI. 

Papier %atman n03, système solvant : pgrridine - acétate 
d'éthyle - acide &cetique - eau ( 5:5 :1: 3 ). Révélation 
à l'oxalate d'aniline. T : témoins d'oses purs. 

Glcl! : glucosamine ; G a 1  : galactose ; Han : manose. 



Figure 35 

Chromatographie des  hydrolysats des osides A à JI préalablement 

rédui t s  s u r  papier Chatman n03 dans l e  système solvant : p;pi- 

dine - acétate dlQtRyle - acide acétique - eau ( 5:$:1:3 ) ; 
durde 18 heures, Révélation au n i t r a t e  d'argent. 

Man : mannose ; GlcR :glucosamine ; Man-itol : mannitol ; 

GloN-itol ; ~lucosarninitoL ; T : t6moins. 



POIDS MOLECULAIRE 

k'ier;t~~e 36 

T)Btemtirtation du poids moléculaire des osidea par ge l  filtration 

(colonrile de Sbphztdex G 25 fine, 'r 70 x I,8 cm ). 1:hution avec 

le tampon NaCf 0,35M, fractions de ?ml en 10 m , 



Détcmiiiation Cu poids nolécula i re  des osides par g e l  ï"i1.tratioi-i 
- - ------- - - -- - - ------- -. ---- -- - - ---- - - -.-- 

Echantil lon ?"-Coefficient de 
I 

F'oids moléculaire 2oiZs . iolGculai 

4- d i s  t r i b u t  ion  trou'r6 1;: Cor Fque - - --- ------+-- --- ---- ----------- -- ------- --- 
Glucose 1 O0 A (7 l iJL1 

Lactose 1 07,G ,4 2 



Chromatographie sur papier des osides A,C,D,E,F,G,H. 

A- Révélation à 1 * oxalate d 'aniline de PARTBIDGE. 

B- Révélation au chlorure de triphényltétrazolium de 

TKFTfU.,YIIN, PROCTOR et HARIiTYSOPI ( $3S ) . Les composes 
C,E et F dont l î h y d r o ~ ~ l e  est bloquO en 2 ne réagissent 

pas avec le reactif B. 

Papier Whatraân n.3 3 , systhme solvaxt n-butanol - acide 
acétique - eau ( 4:1:5 ). 



- LI hydrolyse enzymatique paz l e s  B- IV-acdtyl glucosarainidases coupe e 
l 'os ide  A . Il s ' a g i t  donc de ltanornérie 

1 - ------1 
i OSIDE B 1 
i 

a - Pr6pcaration e t  isolement 
w - - --A 

L I  oside B e s t  élu6 d'une colonne de cl,arbon-Cclite par l e  

passage dl6tlianol à 7,S p 100, puis i s o l 6  à 1' Gtat pm p2.r 6lectro;?horèse 13r(>- 

pûrative dans l e  tampon boraté dc pI3 3,2. 

L'oside B a é t é  i d e n t i f i é  à lt: 1. - acé ty l  l=cJ~osmlinc (' O - 
D - g a l ~ 1 c t 0 s ~ l - (  1 . 4  )-2 dCsoxy- 2 ûc6tmido gluco,-ryrnosc ) de l L x  ~ i m i b r e  

B 
suivante : 

- Le D-@lac tose et l a  Ti acéi-jrlglucos?~nine son$ ?kns m rappor l; C q ~ ~ ~ o l C c ~ n i r c .  

- La chroriatographic de 1 'hydrolysnt de 1' oside r édu i t  par l e  borbi13;i'munc clc 

potassium révèle  l a  présciicc de galzc tose e t  de ,~.2acosc2nliiitol. 

- ,LI pem6t ly l a t ion  e t  l ' a aa lyse  chroraatograpl~ique des e s t e r s  :~L:-L;;33rlipes l a i s -  

s e  apparaf t r e  LUI p i c  de 2-3-4-6 tétrn-O-méthyl salactose e t  m p i c  cic 7d clii16- 

thy l  glucosamine, cc  qui  ii,lpliquc ui1c l i a i s o n  du type 1- 4 . 
--Ce résul-ti l t  e s t  d ' a i l l e u r s  conf i . i i 6  par  cliauifage en riilicv. alcali;? de cc 

c0r~ipos.4. Gn e f f e t ,  chrLuffé à 1 00° penclant5 51n en présence c?e cz.rbvaate de so- 

d i ~ m  0,l 8, il n:, f o m i t  pas dc chror,logèncs, ce qu i  irilpliq~xe -221 blocage Cc 1 ' 
hydroxyle en 4. En mil ieu alcali;? l c s  E-acétyl ilcxosilr~incs s e  c'C:,~aGe:iL en don- - 

liant 3 clîromogènvs q u i  s e  fori.lent pnr dcshydretatiori de 12 1T+.céJ~yl gl.-L~cosaiuine 

à partir de sa  f o m e  furanose. La fonia.tion cic chrornogénes n l c s t  douc possible 

que s i  la  fonction hydroxyle en 4 dc l e  N4cétyl hexoscvlline e s t  l i b r e ,  

c- Discussion 
----- 

Notons que ce t oside û 6 t é  obtcnu a i t Q r i e u r c m l ~ t  par -'UJ- 

CHOSSOIJ e t  1"101\iTPIEUIL ( 199 ) à p a r t i r  d f u i  hydroiysat dc 1 1  o ~ ~ i ~ ~ c o i " ~ ~ .  I l  G o r -  

respmd. h l ' os ide  1 . Ces auteurs ont f a i t  deux rcrlzarqucs au suj0.t Ces i iod~. l i i6s  



dc l ib6ra t ion  de ce t  oside que nous résumerons t r è s  b r i è m ~ ~ e n t  : 

- ce t  oside a é t é  carac tér i sé  dans divers glycoprot6incs e t  oes a ~ ~ t e u r s  posent 

en liypothèse que l a  lSebcétyllactosan~ine pourrait  bicn 8 t r e  im c c m s ' c i J ~ ~  commuii 

à l a  plupart des glycoprotélnes contenant du galactose e-i- de l n  iJ-acétylglusosa- 

mine. 

