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INTRODUCTION

Sans citer la totalité des résultats acquis jus-
qu'ad présent sur la structure des glycannes, nous examinerons gquelques exemples

gui nous permettroﬁtAde montrer qu'il existe des analogies de constitution.

Aucun des schémas actuellement proposés ntest en
fait définitif car les procédés d'exploration, si divers soient-ils ne donnent
que des résultats partiels et fragmentaires. L'application d'un seul type de
procédé ne permet pas de résoudre tous les probleémes d'analyse structurale, c'est
pour cette raison que généralement les auteurs font appel & 1l'originalité et a
la complémentarité de chacun des procédés généraux d'exploration tels que l'hydro-
lyse enzymatique, 1l'oxydation periodique, la perméthylation et 1'hydrolyse acide

partielle,

Ce dernier preccédé a retenu plus particulidrement
notre attention, car bien que couramment utilisée, cette méthode présente divers
inconvénients. Les rendements en osides sont faibles et les réactions de transosi~
dation sont possibles. C'est pour cette raison que nos travaux se sont orientés

vers l'application d'une autre méthode, vieille de 90 ans : 1l'acétolyse.

S3i cette technique a connu de nombreuses applica~
tions dans une premiére période, elle semble actuellement de moins en moins uti~

lisée, les raisons sont les suivantes :

12 Le pouvoir de résolution en chromatographie sur colonne ou sur papier d'osi-

des péracétylés contenus dans l'acétolysat est faible.

2¢ Les osides O-désacétylés ont un pouvoir de résolution élevé, cependant les

procédés de désacétylation des osides ne sont pas quantitatifs.



L

30 Les modalités de rupture des liaisons osidiques vis-a-vis des ageits acéto-
lysants sont treées mal connues.

lios travaux se proposent donc de résoudre ces problénes. lious

)

étudions +tout d'abord les conditions favorables & une O~désacdtylation quan-
titative des glucides peracétylés contenus dans les acétolysats el sur les bhases

de ces résultats nous précisons le comportement des diffédrents types de liaisons
£L [V Ay

AT

osidiques. Hous tirons parti de ces propriéids pour mettre au noint un procé

N7
L

LC

v

de fractionnement des acétolysats glycopeptidiques sur échangeurs de cations et
d'anions, qui nous permet dlobtenir trois fractions. La prespére non rebenue
par les résines, contient des osides neutres qui proviemnent de la parvie centra—
le des glycannes. La seconde, acide, déplacée de 1l'échangeur dlanions, est
constitude de sialyl-oligosides qui appartiennent & la fraction la plus externe
des glycammes. La troisitme, élude de 1'échangeur de cations, renferme ldes glycp—
veptides et correspond aux séquences glucidiques au voisinage du point dl'attache
avec la chaine peptidigue.

Finalement nous appliquons cette technigue & llexploration de la

structure d'un hexasaccharide isolé du lait de femme ainsi qu'a 1'¢tude de la

séquence des monosaccharides des glycopeptides de l'ovomucoides

Hows ferons précéder 1'exposd de nos travaux par une courte revue

genérale consacrée aux problémes que posent 1'étude de la structure des glycannes,



Les résultats que nous avons obtenus ont fait 1l'objet des notes et

némoires suivants:
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Nos connaissances concernant la structure des
glycoprotides sont encore trés fragmentaires et les résultats les plus importants
n'ont été acquis que dans les trois derni®res années. Deux raisons peuvent &tre
évoquées pour expliquer cette lente évolution. En premier lieu, peu de glyco-
protides ont été isolés a 1'état pur et en quantités suffisantes pour permettre
une exploration poussée de leur constitution. En second lieu, la dualité de
composition des glycoprotides complique singulidrement la question car elle
pose trois problémes : le premier concerne le groupement glycannique, le second,
la fraction polypeptidique et le troisitme les modalités d'attache du ou des
glycannes sur la chaine protidique. Nous limiterons notre étude & 1'exploration

de la structure des glycannes appartenant & des glycoprotides animaux.

STRUCTURE DES GLYCANNES

Il est fort probable que la structure de la frace
tion glycannique soit spécifique de chaque glycoprotide. Toutefois, bien que nos
connaissances soient encore trés limitées sur ce sujet, nous pouvons faire deux

observations qui soient susceptibles de simplifier le probléme.

Nous pouvons distinguer deux groupes fondamentaux
de glycannes. Les uns de composition simple sont constitutés d'un ou de deux
oses seulement. Dans ce dernier cas, les oses peuvent &tre associds en wnités
diholosidiques liées directement & la chaine polypeptidique (mucines sous-maxil-

laires par exemple) ou unis les uns aux autres en longues chafnes polyosidiques



non ramifides (mucopolyosides acides par exemple). Nous les appellerons n-gly-
cannes, Les autres de composition plus complexe, renferment de nombreux types

d'oses associds en molécules ramifides. Ce sont les igo-glycannes.

Dans chacun de ces groupes, existent des analogies
de structure des glycannes et il est possible de ramener celles-ci & quelques

schémas fondamentaux.

I -~ n-GLYCANNES

A - MUCINES SOUS-MAXILLAIRES

La structure des mucines sous-maxillaires a été
en grande partie élucidée.grgce aux travaux de GOTTSCHAIK et de PIGMAN: Il s'agit
de macromolécules d'un poids moléculaire élevé, variant entre 1 (mucine sous-maxile
laire de Boeuf) et 2 (mucine sous-maxillaire du Mouton)x 106. La mucine sous-
maxillaire du Mouton comporte 800 unités diholosidiques (a-N-acétyl-neuraminyl-
2,6-N-acétylgalactosamine) unies par la fonction réductrice de 1'osamine avec

les fonctions hydroxylées de la sérine et de la thréonine.