- l a  l i b é r o t i o r ~  précoce de ce t  oside au couss de 11iiydrolyse pen-let de conclu- 

r e  q u ' i l  s e  -trouve en yosi t ion "extei-ne"ar rapport au r e s t e  d-c 18 i~1016~d.e. 

ct - Prdparation e t  isolement 

L i  oside C e s t  &lu& d ' 'une colonne Ge cilcizboïi par l e  passa- 

f;e dyC:tlianol à 3,5 p 1007 avec l e s  osides 1, FI, J. II e s t  ellsuitc pur i f i6  pax 

chranatographie préparative sur papier . 
b - Structure de 1' osidc C - 
Li  oside C a & t é  i d e n t i f i i  au 0 -? -D- 2 66som~-2acétami<lo- 

glucopyranosyl ( 1 - 2 )-mamopyranose de l a  façon suivante : 

- Le mannose e t  l e  i\J--acétyl g l u c o ~ ~ m i n e  son-t dans ~ r n  rapport 6quiiiol4cuiaire. 

-:La chromatographie de l ~ h y d r o l y s a t  de l ' o s ide  r6duit  ré-vd.1~ 12 présence de 

Ilne. mannitol e t  de glucosa?,' 

- La pernéthylation dc ceJc oside fourni t  l e  3-1-6 kri.-0+~6tl7_3il glucosa!~ine e t  

l e  54-6 tri-O-néthyl maiilose. 

- Cette s t ruc ture  e s t  conf h 6 e  par 11utilisa 'cion da r 6 a c t i Î  RU tric'rdorurc 

de triph6ïiyltétrazoliwn. En e f f e t  l ' o s idc  C donne une colorc7-Lion ~z<,qt ive ::vec 

ce rGac-kiÎ g s e u l  l e s  sucres rlclucteurs r6agixscnt à coiiditiori qu-e 1; fonction 

a lcool  du carbone voisix du groupi?mcnt récluctc~ir s o i t  l i b re .  

- L hydrolyse cnzymûtique par los  f D-A"cétyl g l u c o s m ~ ~ i i l u s e s  coupc 12 

l i a i s o n  de l 'os ide  C . Il s ' a g i t  donc de llanonlLric . T 
c - Conclusions e t  discussio~m 

.A .y--- 

Remcrquons tout  d ' abord l e s  d i f  f 6rcïz-ts oo~llor-keraents en 

chjooinatogaphic d'adsorption sur charbon des osides 11 ( i~n~cé-tyl  g1dccsan;iiny.l 

1 -+ 4na1mose ) e t  C ( B-ac6tyl glucosaninyl 1 4  nc7,zmose ) . En e f f e t  l 'os ide  



li es-t 6lué pax une solut ion d 'é thanol  B 7,5 p 100 tanciis que 1fosi.de C es-t 

élu6 pur une so lu t ion  d lCthmol  à 3,S plUO. Les cor~posés renfemant  des 

l i a i s o n s  glycosic&Lques du type l +  4 sont  plus Îor tenent  ailsorb6cs cl~xe ceux 

renfermant des l in i sons  glycosidiqucs d-u t y - e  1 4 .  La ~ h r a n a t o g s p l ~ i e  s u r  

colonne de charbon-Celitc const i tue à c e t  Cgi.rd un p-océdL de S ~ ? Z ~ T ' . % ~ O ~ I  de 

2 isomèrcs en n6lange s e  d i ~ t i i i ~ a n t  pur l a  diversi-l-6 de l e m  l i a i s o n  O-gly- 

cos iclique . 
- La. s J ~ r u c t u r e  de ce-t oside est à rapprocher de c e l l e  de l'oside a, i s o l 6  

pnr ADAlLCHOSSOIJ c t PiOIYI'P&UIL d 'un hycirolg s a t  p a r t i e l  d ovofiucoide . CepidLant 

signclons q u ' i l  n1e:ristc pas une pa r fa i t e  concordsnce en t r e  leu  v i t e s se s  de 

migration CLo~m.&es p?-r l e s  auteurs  ( oside VI : - 0 ~ 7 0 )  e t  l e s  notrcs  ( 
Rgal- 

oside C: RF" 1= 0,81 d m s  1c iieine systènc solvant : n-butmol - acide iicitique 
-12 

- e a u 4 :  1 : 5 .) 

OSIDE D [ .  i 
a - P r 6 p r a t i o n  e t  isolement 

L'oside D est Glué d'une colomle de charboiidoli-L;:, pz l e  

passage cit(-thaiiol à 1,5 p 100, puis p ~ w i f i é  en chroin?'~ogrql~ic sur 13a:~ier . 
b - s t ruc tü re  de l ' o s i d e  D -- -- 

L'oside D a é t é  i den t i f i h  au 0 - 0 ( - ü - p ~ a ~ 1 o ~ ~ ~ a l o s ~ l  ( l + j  ) 
iïiamiopyranose ( ou mamobiose ) de la  façon suivante : 

- L ' 117oir~olyse f ous7niJc uniquement du D-mannosc . 
- L'hydrolyse du coi?lpos6 prénlablc~lent  rddui t  i~on-tre l a  d i spu i -L ia i  d'une 

m o l ~ c u l e  dc riz~zntiose e t  l l a p p m i t i o q  d'une ilioléculc de nanni to l  . 
- La pcmi~éthyla-tion fourn i t  l e  2-5-4-6 t6 t rad+n4thyl  D-inannose a i n s i  s e  

l e  2-4-6 -tri-O-dtilyl D-JTI~~IOSC.  

-- Ce compost: rCagit  avec l e  r 6 a c t i f  au chlorure de t r i f l i é i~y l  -Cdtrazolium, 

13- l i a i s o n  1- 2 e s t  donc exclue. 

- Il es  t hydrolysé l e s  4 D-man.osidases . 