La mucine sous-maxillaire du Boeuf posséde une

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

B ~ MUCOPOLYOSIDES ACIDES DE LA SUBSTANCE FONDA-
MENTALE

Le tissu conjonctif est essentiellement constitué
par un réseau de fibres protidiques noyées dans une substance amorphe, riche

en glucides, appelée substance fondamentale.
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Figure 1

Liaison glycanne-protide dans les mucines sous-maxillaires

de Mouten, d'aprés GOTTSCHAIK, MURPMY, GRAHAM (1, 2).



La structure de ces constituants glucidiques a été
déterminée gréce aux travaux de JEANLOZ et de MEYER. Tous possédent en commun
la particularité d'&tre constitués par des ienchaireusnba sdctliers, nrn
ramifiés, d'unités diholssidiques composées de N~acyl-hexosamine sulfurylée (%)
et d'acide ursnique (*x), La structure d'un type de ces glycannes est illustrée

par la figure 2 (p. 8).

IT ~ Iso-GLYCANNES

De nombreux glycaprotides,. isclés des milieux bio=-
logiques les plus divers, comme les tissus, le sang, le lait, l'urine, sont cong-
titués par l'association d'une fonction protidique avec plusieurs unités polyosi-
diques dont le pcids moléculaire est relativement faible (2 000 & 3 000 environ)
et dont la compnsition et la structure sont complexes. Ils sont en effet consti-~
tués par la conjugaison de plusieurs oses différents formant un édifice molécu—
laire ramifié. On congoit 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 tra—
vaux assez poussés. Il s'agit en particulier de 1'orosomucoide et de la trans—

ferrine,

(%) & 1'exception de 1l'acide hyaluronique

(#%) A 1’exception de 1l'acide kératecsulfurique.
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Figure 2

Liaison xylosidique de la protéine et de la chaine glycannique

dans l'acide chendroitine sulfurique B.



1 -~ Structure des glycannes de 1l'orosomucoide

Afin d'avoir des connaissances précises sur la
structure de la copule glucidique, il est nécessaire de connaltre les relations
entre les parties glucidiques et protidiques. Deux possibilités de structure en-
trent en considération : soit que cette glycoprotéine possdde un seul glycanne
branché en un seul ou plusieurs sites de la protéine, soit qu'elle possede plu-
sieurs glycannes branchés en divers endroits sur la protéine. Actuellement la
seconde hypothése semble réunir le plus de suffrages, néanmoins ces chaines gly-
canniques n'ont pu &tre isolées et l'ensemble des travaux accomplis jusqu'a

présent concernent la totalité des glycannes.

Les résultats obtenus par les auteurs sont frag-
mentaires. EYLAR et JEANLOZ (3) ont proposé un schéma hypothétique de structu-
re (Fig. 33 p. 10) ; cependant récemment FOURNET, TAKERKART, BROHON et MONTREUIL
(4) ont isolé d'mn hydrolysat de glycopeptides de 1!orosomucoide deux mannobioses
isoméres., Ce résultat remet en cause le schéma de EYLAR et JEANLOZ et permet
de penser qu'ilpeut exister un noyau oligomannogsidique interne. Cette caracté-
ristique ne serait d'ailleurs pas spécifique de 1'orosomucoide puisqu'on le ren-

contreégalement dans d'autres iso-glycannes : ADAM~CHOSSON et MONTREUIL (5)-

2 -~ Structure des glycannes de la transferrine

Les travaux entrepris au laboratoire ont pu mettre
en évidence la présence de deux chaines glycanniques d'un poids moléculaire
voisin de 2 200. L'exploration structurale de 1'ensemble des deux chaines laisse
apparaftre des chafnons cligosidiques tels que la N-acétyl-lactosamine, deux
mannobioses isoméres et un mannotriose. D'autres résultats complémentaires &
ceux précédemment cités, ont permis & SPIK de proposer un schéma de structure,

illustré par la figure 4 (p. 11).
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Figure 3

Schéma de structure hypothétique de 1'iso-glycanne de l!orosomucoide

(EYLAR et JEANLOZ) (6 ).
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Figure 4

Schéma de structure du glycanne de la transferrine

selon SPIX (7)
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B - GLYCOPROTEINES DE L'OEUF

Ces glycoprotéines représentent un matériel de
choix pour 1'étude de leur structure, leur préparation est aisée, les rendements
sont élevés, la simplicité de leur composition en oses facilite 1'étude des grou~
pements glycanniques. Ceci explique que l*ovalbumine et 1l'ovomucoide sont actuel-

lement les deux glycoprotéines de l'oeuf les mieux connues.

1 - Structure du glycanne de 1'ovalbumine

Les travaux de MONTGOMERY, WU et LEE (8) semblent
confirmer 1'hypothése selon laquelle il n'existerait qu'une chaine glycannique
liée & l'acide aspartique. L'ensemble des travaux ont conduit les auteurs
(CLAMP et HOUGH (9) ; KAUFMAN et MARSHALL (10) ; LEE et MONTGOMERY (11)) & ad-
mettre le schéma incomplet illustré par la figure 5 a et 5 b (p. 13).

2 - Structure du glycopeptide P de 1'ovomucoide

Ce glycanne d'un psids moléculaire de 3 200 est
composé de 16 unités osidiques dans le rapport molaire suivant {1 Galactose ;
5 Mannose ;5 10 Glucosamine. Les résultats obtenus par oxydation periodique lais-—
sent prévoir sgans ambiguité que cette molédcule est du type ramifié, L'application
d'autres procéliés 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 CHOSSON, MONTREUIL et SCHEPPIER (12) ont permis

de réaliser une ébauche de schéma de structure (Fig. 6 ; p. 14).
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Gly — Lys — Tyr— ASD ceme. LOW wwes THY . S€T o Val —-Leu

glycanne

Figure 5 a

Séquence peptidique et point d'attache du glycanne dans 1'ovalbumine
selen LEE et MONTGOMERY (13).