^ + ' 
OSIDE F 1 

1 
1-. ..,- - ..... . . . . i 

a - Préparation e t  isolement 

I l  os t  élu6 d'mie colonne ile charbon nvec ~uie so lu t ion  dl 

Lthanol à 10 p 100. I l  csJc pusif id ensui-te par chromatogr~phie SU sapier.  

b - Structure c?e 1 ' oside F 
---a*--- ----- 

L 1 oside F n. &O identif  ii au O-? -D-2dOsor;-2~oéta1iclo 

g lucop~a~nosyl - (  1+2 )-O- (3 -D-2désoxy- 2ac6tamido g l ~ c ~ p ~ ~ ~ ~ ~ y l - (  1-3 4 ) 
\ 

D-m~nn~pyr~anose de l n  façon su iva l te  : 

-. Le D-m~mose e t  1s i\J,.,c5-tyi giucosami..ne sont dans l e  rappor-t 1 :2 - La cluooniatog-sapliie de l thydrolgsat  de l lo s idé  récluit l ~ ï s s e  app~zz.ftre 

du mannitol e t  de 13 glucosmine. 

-- L1acStolysc dc l ' o s ide  F f o m i t  des trnces de mamosc e t  de gPd.coscdline 

a i n s i  que l e s  osides il ( i;-ac6réyl glucosamine 1 +4 ~najznose ) e J ~  C ( iT-ac6tyl 

glucosaï~iiiyl 1 -+ 2 inalmose ) clms l e s  proporJcions 5 : 1 . 
-- Cc co~~posC donne m e  r h c t i o n  36s-:ive avec l e  r éac t i f  au chlofirnc cle 'cri- 

phenyl tétrazoliur~i, ce qui confirme l e  blocage do l '!lyiiro:cyle cn :? c ? ~  11 ose 

r6ducteur. 

G - Discussion 
*------ . 

Lt61ution tardive de ce t  oside par vac s o l u t i a î  6.k11c~ioli- 

que à 10 p 106 rI1unc coloiîile d.c charbon peut s lexpliquer  p?-r 1~ ~~réxencc de 

2 molécules de iJ-2.c6tyl~lucosa1inc: pour une de rïannose. lhfi e f f c t  l e s  IIec6- 

tylhexosamines sont  p l w  fol-telnent adsorb6es que l e s  oses "neutres:' , ce-l; 

oside semble cwnmler l a  r6tent ion des osides i; e t  C . 
j 0- 

a -- Préparation e t  i s o l c ~ ~ c n t  
- -- -- - - - 

Cet oside a 6 t6  i so l2  dc l a  f r ac t ion  4-'cimnoliquo :1. 7,5 g,  

100 dluile colorne de cliarbon, puis pur i f i6  pz-r c l w a ~ a t o g ~ a p l ~ i e  p r G ~ r n t i v e  

sur papier. 



Figure  3F 

A e t  B : Chromatographie des  acé to ly s s t s  de l ' o s i d e  G r é d u i t  

e t  nor. r é d u i t  d a m  l e  so lvan t  ri-butanol- ac ide  acetique- eau 

(4:1:5). Les os ides  Iet 2 orJt l e  même comportement chromato- 

graphique que l e s  os ides  A ( h-acétglglucosaminyl 1-4 mannose) 

r x t  Il (msnnosyl 1-3 mannose ). 
C -- :Chromatographie des  hydrolysats  p u r i f i o s  des osides  1 e t  2 

préalablement r é d u i t s .  S y s t C ~ e  ~ 7 l v a n t  : pyridine- acide  acé- 

tique- acé t a t e  d 'é thyle-  eat (S;I ;5 ; 3). Man: marïiose ; GlcF: 

glucosamine ; Mm-itol: mannitol; GlcIT-itol: g l ~ c o s a m i n i t o l .  



b - Structure de l ' o s ide  G - 
La s t ruc ture  de l ' o s ide  G c2 é t é  effectuée de ia 1i1wière 

suivante : 

- Le mannose e t  13 glucosasnine soiit d2&s l e s  rapports 2:l 

- La chromatographie de l'h,ydrolysat de l ' o s ide  rédui t  r6vèle 1û. péseiice de 

D-maanose, de D-glucosminc e t  dc D-mCznnitol dLms l e s  proportiomm équbol6culaizes 

- La méthylation de c c t  oside nous fourni t  l u  34-6 ;tri-O-a6thyl glucosmnule , 
l e  2-3-6 tri-0-incthyl m m o s e  a i n s i  quc l e  24-6  tri-O-m6tl1yl 1'~aPiose. 

- Ltac&tolyst. de 10 ing de l ' o s idc  G e t  l a  chromatographie de l ~ a c é - ~ o Q r s a t  en 

presenco de téinoins latcraux purs nous permet dc confimner l e s  rCsultlts précS- 
d 

dents ; nous avons i d e n t i f i é  dans l'ac<tolyscot l 'oside D (ma;tmosJrl 'i+ 3 mamose) 
P e t 1 ioside A ( glucosaxinyl 1-9  4 maanose ) 

- LfacCtolysc de 5 m g  de l 'os ide  G r6dui t  nous pemet,  selon l e  principe expo- 

sa page 105, de locn l i sc r  avec cert i tudc 1' eaplacemeint de l a  TJ-w6i2~l glucosmi- 

ne 3u se in  de l a  molécule. Ainsi après réduc'cion e t  ac6 tdysc  Gr: l ' o s ide  G nous 
13 2.vons ca rac té r i s t  l e  I h c é t y l  glucoscminyl ( 1 4  4) mannosc . 

-- L3. chrom@togrnphic sur ge l  f i l t r s t i o n  de ce corizposh en préscncc fies t&yoins 

in t emcs  : bleu Dcxtran e t g l u c o s e  nous do~u.ie unc masse rno1Jc~lczii.e de 540. Il 

s ' a g i t  donc diun trisacchclri.de. ( Fig.38 p. 129 ) 

L1ei?semble de ces r é s u l t a t s  nous permet de concl~wc que 

1 ' osidc G a pour s t ruc turc  : 

Li oside H e s t  élu4 d ' m e  colonne de c ! ~ x b o n - C ~ l i t c  Pr mie 

solut ion E-thanolique à 3,5 13 100,axec en riiClang-e l e s  osides 1, J, C. Il e s t  en- 

s u i t - ~  pur i f i é  par chro111û.tographic. p r o p r a t i v e  sur w p i e r .  

b - Structure de l 'os ide  H 

Su s t ruc ture  a é t é  idcntifiri-o dc 1:: ii1alièrc suiw2"Go : 

- Le  ose e t  l a  f\T4céty1 glucosar,Ilne sont  préseiits d c w  l e s  rn2por-t;~ 2:l 



Figure 39 
A et B : chromatographie des ac6tolysats de l'oside H r6duit 

( ~ r )  et non réduit (HI dans les systèmes solvants : 

A: n-butanal-acide acétique-eau (4:1:5 ) . 
B: pyridine-ac6tate dt 6tbyle-acide ac6tique-eau (5 $5 :I : 3). 