Clatbe -~ 23 Men = 4NmioNAe — 1Ty GloNAe 3 Asn

Figure 5 Db

Schéma de structure du glycopeptide de 1l'ovalbumine selen MONTGOMERY,
WU et LEE (14).

GlcNAc : N-acétyl Glucosamine ; Man : Mannose ; Asn : Asparagme.
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Figure 6

Schéma fragmentaire de structure du zlycopeptide B de 1'ovomucofde :
DUPONT (15).

X et XV : esides isolés par ADAM-CFOSSON (1€)
GlcNAc : N-acétyl-glucosamine 5 Man : Manrese ; Gal : Galactose ; Asn : asparagine.
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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 mémes résultats : les acides siali-
ques et le fuctse apparaissent dés le début d'hydrolyse et se trouvent donc
en peésition "externe" par rapport & l'ensemble de la molécule. Le mannose et
les osamines font partie de la fractiecn résistante de la molécule osidique et se

trouvent en position"interne'

Cependant} les schémas prépbsés par les auteuts restent
incompletsiet parfois hypothétiques. Deux raisons peuvent &tre invoquées, d'une
part 1l'imperfection des procédés d'exploration et d'autre part la complexité

structurale de ces types de molécules.

PROCEDES D'EXPLORATION DE LA STRUCTURE DES GLYCANNES

I -~ PROBLEMES POSES PAR LA STRUCTURE DES ISO-GLYCANNES

La structure des iso-glycannes n'a été jusqu'a présent
que trés partiellement élucidée en raison :
~ de sa complexité
-~ de l'interférence du protide

- du manque de méthodes.
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A - LA COMPLEXITE STRUCTURALE DES ISC--GLYCANNES

L'ensemble des résultats acquis pendant ces dernidres
années laisse prévoir que les glycannes sont constitués d'un nombre relativement
peu élevé d'unités esidiques. L'application de différents procédés & la détermi-
nation des masses mdléculaires des glycopeptides conduit & des valeurs voisines

2

de 2 000 & 3 250 ; ce qui correspond & des glycannes renfermant 12 & 20 unités
osidiques, parmi lesquelles on rencontre constamment une osamine liée & la pro-
téine,

‘ Le probléme de la détermination de la structure du gly-
canne peut se résesudre en trois étapes successives :

identification des oses.

détermination des rappsrts centésimaux et molaires des
bses

détermination de la séquence des cses.

Le probleme de la détermination de la séquence des oses
reste actuellement que trés partiellement élucidé car la nature variée des oses
composant le glycanne crée une stabilité toute relative de la liaison glycosidi-
que vis-a-vis des agents d'hydrolyse ; de ce fait, il est impossible de prévoir

le point de rupture des liaisens glycosidiques dans les chaines glycanniques.

Les procédés d'hydrolyse partielle (p.22) fournissent
des monosaccharides et quelques oligosaccharides que l'on peut isoler & 1'état
pur afin d'en élucider la structure par les procédéds classiques de méthylation,
dloxydation periodique ainsi que par llaction d'enzymes spééifiques. Mais le

probléme reste entier quant & la reconstitution du "puzzle".
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B - L'INTERFERENCE DU PROTIDE

1 ~ La présence du protide ne permet pas d'¢btenir de résultats satisfaisants
avec llapplication des procédés d'exploration tels que la méthylation et
1'oxydation périodique., En effet, la fonction alcool secondaire des hydroxy--
amino-acides de la sérine et de la thréonine peut &tre soit méthylée soit oxy-
dée par l'acide periodique et introduire de ce fait 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 des
complexes aminds 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 protides se manifeste par 1'apparition d'une coloration jav-
nftre ou d'un précipité noirdtre dans les milieux réactionnels. Ce mécanisme con-
duit & des causes d'erreur par défaut dans la détermination de la composition

en oses des glycoprotides.

3 = I1 convient donc d'effectuer 1l'analyse structurale sur le glyco—aminoacide

ou sur le glycopeptide. La séparation du glycanne de la protéine (ILEVENE et MORI)
(17) par la baryte & 10 p. 100 & 1009C présente  quelques désavantages (MEYER,
1945) (18). Dans de telles conditions les groupements N-acétyls étaient 1ibérés
et le pH alcalin favorisait la destruction des sucres réducpeurs. Cette difficul-
té a été résolue gréce & l'utilisation d'enzymes protéolytiques tels que la pro-
nase, la papaine, la trypsine ou la pepsine. Toutefois au cours de cette hydro-
lyse enzymatique, il convient de vérifier que la composition du glycanne n'a gud-
re varié au cours de 1l'opération. Aprés plusieurs cycles d'action de 1'enzyme,
les amino-acides, les peptides et le ou les glycoaminoacides sont fractionnés sui-
vant leurs propriétés physico-chimiques. L'isolement des glycoaminoacides met

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

sur échangeurs d'ions et d'électrophordse.



18

C ~ L'IMPERFECTION DES METHODES

1 = L'hydrolyse enzymatique

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 dlosidases ont été isolées jusqu'a présent & 1'état pur. Par ailleurs, la
spécificité de substrat de chaque enzyme n'est pas défini. En cutre de nombreu—

ses osidases posseédent une activité transférasique. .