C : chromatographie des hydrolysats purifi6s des osides 1 et - 
2 préalablema r6duits. Système solvant B. GlcXT : glucoszmine 

GlcR-itol : glucosa~linitol ; Man :mannose ; Masi-itol : mamitol. 

oside D : ~ o s y l  1-3 mannose. 

oside C : 1E-aoétylglucos~miny1 1-2 mannose. 



- L 1hydrolysc de 1 l oside r édu i t  fourni t  l e  Dlcmnnose, l a  g lucosa~ ine  e t  l e  

D+na~initol dz~ns l e s  proportions équimol6culaircs. 

- Lc, mLthylation de ce t  oside e t  l 'analyse des e s t e r s  n6-l-11yliques en cluoo~iato, 

graphie en phase gazeuse l a i s s e  appmaî t re  t ro i sp ics  identiiei6s L lc 34-6 tri- 

O-inéthyl glucosamine, au 3-4-6 tri-0-mG-bhyl inamose e t  au 24-6 'mi-0-mLthyl 

mcznnose. 

- L1ac6"clyse de 1 h g  d'oside II, coi?firme 12s préc6dcnts r é su l t a t s .  La chro~aa- 

Cogrlphie de l tacétDlysat  dans l c s  deux  système^,^ solvzats hc213i uels  nous perriet 

d i d e n t i f i e r  l e  mannosyl ( 1 9 3 )  mannose ( oside D) i?irisi ~ L I O  IV, - L4+cGJc?J1 

g l u c ~ s ~ u i ~ l  ( 1+ 2) mmoso ( oside C ). ( Fig. 19 151 ) 
- La chroiiiatogr~phic d-e 11ac6tolysat dc l l oside H rsdui t ,  lc7.isse s ~ i b s i s t e r  l e  

r\'+.cStyl glucosminyl ( 1 4  2) ~ f i ~ m o s c ,  qui  donne unc colorat5on b m z  avec l e  

r6ac2tif à l 'oxa la tc  d l m i l i n e .  

L1cnscrablc dù ces r é s u l t 2 . t ~  nous pe1~1c-l dc ;roposcr l a  

s ti-ucturc suivante : 

c- Discussion - 
Nous avons remarque , ant2ricureiLlcnt quc 1 oside 1: renf cr- 

u ~ a t  m e  liais011 du type 1 4 6 t a i t  plus forternent adsorb5 sur c:iarbon-Cclite 

que son isoi~ièrc C renfcrm.nt une l i a i s o n  du type l-+ 2 . Czt-te r d ~ l c  SC trouve 

une f o i s  de plus vZrifi<:.c, en c f f c t  l e s  osides G e t  II ne ZifîErent p c  par un 

type de l i a i s o n  , l e  compos6 G possédant mie l i a i s o n  1 4  4- c s t  Glu< p:r une 

solutioli  Gthaiiolique à 7,5 p 100 tandis qllc l e  co~npos6 II possc'd;u~t LUIL' l i a i son  

1 - 4  2 e s t  6luG p:rr unc solut ion dtlianolique à 7,5p 100. Sn 'eut- donc penser 

que l e  charbon adsorbe plus fortenelit l e s  l ia i sons  Gu t~ype i-+ 4. 

a - Pruparatioc e t  isolernent 
--- --- 

Cet oside a < t é  i so lS  de l:t frtic'cioli 6 - i ; ~ m î ~ l i c p  à 3,s 
p 100 d t ~ l l c  colonne dz clwbon - Cclite., puis pur i f i6  ensuitc  p ~ z  c1wom~togra- 

phie préprr , t îve  sur  p ~ p i c r .  Cc composd est homogène en 6lectropliorbse, en chro- 

matographie sur  papier dails d i f f  Zrents sys thmes solvants. I L  ne ~ r c s e n t c  qu'mi 

p ic  symétrique cn g c l  f i l t r a t i o n .  



At Chromatographie sur papier Whatman n03 de ltac6tolysat O-désa- 

cétylé de l'oside 1 dans le système solvant t n-butanol-acide 

acétique- eau (4:1:5). Les osides 1 et 2 ont le meme comporte- 

ment chromat ographique que les oside s témoins A ( N-ac6tyl- 
glucosaminyl 1-4 IBannose ) et D ( mannosyl 1-3 mannose ). 

Bt Chromatographie sur papier des hydrolysats purifiés sur rési- 

nes échangeuses d'ions , des osides 1 et 2 préalablement réduits. 



b - Structure de l 'oside 1 

Liétude de ce t te  structure p u t  se résmer  de lcL façon 

suivmto : 

- Le D-maose  e t  l a  N-ac6-ty glucosanine sont prescrits dans l e s  ~taxoorts 2: 1 

- L hydrolyse de 1 ' oside réduit nous p m c t  d identif i d r  par clwmatogrc-phie 

sur papicr l c  D - m w o ~ e ,  l a  glucosmine e t  l e  mannitol d,ciyis l e s  rapports équi- 

molCculnires . 
- L'acdtolyse de l 'oside - 1, a b s i  que l n  chroma- ographie de 1~ac6 to lysnJ~  O- 

désacStylé dans l es  deux systèmes solvants habituels ( Fig 40 p 133 ) nous per- 

mc-i; d ' identif ier ,  outre l 'oside 1 non acétolysd, deux osides ( 1 e t  2 ) dont 

l e s  vitesses de migat ion sont identiques à celles des osides D ( i ~ ~ m i o s y l  

( 1-3) mcannose) e t  A ( l\Tdcétyl glucosminyl 1 4  inannose). Ces composés 1 ct 2 

soiit réduits, hydrolys6s e t  chrmatographi6s en présencc dc témoins latéraux 

purs. ( Fig. 40 p 133). 

- La détemination de l a  masse moléculaire par gel  f i l t r a t i on  co~Six& quo 

l'oside 1 e s t  bien un trisaccharide; son poids :fiolGculaire e s t  de 525. 

L ensemble des précédents résultats  nous pel-i~ct de 

conclure à l a  structure s u i m  .-?: 

IU4cé t y l  glucosmine 

i 

a - Préparation e t  isole~lent  - 
L'oside J e s t  élué avcc l e s  oside H e t  1 d'une cololm dc? 

chcnrbon-Celite par passage d'éthanol à 3,s pl 00. Il e s t  ensuite purif i6 pixr 

clwomatographie sur papier. 

b - Structure de 1' oside J 

Sa structure a 6tE iden t i f i é  de l a  manière suivante : 

- Le D+.~~annosc e t  l a  iV4cétyl glucosaxine existent dans un rapport 6quiLiolL:otilai.m 

- La chrmatogyaphic de l'hydrolysat de l 'os ide  J réduit f o m t  l e  D-î rlzumoxe 

l e  D-mannitol c t  12. 1J4cétjr1 glucosaiilinie dans l e s  rapports 1:iolnires 1 : 1 : 2, 



Figure 41 

At Chromatographie sur papier de ltacétolysat O-désacétylé de 

l'oside J. Identification de 4 osides nuia6rotés de 1 à 4 et 
ayant le marne comportement chromatographique que les osides 

témoins A , C , D , H , 1. ( voir la structure dans le texte). 

B : Electrophorése sur papier de l'oside n02 isolé par chroma- - 
tographie prépazative. Identification,de deux osides ayant le 

même comportement Olectrophorétique que l'oside C ( B-ncétyl- 

glucosaminyl 1-2 marmose ) et D ( manriosyl 1-3 mannose ) . 
C :Chromatographie sur papier des hydrolysats purifiés des - 
osides 3 et 4 préalablement réduits. 



- La nmsc moléculaire de ce composé, détcrniné pcw gel f i l t r a t i o n  e s t  de 750 

Il sicagit donc bien d'un t6trasaccharidc. 

- Ltacétolyse de 1 O mg de 1' oside J nous pemet d'obtenir cinq osides , nu~n6r0- 

t6s 1 ,  23, 2b, 3 e t  4 ( Figa 41 A e t  B p. 135 ). Ces osides possèdent des conpor- 

temcn.t;l:chro~ïlatopnphiqucs idciltiques à ceux des tbnoUm l a t é r a u ~  pr~c6dement 

étudiés , ces correspondcunces peuvent sc  résumer de la. façon suivante: 
O 

Oside 1 = oside A ( ~ - a c é t y l  glucoswinyl ( 1  -àa 4 ) mannose ) 
Oside 2 = oside D ( mitnnosyl ( 1% 3 ) mannose) 

R - oside C ( N-ecC-tyl glucosaminyl ( 1 -, 2 ) manose ) 

Osidc 3 = osidc H ( voir l n  structure page 131 e t  132 ) 

Oside 4 = oside 1 ( voiz l a  structure page 1 34 ) 

Seuls l e s  osides 3 e t  4 ont 6td obtenus avcc un bon reiidcnent, cc qui  nous a 

permis dté.tudicr leur  structure. Ils renferment dans des proportions ~quii3ol&- 

culaires : l c  Dnannosc, l e  D- nL-iymitol c t  l a  ET - achtyl glucoslu.line. Ces rosul- 

t a t s  corroborent l c s  conclusio-uis avaicdcs, au sujc t  de leur coi~rporter~~ent chro- 

ülatographique. 

L'ensemble de ces r<sul tnts  nous p c m t  dc proposer Ir? structure 

s u i v a t e  : 

1 

Ndc6 t y l  glucoscvnirLe 

OSIDE IC D 
n - Pr6parütion e t  isolcnent -- ---~ 

L16lutioii cltule colonne de charbon-Celi-Lc p w  uiie sol~rtioi? 

Cthanolique à 7,5 p 100 d6plnce 11 osidc K a ins i  que l e s  osides A, B, G, L, II, 

O e t  P. L i  oside K e s t  ensuite purif i d  pz chromatographie pr6parxkiv-e  SU^: papier 

d~ms différents systèmes solvants à base de pyriditic. I'ious avons obtonu 35 mg 

do ce compos6 qui  s ' e s t  r6v6lé homogbne en électrophorèse a i n s i  q1lrcn c h m a -  

tographic . 



Chromatographie sur papier de l'ac6tolysat O-d6saoétyl6 

de l'oside K. Systéme solvant : pyridine - acétate d'éthyle 

acide acétique - eau ( 5:5:1:3 ). Papier Whatxaan n03. 



b - Structure de 1' oside IC --------- 
Cette  s t ruc tu re  a L t G  i den t i f i 6c  de l a  rianière suimltc: 

- Ln chromatographie des hyilrolysatz chlorhydriques ( iiC1 2 N, 2 h lCCO) p6- 

a l a b l c ~ e n  t purif i5s  sur colonnc 6chmgcuscs d'  ions, l a i s s e  nppcmaf t r c  l e  D-LI~w- 

nosc c t le, N-acdtyl g l u c o s ~ ~ ~ i n c  dans l e s  rapports équii,loléculaires. 

- La '3'mon1atogrc~phie s u r  papier  dc l fhydro lysa t  dc l ' o s i d e  EC prénlablcriont r66 

d u i t p a r  l e  borohydrvre dc s o d i m  rEvèle l a  présence c'Le D- ~!ia~mose, de I>i,ialai- 

.bol e t  de D-glucosainiuic dais l e s  rapports  1 : 1 : 2. 

- L:: g c l  f i l t r a t i o n  s u r  s6phadcn G '25 dc ce polysaccharide dans l o  -i;zipon ~k.cL 

0 ;  15 Ti donnc un p ic  unicloc, sjrxétriqui, dont l i ?  vo lm~c d ~ L r c l u s i m  ( VI ) CS'G 

sup i r i eu r  au  volme vidi, ( V0 ) ddc l a  colonnc, d6teimin4 avec le blci? De::tr~a 

( V = 00 i ;1  c t  VI = 124 m l  ). CES vzleurs nom donnont LEI poids n o l ~ c v l a i r e  clo O - 
765 pour ~ m c  masse ï~iol6culuirc calcul6c dc 748 , s o i t  uïic e r r eu r  voisiiic (1-c 2~100. 