2 - Méthode de perméthylatien

Ces méthodes rendent de grands services & 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 synthése. Or les dérivés méthylés des oses sont nom—

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

3 — Méthode d'oxydation periodigue

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 dont les carbones 2 et 4, 2 et 3 ou 3 et 4 sont substituds au~
quel cas nous sommes en présence 4'une structure dite "branchée". Cette méthode
est donc limitée puisqu'elle ne fournit que des renseignements fragmentaires

concernant essentiellement les points de branchements des glycannes ramifids,



19

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 d'osa-
mines. D'autre part dans des conditions de pH et de concentration les phénoménes
de transosidation peuvent introduire des causes d'erreur. I1 est, de ce fait,
impossible de distinguer les osides d'origine glycannique des osides formés par

recombinaison d'hexoses libres.

II - LES PROCEDES D'EXPLORATION DE STRUCTURE DES GLYCAN-

NES

A ~ DEGRADATION ENZYMATIQUE

Dans de nombreux cas leur action est facilitée par
1'utilisation d'un substrat glycopeptidique plutbt que glycoprotidique (SPIRO,

1962) (19). Deux types de procédés sont mis en oeuvre :

1 - Action d'osidases spécifigues

Ces enzymes possédent une action hydrolysante limitée
uniquement & la périphérie des glycannes. Toutefois, peu d'osidases ont été
isolées jusqu'a présent & 1'état pur, on peut citer la neuraminidase extraite
du Vibrio Cholerae (ADA et FRENCH, 1959 (20); SCHRAMM et MOHR, 1959 (21) ;
GOTTSCHALK, 1960 (22)) la B-galactosidase isolée d'un mutant d'Escherichia Coli
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(WALLENFELS, ZARNITZ, LAULE, BENDER et KESER, 1959 (23); WALLENFELS et MALMOTRA,

1960 (24)) ; la N-acétyl-B-D-glucosaminidase mise en évidence tout d'abord dans

1'épididyme de porc par FINDLAY et LEVY (25) puis dans les cultures de Diploco-
ccus pneumoniae par HUGHES et JEANIOZ (26). Cependant la plupart des enzymes
utiliséds jusqu'd présent ne sont pas suffisamment purifiés, en outre leur spéci-

ficité de substrat est mal définie.

2 = Dégradation enzymatique récurrente

Dans ce type de dégradation, il convient de classer la
méthode de STACEY, BARKER, PARDOE et HOPTON fondée sur 1'hydrolyse récurrente
du glycanne par des enzymes adaptatifs excrétés par des microorganismes au fur
et & mesure que se présentent de nouveaux types de liaisons osidiques. Aussi
ltincubation d'orosomucoide urinaire par exemple dans un milieu contenant une
suspension cellulaire de Klebsiella aerogenes (NCIB 2&12) conduit & la synthése
d'un bon nombre d'enzymes (BARKER, 1963 et 1964) (27, 28). On voit se libérer

successivement en fonction de leur position dans la molécule 1l'acide N-acétyl-—

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

Dans ce méme 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 & la libération d'acide

N-acétylneuraminique.

B -~ OXYDATION PERIODIQUE

1 =~ Principe

GOLDSTEIN, MAY, LEWIS 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

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



21

oeglycoliques en dialdéhydes ; dans un second temps, les fonctions aldéhydiques
sont réduites en fonctions alcooligues par le borohydrure de potassium ; dans
un troisitme temps, la solution glycoprotidique modifide est amenée & pH 1 avec
1t'acide sulfurique qui hydrolyse les liaisons glycosidiques labilisées par la

transformation des eses en acétals lindaires.

L'identification et le dosage des oses non oxydés ainsi que
les produits résultant de 1'oxydation fournissent des renseignements sur la

gtructure du glycanne.

2 - Applications

Ce procédé a été appliqué aux glycépeptides cbtenus par
dégradation protéasique des glycoprotéines suivantes : globulines B’G humaines
(ROTHFUS (30) ; ROTHFUS et SMITH (31)) ; 1'evomucoide (CHATTERJEE et MONTGOMERY
(32)) ; 1'ovalbumine (MONTGOMERY, WU et LEE (33)) ; 1'erosomucoide (JEANLOZ (34))
et la féturine (SPIRO (35)).

C ~ PERMETHYLATION

1 ~ Principe

Cette méthode est la plus utilisée en matiére de chimie
structurale des glucides, elle s'applique aux eligosaccharides et par extension
aux glycopeptides ; son principe est le suivant : le glycanne d'abord O-perméthylé
au cours de plusieurs cycles de méthylation est ensuite hydrolysé. L'hydrolysat
renfermant des oses neutres, des osamines et des oses méthylés est ensuite
sounis a différentes techniques de fractionnement telles que la chromatographie

en phase gazeuse.
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2 ~ Applications

Ces procédés furent appliqués aux glycopeptides ebtenus
par dégradation enzymatique des glycoprotéines suivantes : 1'ovomucoide (STACEY

et WOOLEY (36)) et 1'orosomucoide (JEANLOZ et GLOSSE (37)).

% - Limites de la méthode

a -~ Les fonctions amines libres ainsi que les liaisons peptididues des glycopro-
téines réagissent au méme titre que les fonctions aglycol des oses, afin 4!'éli-
miner cette interférence la copule protidique et dégradée par ltactiondes enzy-

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

b - La méthylation des fonctiéns "hydroxylées" libres des oses doit &tre totale ;
en fait, les agents de méthylatisn ne réalisent que des méthylations partielles

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

de méthylation.

¢ - L'hydrolyse du glycopeptide perméthylé pose les mémes problémes que 1'hydro-
lyse des glyceopeptides ; en outre les éuteurs CROON, HERRSTROM, KULL et LINDBERG
(38) ; BOUVENG et LINDBERG (39) observent une partielle O-déméthylatisn avec
1'acide sulfurique (N - 2N) & 1002C

D ~ HYDROLYSE ACIDE PARTIELLE

Dans un glyeanne les unités osidiques sont lides les unes
awxautres par une liaison glycosidique. Elle résulte de la conjugaison de la
fonction semi-aldéhydique eu semi-cétonique avec l'une des fonctions alcools
d'une autre molécule d'ose. De ce fait, deux types de liaisons sont & considé-
rer 3 les liaisons de type cétosyl et celles de type aldosyl. Chaque aldose pos—
séde deux anomeres : o et B, ce qui implique des liaisons glycosidiques de type

@ et B. Les procédés d'hydrolyse acide partielle reposent sur le clivage d'un
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petit nombre de ces liaisons afin d'obtenir des osides. Cependant, il est diffi-
cile de prévoir le comportement de chacun de ces types de liaison glycesidique
vis-a~vis des agents d'hydrslyse acide car la nature variée des oses ainsi que

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

1 - Stabilité des liaigons glycosidiques vis<i~vis deg agents d'hydrolyse.

De nombreux travaux (WOLFROM et THOMPSON (40)) ont démontré
que le comportement des liaisons osidiques était en relation éiroite avec les
groupements "hydroxyles" et que la stabilité d'une liaison glycosidique était
essentiellement lide au nombre et & la position des fonctions "hydroxyle! alcoo-

ligue et semi-acétalique.

a - Les liasisens a-D~osidiques sont plus stables que les liaisons f-D-osi-
diques (HASSEL et OTTAR (41)).
b - Les liaisons "cétosyl" (fructosyl et sislyl, par exemple) sont beaucoup

plus labiles que les liaisons "aldosyl".

HEIDT et PURVES (42) montrent que les fructopyranesides
sont hydrolysés 10 000 fois plus rapidement que leur cerrespondant aldopyranno-
gsides, Ces liaisons sont hydrolysées par l'acide chlorhydrique et sulfurique

trés dilué : 0,01N & 1009C ou 0,1N & 80°C pendant une heure.

¢ ~ La substitution du carbone 5 d'un ose stabilise sa liaison glycosidigque
Les liaisons "furannosyl" sont beaucoup plus labiles que les liaisons "pyranno-
syl", HAWORTH (43) montre que les aldofurannosides sont hydrolysés 50 & 200 fois
plus rapidement que leurs isoméres aldopyrannosides. Les liaisons "furannosyl"
sont généralement rompues par l'acide sulfurique & { p. 100 & 80-1002C 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, urannsidyl.
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e ~ La position axiale ou équatoriale des substituanis des cycles pyranno-
siques, autre. que l'hydrogene, posséient une grande influence sur 1l'hydrolyse
des liaisons osidiques et REEVES (44 ) a démrntré que les substituants équato-
riaux stabilisaient les liaiscns aldopyrannoeides, principalement cquand le grou-
pement en 2 est axial.

En ce qui concerne les aldohexoses les plus couramment trou~
vés dans les glycoprotéides, 1l'ordre décroissant des stabilités des liaisons
osidiques est donc le suivant : o-D-glucose, B-D-glucose, a-D-mannose, 0-D-galac-

tose, P-D-mannose, B-D-galactose.

f - La substitution des fonctions "hydroxyl" du cycle pyrannosique augmente
la stabilité des liaisons glycosidiques (PAUL) (45). Ainsi s'explique la gtabi-
1ité des liaisons osidiques des oses O-méthylés et des osamines. Dans le cas
de ces derniéres, la stabilisation des liaisons "osaminidyl" est réalisée par
un double mécanisme : substitution d'un hydroxyle du cycle pyrannosique et ap-
parition d'un proton provenant de 1'ionisation de la fonction d-amine au voigi-
nage de la liaisen. L'absence de proton explique la plus grande fragilité des

liaisons N—~acétyl-osaminidiques par rapport aux liaisons osaminidiques.

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

C'est pourquoi, les liaisons "furannosyl" sont beaucoup
plus labiles que les liaisons "pyrannosyl". Par exemple, les aldofurannosides
sont hydrolysés 50 a 200 fois plus rapidement que les aldepyrannosides isoméres
(HAWORTH) (46). Les liaisons glycosidiques de l'arabinose et du fructose sont
donc aisément rompues et on utilise généralement de 1l'acide sulfurique dilué
(solution d'acide & 1 p. 100), & 80-1009C penaant un temps relativement court,
n'excédant pas, en général, quelques minutes.

En outre, la nature du substituant du carbone 5, intervient
dans la stabilisation de la liaison osidique dans 1'ordre suivant (WOLFROM et

THOMPSON) (47).

H CHB CHZOH CHOH - CH2OH COCH
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Ltordre croissant de stabilité des liaisons aldopyrannosidiques est donc :
pentosyl, méthylpentosyl, hexosyl, heptosyl, mannosidyl. La stabilité des liai-
sons "uranddidyl" est bien connue, il est parfois nécessaire, pour les hydroly-
ser totalement, d'epérer dans des conditions telles (acide 2 4 p. 100 & 1209C,
pendant 10 & 24 h) que 1l'on ne peut éviter une destruction importante des aci=-

des uroniques.