- Liacétolyse de 10 ng de c e t  oside pcild~mt u i c  d~ir6c de S jours f o u m i t  5, 

l ' ana lyse  chro~~ztographiqut. dcs t rcces  de disaccharides e t  J t ï i s n c c h ~ i < ~ o s  

ayii-t l e s  conportemcnts chrmatopnphiques des osides G, ?, H . 5( Fige'?-2 p 137) 

- La chro~nc.tographis de l ~ a c 6 t o l y s a t  de 5 ing de l ' o s ide  IL rGduit el; l a  rGv<l?.- 

-tien du c~~oii ia- togrmi~c à l 'oxrzlatc d'2.nili.n~ l a i s s e  apparaf trc  s e u l  ltosiclc 17. 

L1eiisernble dc ces r é s u l l ~ t s  nous cosicluise;lt h 13. cconc>d- 

s ion  q u ' i l  s ' a g i t  de l a  s t ruc tu re  siiivzate : 

B IT-ac6tyl glucosamine ( 1 4 2 ) iwnnose ( 1 % 3 ) m~uuzoxe 

a - Prbpar-tion c t isolci,icnt --- 
Ce-i; oside e s t  i s o l g  de la  f r a c t i o n  nlcoolique h 7,5 9 1iij0,- 

solut-ion de d6sorpJcion d'une colonne de charbon Tuis purifiC pr>r c ~ ~ ~ o i ~ ~ t t o ~ r y r a -  

plxic pr6parativc sur ~ n p i e r .  Nous avons i s o l e  125 rng 22 cet oside, lioiaogèi~c 

ci? chrmatograp$ae, oiî 6lectrophorèsc e t  cn g e l  f i l t r a t i o n .  



Fig.trro 43 
a et b : chromatographie sur papier de l tac4to lysat  0- d6~acétglé 

de l *oside Z, Obtention de 4 osides ayari* le aiene cornpoptamen% 

chromatographlqm que les osides %6uioins A , D , 1 et G. ( vo ir  

la structure doas le %exte ) , 

o : chrot~iatographie sur p p i e s  des bdro lyas t s  purifiés &es - 
osides I , 2 ,3 ,4  yréalable~sn% ri$du;its, Man : maanose ; Man-ital 

maanitol 5 GLcK sgl3xcassnaine g GlcW-itsl : glucosamirnitaL, 



b - S t r ~ c t u r e  dc l ' o s i d e  L 
-- - - -- -.--- 

Bous moiis S t a b l i  sc? struct-mc de l a  i n a ~ i è r c  s~dvni1 ' l~ : 

- Le c l r m ~ n t o g r ~ p h i c  des hydrolysnts cli1orhyCi;riqucs pen'lc -t de carac-l;&riser 

l c  ll-l-nmose e t  1~- D-gluc~siisniile. Les dosages coloriiaritriques pr6cisent q~xc 

ce i   leu;: oses sont  dans 1227 rappor"cquL.lol<culaire. 

- Lr. ch ro~ ia tog~eph ie  de l l o s i d c  L rbdu i t ,  puis 4iy~drolysf$ n e t  el? &Kicieiice l e  

D-mannitol, l e  G i i amos t  e-l- In  D- glucosn~!1hîe dans l e s  r ~ ~ p j o r t s  1 : 1 : 2 . 
-- La ge l  f i l t r x t i o n  sur scph~?~dex G 25 dé ce polysacclmride nous d a x c  ua 

i30ids z~ol~cuI.;?,ire de 740 pour m poids nolaculaire  calcul6 de 748 ( stir l c  

base cle 1 molc de rnnnilitol par 1 x 0 1 ~  Cit  osieie ) ;  ccs rosul-tzt-s nous ptjni1ctt?;~;1U 

de c o n c l u r ~  qinl il s ' a g i t  illurl t6tras?cch~?ridc,  poss6clcat u i ~  rioléc~..lc 6.e 

Dli~mnose en P O S ~ ~ L ~ O ~ ~  tcr2iiîale rGdinc'cricc. 

- LlncLtolyse de I C  ~ l g  de cç t  oside pcndmt tnie d ~ n - 4 ~  d c  3 jovzs Iot~ri~iJG à 

l lantllysc chranntogrz-phique clrias deux sjzstèiics solvanks 3 e t  b ( rizc ~ : 3  L3 1 ~ 9 )  

deux disacchcrides e t  dcu;; t r isaccharidcs poss6dr'llt l e s  co.?portc;.icnts c:?rodato- 

graphiçucs des osides A, D,  G c t  1 

Les osides do I 'ûcLtolysat~ du polysaccIi~zidc L ~0iî-t  

i so l6s  cn chroinatogmpliie pr<pizrative s u r  p a p i ~ r  puis purifi& sur m e  p e t i t e  

colonnc de charbon-Celite. Les hydrolys3ts cles osides 1 ,  2, 3 e t  4 r6d~1i'cs 

soiît ensui te  chroma-i;ograj?kiCsdci.~îs l e  systh~ae s o l v a î t  a ( Pig.43 c p 139 ). 

LfCtudc de la coapositioiî c t  du rnppor-b ll:olairc des* osidles 1 à 11 co~ll"ii.izo 

l e s  pr6cddcnts r 6 s u l t a t s  c t  nous pen-ietten-t dc conclure 21 l a  s ~ t r u c ~ 1 s c  suivco~i-e: 

W ~ M O S C  ( I - 3 ) i i i ~ ~ l o s c :  

7: 
N+c 6 t y l  glue osmine 

Y; 
M-ac6 t y l  glucosmiine 

/ OSIDE Ii 1 I 
n - Isoloilent e t  prGp~rat ioi l  -- -- - 

Ltos ide  I;E a 8t6 tSlu6 d ' m e  coloiînc de charbon G'elite par l e  

passage d'une so lu t ion  5th3jiolique 5 73 100. Il  os'c e l s u i t c  yiczrii'i6 p.w' 

chrmatograplxie sur papier . 