2 = Divers procédés d'hydrolyse partielle

L'hydrolyse acide représénte la méthode de choix nour réa-—
liser la rupture des liaisong osidiques; Les dses sont, en effet, généralement
stables en milieu acide. En outre, on connalt suffisamment les modalités de
1thydrolyse acide des osides et des glycannes pour obtenir & volonté, des oses
ou des cligosides en faisant varier la nature et la concentration de 1l'acide,

la température et la durée d'hydrolyse.

s e s g " g ot — e — — — — ——

L'hydrolyse par les résines polystyréne-sulfonées a été
appliqué par différents auteurs pour déterminer la composition en oses neutres
de glycoprotides divers. On sait, & présent que le procédé conduit & la for-
mation de nombreux osides possédant, en général, une N-acétylosamine en posi-
tion terminale. Cette méthode préconisde par DIXON (48) puis par BRAGG et
HOUGH, GLEGG et al. (49), SCHMID (50), TOLBERT et ZILL (51) est & priori trds
séduisante car 1l'échangeur de cations joue & la fois le rdle d'agent d'hydroly-
se et d'agent de purification en fixant les produits de dégradation protidique.

Ce procédé a recu de nombreuses applications, les unsg uti-
lisent des résines solubles (PAINTER et MORGAN(52) 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 1'ovomu-
cofde par MONTREUIL et CHOSSON (55), CHOSSON, MONTREUIL et SCHEPPLER (56),
ADAM~CHOSSON et MONTREUIL (57) ou des globulines }{G humaines par CLAMP et
PUTNAM (58).
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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 permettént de préciser d'une part
la nature des oses en position externe dans la molécule de glycannes, car ces
oses apparaissent dans les premidéres minutes sur le chromatogramme, et d'autre

part la durée favorable & 1l'obtention d'un bon rendement en oside.

L'acide sulfurique et chlorhydrique ont été jusqu'a pré-
sent largement utilisé & des concentrations et pendant des temps trés variables
pour hydrolyser les glycoprotides. WHISTER et SMART 1935 hydrolysent les glyco-
protides par l'acide sulfurigue 1N & 1009C pendant des temps variant de quelques

minutes & plusieurs heures.

3 - Pacteurs de modification des glucides au cours de 1'hydrolyse acide partiel-
le.

Les glucides sont susceptibles de subir des modifications

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

L'épimérisation s'effectue généralement en milieu alcalin,
cependant elle peut se produire en milieu scide (0ST) (59) et introduire une

cause d'erreur due & la conversion des oses.

b - Condensation par transosylation

— — -

La transosylation chimique, condensation des ases entre
eux est l'une des principales causes d'erreur de 1l'hydrolyse, signalée par

FISCHER d&s 1890 (60).
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Ce mécanisme a été étudiéadepuis, et 1'on sait que les
processus de transosylation obéissent aux regles générales suivantes :
12) La transosylation en milieu acide conduit 3 la formation préférentielle
de glycosides 1—_56. Toutefois, ceux-ci sont accompagnés d'une faible propor-

tion de glycosides 1—33 et 1—a4.

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

(TAUFEL, IWAINSKY et RUTTLOFF) (61) et quelque soit sa concentration.

39) La transosylation est favoriséde par les concentrations élevées en oses ; on
obtient par exemple d'excellents rendements en isomaltose avec une solution de

glucose & 18 p. 100 dans 1l'acide sulfurique 1N (BACON et BACON) (62).

En conséquence; le procédé d'hydrolyse acide partielle
présente deux inconvénients ; d'une part, il nécessite une quantité appréciable
de glycopeptide car les rendements en osides sont faibles, dlautre part, les
conditions dans leguelles s'effectue 1l'hydrolyse acide ne sont pas satisfaisan-
tes car elles peuvent donner naissance & des recombinaisons d'oses libres entre
eux, De ce fait, nos travaux se sont orientés vers l'application d'une autre

technique, 1l'acétolyse.
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L'ACETOLYSE

I -~ HISTORIQUE

L'action de l'anhydride acétique en présence d'un cate~
lyseur acide est connue depuis 90 ans. En éffet, en 1879, FRANCHIMONT (63) dé-
couvre ce procédé au cours de tentatives d'acétylation de la cellulose ; & 1'épo—-
que les auteurs étaient & la recherche de procédés d'acétylation. Dés 1879,
FRANCHIMONT signale la présence de cellobiose octaacétate dans les produits d'acé-
tylation de la cellulose, de ce fait l'acétylation se trouve couplée a des réac—
tions de rupture des liaisons osidiques, le nom d'acétolyse a été donné & 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 peéracétylés. Les applications sont
nombreuses et les oligosaccharides obtenus par acétolyse partielle de polysaccha~
rides extraits de milieux variés sont trés bien exposés dans 1'ouvrage de BAILEY
(64). L'évolution de 1l'application de cette technique peut &tre divisée en deux
grandes étapes. En effet, dans une premidre période (1879-1956) les auteurs ont
appliqué cette méthode & des quantités importantes de glucides composés essen—
tiellement de polyméres de glucose, de mannose, de fucose et de N-acétyl-glucosa-
mine., Dans une seconde période (1956~1963), 1'acétolyse partielle a été appli-
quée & des glucides renfermant des proportions variables d'oses "neutres", d'osa-

mines et d'acides sialiques.
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A ~ ACETOLYSE DES MONOPOLYOSIDES

1 - La cellulose

La dégradation de la cellulose par la technique d'acéto-
lyse dans le milieu anhydride acétique - acide acétique - acide sulfurique en un
composé maintenant identifié au B-cellobiose octaacétate, a été 1'une des premisres
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 & de nombreuses controverses avant que la structure de la
cellulose ne flt définitivement établie. Les résultats acquis par la suite par
DICKEY et WOLFROM (68) puis par WOLFROM et DACONS (69) ont levé 1'ambiguité de ce
probléme., En effet, ces auteurs ont isolé, par acétolyse partielle de la cellulose,
une série homologue de cing polymeres identifiés & 1'a<D-cellotriose, au P=D=-cello-
tétrasse, au B-D-cellopentacse ainsi qu'aux cellohexaose et celloheptaose.

2 =~ La Chitine

En 1931, parallélement aux travaux effectués wsur la
cellulose, BERGMAN, ZERVAS, SILBERKWEITE (70) et ZECHMEISTER (71) ont également
appliqué 1l'acétolyse partielle & la chitine en modifiant toutefois le réactif acé-
tolysant ; le mélange anhydride acétique - acide acétique - acide sulfurique était
remplacé par le mélange anhydride acétique - acide sulfurigue. Les auteurs ont
is01é le di N-acétyl-hexa-O-acétyl-chitobiose (“"ectaacétylchtiobiose") avec un
faible rendement, ainsi que le tri N-acétyl-octa-O-acétylchitotriose ("hendécam
acétylchitotriose"). Cependant, en 1955, ZILLIKEN, BRAUN, ROSE et GYURGY (72)
ont fractionné sur charbon-Célite un mélange de cing composés obtenus par une O-
désacétylation alcaline de 1'"octaacétylchitobiose”. 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'auire part, BARKER
(73) et HOROWITZ (74) ont signalé la formation de semblables artefacts au cours
de la O-désacétylation du penta-O-acétyl-D-glucose et de la chitine acétolysée,
Finalement c'est en 1956 et 1957 que KUHN et KRUGER (75) ont identifié ces arte—
facts & des chromogénes formés au cours du traitement alcalin de la N-acétyl~hexom
samine. L'application de 1l'acétolyse & des polysaccharides renfermant des Neacéiyl~
hexosamines se trouve donc limitée par la formation de chromogénes au cours de

leur O-désacétylation par des agents alcalins.
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3 - Les mannanes

ASPINALL, RASTBROOK et KESSLER (76) ont isolé d'un acéto-
lysat de mannane provenant du corozo (Phytelephas macrocarpa) une série homolo—
gue d'oligosaccharides. La plupart de ces osides (du mannobiose au mannopentaose)

renferment des liaisons osidiques du type Bl—=4.

La structure d'autres ménnanes, extraits du saccharomyces
cerevisiae, a été explordée au moyen de deux techniques différentss : d'une part,
ltacétolyse et dlautre part l'hydrolyse acide partielle. Les résultats, obtenus
par acétolyse : GORIN et PERLIN (77) LEE et BALIOU (78) ainsi que par hydrolyse
acide partielle : PEAT, WHELAN et EDWARDS (79) permettent de penser que ce man-

nane posséde une structure branchée, compnsée des liaisons : 1,2 - 1,3 et 1,6,
En 1961, PEAT, WHELAN et EDWARDS ont proposé un schéma de structure selon lequel
une chaine formée de lisison a 1-6, constituait le squelette du polysaccharide ;
les liaisons @ 1-2 se localisent au point de branchement. Cependant, en 1965,
LEE et BALLOU (80) ont isolé un tétrasaccharide (O—a-Dmmannopyrannosyl-(1.3)~O—
a—D-mannopyrannosyl—(1,2)—O—a—D-mannopyrannosyl-(1,2)—D—mannopyrannose) qui ine

firme le schéma de structure.

B - ACETOLYSE D'HETERQOPOLYOSIDES

Dans une seconde période (1956-1963) les auteurs ont
appliqué 1l'acétolyse & 1'étude de la structure d'hétéropolyosides, en particulier
aux mucines et aux gangliosides. Ainsi, YOSIZAWA (81) puis MASAMUNE et YOSIKAWA
ont isolé d'un acétolysat de mucine stomacale du Pore deux osides, identifiés
au N-acétylglucosaminido-galactose et au N-acétylglucosaminido~(1,4)-galactosido~
(1,4)—N—acétylgalactosamine. Plus récemment, KUHN et WIEGANDT (82) ont détermind

a4 l'aide de cette technique, la structure du ganglioside G1, isolé du cerveau.
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Enfin, KUHN et EKONG (83) ont acétolysé un glycopeptide isolé du lait de Vache
et, grice & 1'isolement de deux disaccharides et d'un trisaccharide contenant
de ltacide sialique, du galactose et une osamine, ont présicé la séquence des

unités glycanniques ; ANAN ....»Gal .. 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 d'oligo-
sides O-acétylés. De ce fait, cette technique met en jeu des réactions d'estéri-
fication des groupements hydroxyls libres, couplées a des réactions d'hydrolyse

des liaisons glycosidiques.

Le systéme acétolysant couramment utilisé se compose
d'anhydride acétique - acide acétique -~ acide sulfurique. D'autres systemes ont
été moins fréquemment utilisés.:anhydride acétique ~ acide perchlorique ; anhydri~
de acétique - chlorure de zinc ; anhydride acétique - acide trifluoro acétique.
Tous ces systémes libdrent des redicaux ions .acktylium’ 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, d&s gqu'une liaison csidiqde est hydrolysée,
la fonction réductrice semi-acétalique est bloquée par un radical acétyl et les
phénoménes de transosidation sont ainsi emp&chés. La vitesse d'acétylation est
plus rapide dans les limites de pH inférieure & 1 et supérieure & 3 dans le

mélange acide acétique - anhydride acétique. (PIGMAN) (84)
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La figure 7 (p. 33) illustre le principe de l'acétolyse appliqué & un oside quel=

conque.