a : chromatographie sur papier de ltacétolysat 04ésac6tylé - 
de l'oside M. Identification de 3 triaaccharides et 3 tétra- 

saccharides. 

b :chromatographie sur papier des trisaccharides ( fraction II) - 
Les osides de cette fraction ont le marne comportenient chromato- 

graphique que les osides témoins 1 , H , G , F. 
c : chromatogaphie sur papier des tétrasaccharidee ( fraction III) - 
Les osides de cette fraction ont le &me comporte~ent chromato- 

graphique que les osides temoins K , J et L. 



b - S t r u c t ~ e c  de l 'os ide  H 

Sa structvxe n 6.t6 dé temin le  de l a  n x ~ i ? ? r c  suivante : 

- La clunmatographie de l 'hydrolysüt 9wi f iG  r i v e l o  la. prGseilc2 do L)-rna1mose 

c t  de D-glucosaliin~~ Les dosages coiorirn6triques pr6ciso:lS; q i ~ c  ces deux oses 

sont  utas l e s  rapports 2:5 . 
- La chro-natographic de 1 ' hyclrolyszt de 1 oside 1'1 r6duiJc ~ac"ccn 6videncc l e  

il-iaannitol, l o  D + T I ~ ~ ~ ~ o s o  e t  la D-glucosaiine d:uis l e s  l~roporS;ioiis 7 : 1 : 1 . 
- Ln g c l  f i l t r a t i o n  s u r  sepliades G 25 nous doi~ie  poids i7016cdfiire dc 951 

( s u r  l t L  base dfui?e mole dc rilc~ulstol par  nole dloside) .  Cc-G 0sid.e e s t  donc ug 

pentasnckllnxiric . 
- Lf ac4tolysc de 10 m g  de l ' o s ide  11 nous procurc dLms des propor-Lions var iab les  

- 
8 o s i d ~  dont 2 Liisaccharides, obtenus à lt L'cat de t r accs ,  J t r isaccharides e t  

3 t4trasaccharides.  Chacune dc ces c lasses  cl 'osi~lc e s t  i so l6e  c :~  cliroi~ntog~apbie 

p rGpra t ive  p~'iis chrozintographi6e de nouveau en présencu de:> osid.cs t6noins 

pr4cGd-cruqent obtenus ( Fig 44 p 141 ) 
Les t6trasa.ccharid~s possèdelit l c s  in&les coi-portements 

c1waintogrnphiquc;s que l c s  osides J, IC ci L e t  l e s  ' c r i ~ ~ ~ . c c ~ i a r i d e s  ont l e s  

memes v i t e s s e s  de migration que l e s  osides G ,  F, H c t  1, dans 1c.s di f furcnts  

SYS t èi;ics s olvclilts r 

L appl ica t ion  u l t6 r i eu rc  des i-léthodes Ce i i6tliylntion e t  

cl oxydcntion periodique npporteroiit des inf ornations c~: iz- l l~ i ~ 1 1 t é ; i r ~ s  cependant 

nous pouvons d6ja c o n c l u r ~  q u ' i l  s ' a g i t  de l n  s-truc-l-me suivcritc : 

M-ac 6 t y l  gluc osamine IT-ac<t;rl g l u c o s ; ~ ~ ~ i n e  



Sch6ma de s t r u c t u r e  des osides A à 1'1, isoles de l a  r"mcti:m 

~ ~ o l y s a c c h ~ i d i q u c  ~ icu t re  c ? ' ~ u z  nc6'colysat dcs @lyco~e~t ic los  



Sciiinlt~ de structirre des osides A, 3 ,  C s  De G s  K, 1 J , e t  1, 

i so l r l s  par itc&tolyse der glycopeptides de l 'mwucofdo. 
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Les r6sulta'cs que nous avons obtenus, m COUS d ~ :  l a  

mise au point ddc 1 1 ace't olyse , nous conduiseiit nuxr conclusiadi~s g6néra.lcs suivantes : 

1 - A f h  dl obtenir  m. rendement q m t i J c a t i f  en osides, iious avons effcctu6 m e  

étude c r i t ique  des divers procCdr5s de O-d6sac6'cyla-l-ion c m  11acCtùl~se  des 

glycopeptides fourni t  dcs osides perac6tyl6s, q u ' i l  csnvica-b de 66sncétyler c a r  

l e u r  pouvoir de résolut ion cn c h r ~ c ~ n t o g ~ a p h i c  e s t  fc?ibl{?. L 12.yplicntion dc ces 

procédLs au peracétyl galactose a i n s i  qu'à l a  peracatyl g l  r o s m i w ,  nous a mon- 

t r 6  que la. dtjsncdtylation n ' é t a i t  pzis toujours quwt i tn t ive .  El1 e f f e t ,  l e s  maly-  

chromct ogûphiques e t  ClectrophorC t iques a m p l l e s  nous iious s O: mes l ivrdcs  

systé~aatiquemeilt, rdvèlcnt d'une part  l a  prc'sence d'm-t61ncJ~s -bels quc des 

&casylan~es- ( procodé au m6thwol L.2ui1~oniacal ) e t  d ta~zt re  par t  12 prEscnce 

de c w n e s  de lCjXN ( procodé à la soude e t  au ridtl~zti~ol s l~noiiiacal ) . 
Cependant l c  procéd6 au l n < t h o q ~ ~ e  cte sodiwi cons t i b  

ui? proc4d6 qucantitc?tif de désacLtylation dcs ii~nsaccli~widcs, d21u les conditions 

exp6rimentûlcs que nous avons définies ,  il respecte l e s  oses "rieu'crcs" e t  l e s  

osarnilxs. 

2 - ?$os dtudes sur l a  s t a b i l i t  6 clcdi f  îGrenQ2~~~1ee1ii+i~p~7s- _cJ$-iciues nous 

pemct- toi~t  dc prGvoir l e s  pottits de rupture pr6fl.i-enticls dcs l ia i sons  osidiques 

au  s e i n  cl'un g lycmle  ou ci 1 mi polysaccharide. f i ins i  ilous ?LGlontro:is : 

a - quo l e s  l ia i sons  c;alactosyl s~ilt plus l ab i l e s  quo 

l e s  l i a i sons  glucosyl ( ncL'c+~lyse c a i p d c  du lac- 

tose e t  du cellobiosc ). 

b - que l a  l i a i s o n  Ii4c~l;ylglucosc?h~i?~l e s t  lbgèremerlt 

plus l a b i l e  q~ie  l a  l i a i s o n  ;;luoosyl ( acétolysc 

cmpw6c du chiJc&iosc c t  d.v, oellobiose ). 

c - quc l e s  l ia i sons  du t~y-pe 1 -+ 6 soïi-i; totalenent cou- 

p6cs après 3 jours dlac6-i;ol;r;c, de cc l a i t  c e t t e  



l i a i s o n  e s t  plus l a b i ï e  que la  l i a i s o n  1-4. ( acétolyse 

cor~parée du nél ibiose e t  du lac tose  ). Motons que ce r6sl,tltat 

e s t  en p a r f a i t  accord avec l e s  'cravam: de 1;TJJILOTO , TPLTSiJI)A 

e t  AS0 , 

d - que l'anom6rie de l i s i s o n d  e s t  plus l a b i l e  que l'a1cxll6ric 

( acétolyse ccaiparée du nal tose e t  du cellobiose ), 

2 - Nous avons t i r é  p a r t i  des 3 propriétés suivantes: 

- l a  s t a b i l i t é  des l i a i sons  s i a losy l  v+P- de 1 facCtolyse 

- l a  grande s t a b i l i t g  des l i a i sons  aspar ty l  iLac6tyl glucosax~inylai~lim 

- l 'absence de Iii acétylat ion des ai~ino-acides 

pour n i ~ t t r e  au point uri procédé de fractionnenent des acétolysats  s-m échan- 

geurs de caJ6ions e t  L'.fanions qui nous permet dd 'btenir  t r o i s  fract ions,  

La preaière n 'es t  pas retenue par l e s  r4sines e t  con-tient des osides i'neutros'' 

qui  -reviennent de l a  p a r t i e  centrale  des glycannes. La seconde, ifacide's, 

déplacée de 1 1 8changeur d anions, e s t  co;zc;titu&c dc sial j l -ol igosides qui  

appart iement  à l a  f r a c t i o n  l a  plus externe des glycannes. La trois iène,  

"basique", éluée cle l'échangeur de cations, renfemie des glycopeptid-es c-i; 

correspond a m  s4que1ices gluciiiiques au voisinage du point it.'attac2ie sur l a  

cl iahe peptidique , 

4 - La q ~ a n t i t a t i v i t 6  e t  l a  reprocluctibili-Lé cje c e t t e  ?léthode nous a, pemlis 

dc l 'appliquer  : 

- à l 'explorat ion de l a  s t ruc ture  d'un sialyloligosaccharide; i so ld  du 

l a i t  de f e-~me . 
- a i n s i  qu'à lte::plor?.tion de l a  sgquence des nonosaccharides des g l y -  

camics i3 de l lovmucoidc.  
\ 

a - L'analyse des r é s u l t a t s  obtenus nous a pe~ : l i s  Grétabl ir  umc 

5-bude coriprlrée dc 1' hydrolysc li6nagéc e t  de 1 lacétolyse, Les 

observations que i l O W  avons retenues sont les  suivantes: 

-- Contrairerlent à l 'hydrolyse îiGiiagGe, par l e s  acides ou par  

l e s  rés ines  polystyrènes-sulf ones, 1 tacétolFe l ibère  des 

q~an t i t -6s  t r è s  f a ib le s  d'oses e t  une proportion &levée, qmbli- 



ta t ivenent  e t  quantitativeiaent, dtol igosides.  Clle  reprdsente 

dolic l e  procédé de choix pour provoqv.er l a  d4gradation y a r t i e l l e  

cles g l y c m e s  e t  pour préparer, à partir de ceux-ci, des quan- 

t i t é s  inportmites d t osides. 

- Contrairement à l 'hydrolyse acide, l tac6to lyse  ne f a i t  cou- 

rir aucm risque de t ransosidat io~i .  

- Lthydrolyse nénagée coupe préféreiitiellement l e s  l i a i sons  

~\T-acétylos~ninidiques tandis quc l f a c é t d p e  BP porte princkm- 

1eiiien-t sur l e s  l ia i sons  glycosidiqucs des oses 'sneutres". 

- C ontrairenent à 1 hyclrolyse acide, 1 t acG'colyse préserve en 

pa r t i e  l e s  l i a i sons  s ia losyl ,  

b - Les 6tudes de s t ruc ture  des osides i so lé s  de l f a c é t o l y s a t  cltv;? 

hexasacchmide, associées aux études corlpl6rnentaires de néthy- 

l a t i o n  e t  d hyctrolyse enzjmatique nous ont pemis  d t é t a b l i r  

l a  s t m c  ture  du dilactaziinyl-lac t o  it-t6traose. 

c - L1isolelnent d'un ac6-Lolysa-l- dcs glycopeptides de 15 osides 

e t  l a  détermination de l a  s t ruc ture  de 1 'i d 'ent r t  emz nous a 

p e n ~ i s  d 'élucider  partiellement l e  problèi~e de l a  s t r u c t ~ ~ r e  de 

ces glycannes. Nous avons i so ld  w s  osides en quanti tés  b p o r -  

tan tes  pour quf i ls constituent des !,iodèles rioléculaires qui  

po~wront s e r v i r  u1térieure1-lent pour l a  fabricatioi., ~ ~ d c : ;  

dérivbs rnéthy-164 du mannose ainsi que -pour étudier  l a  spéci- 

f i c i t é  des glycosidases. 

d - Pinaleiaent nous avolis coiiçu LUI procéd6 rapide, sensible e t  

r e p r o d ~ ~ c t i b l e  d'analyse des oligosaccharidcs de l a  f r ac t ion  

"neutreu cil associant l a  chromatographie sur charbon e t  l a  

chrorîatograplde sur  papier. Cette iaétlzode f o m i t  des c ~ v t e s  

dont l l ' tude  pcmet  de mettre en évidence des différences 

parfois  t r è s  fai'ules clans l e s  sGq~ences de moiiosaccharicies 

co~is t i - tumt  l e s  glycannes de glycoprotéines diverses, 
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