L'hydrolyse des liaisons csidiques est catalysée par
ltacide sulfurique concentré qui joue également le rdle d'agent déshydratant
dans le mélange anhydride acétique - acide acétique - acide sulfurique (10 + 10 3
1) ®1v:v). La vitesse d'acétolyse dépend de la concentration en acide sulfuri-
que. On ne peut toutefois dépasser une concentration supérieure & 5 p. 100 sans

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

B - SPECIFICITE DE LA COUPURE DES LIAISONS OSIDIQUES

AU COURS DE L'ACETOLYSE

1 = Labilité des lisisons osidigques {——ub

WOLFROM et DACONS (86) ont isolé aprés hydralyse acide
partielle de l'iso-amylose, 1 p. 100 d'isomaltose (d—glucosido—1,6—glucose)et
démontré que cet oside n'était pas le produit d'une réaction de transosidation
bien que ce méme disaccharide n'ait pu &tre isolé par acétolyse de 1l'amylopectine,
Ces résultats en apparence contradictoires, s'expliquent & présent par la grande
labilité des liaisons 1 - 6 vis-a-vis de 1l'acétolyse. La démonstration de cette
labilité particulidre a été effectude sur la base des expérimentations suivantese.

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

WHELAN et EDWARDS (89) ont obtenu par hydrolyse partielle du méme substrat

un oside identifié au 6-0-a-D- mannopyrannosyl-D~mannose. L'acétolyse avait donc
coupé les liaisons o {56 plus facilement que les liaisons & { = 3 ; 1'in=

verse était réalisé par hydrolyse acide partielle. Ces résultats sont illustrdés par
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CH20H CHZOCOCH3
0 Acide acétique
H Anhydride acétigue
i i SO H
; 0 R 42
OH oH Cl'lj-CO-O O—COCEL3
2, 3, 4, 6-tétra~acétyle~a-O-acétyl-
glycoside.
Figure 7

Résultat de 1l'acétolyse d'un oside.



les figures Ba et 8Db (p. 35).

b - MATSUDA, WATANABE, FUSIMOTO et 4SO (90) ont étudié les conditions dtacé~
tolyse de 1l'isomaltose (6u0—a-D-glucopyrannosyl~D-glucose) et du nigérose (30w
a—D—glucopyrannosyl-D—glucose). Aprés 5 heures d'acétolyse la liaison osidique
du nigérose était intacte alors que celle de l'isomaltose était totalement cou-
pée. Cette observation fut mise & profit par les auteurs afin d'isoler, par acé-

tolyse des dextranes, le nigérose ainsi que le kojiobiose.

2 - La Stabilité des liaisons glucosyl et mannosyl

Un autre type de spécificité a été suggéré par SMITH
et SRIVASTAVA (91) & la suite de leurs travaux sur les glucomannanes. En effet,
ces auteurs ont pu démontrerque la liaison mannose-mannose était céupée,plus,rapide—
ment que les liaisons glucose-mannose. Depuis, aucune autre recherche n'est venue

confirmer ce rdsultat:

3 - 3tabilité de la fonction acétamido des N-acétylhexosamines

L'acétolyse préserve les groupements N-acétyl présents
dans les mucopolysaccharides ; de ce fait, elle fournit des dligosaccharides Ne-
acét&lés. Rappelons que le phénoméne inversestcbserve au cours de l'hydrolyse acide
partielle par les acides minéraux dilués, que la fonction amine des osamines est
libérée et que le proton qu'elle porte stabilise la liaison osidique. Cette pro-
priété remarquable de 1l'acétolyse a regu peu d'applications. YOSIZAWA (92, 93),
puis MASAMUNE et YOSIKAWA (94) ont mis & profit cette caractéristique et ont iso=-
1é de la mucine stomacale du Porc un N-acétylglucosaminido-galactose, et une Ne

acétylglucosaminido~(1,4)—galactosido—(1,4)-N—acétylgalactosamine.

4 ~ La Stabilité de la liaison sialosvl

L'aspect certainement le plus intéressant de cette tech~
nique réside dans la possibilité d'obtenir des csides renfermant de 1l'acide sia—
lique. Les liaisons sialosyl. sont trés labiles vis-i~vis des acides minéraux

dilués. Elles sont, en effet, coupdes en { h, par H280 0,01 N, & 100¢C,

4
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ai -6 a1 -3 af -6
Man > Man ——-Z3 Man o> Man ————
4’ I e S
Figure 8 &

Acétolyse d'un mannose (%), formation préférentielle du
3—a~D-mannopyrannosyl-D-mannose. GORIN et PERLIN (95) ;
LEE et BALLOU (96).

aif -6 x1 -3 al -6

s e MaTL > Man 3 Man w3 Man = ——————
Figure 8 b

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

férentielle du 6~a~D-mannopyrannosyl-D-umannose. PEAT, WHELAN
et EDWARDS (97).

(*) mannane isolé du Saccharomyces cerevisiae
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De ce fait l'hydrolyse partielle par les acides minéraux dilués n'est pas une
technique favorable & l'obtention d'oligosaccharides renfermant de l'acide sia-
liques 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 recu jusqu'a présent trés peu d'applications. L'unique
exemple de la littérature date de 1963 : KUHN et WIEGANDT (98) acétolyserent le

ganglioside G, avec le mélange anhydride acétique ~ acide acétique - acide sul-

1
furique concentré (10 : 10 : 1) & température ambiante pendant 3 jours ; Aprds
désacétylation par le méthanol ammoniacal, deux oligosaccharides acides -furent

isolés

C - MODIFICATION DES GLUCIDES AU COURS DE L'ACETOLYSE

1 ~ LtAnomérisation

L'anomérisation 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 llanomére O-acétylé «.

En effet, dés 1934 HANN et HUDSON ont observé que
1'acétolyse des méthyl D-aldohexopyrannoside tétraacétates donnait  1l'anomére
a~D-gldohexopyrannose pentaacétate. Cette observation fut ensuite confirmée par
de nombreux travaux. FREUDENBERG et SOFF (9 ) obtiennent par acétolyse du D-glu-
copyrannose pentaacétate un mélange de 83 p. 100 de 1l'anomére a-D et 12 p. 100
de 1l'anomere B-D. Les études concernant le mécanisme de cette anomérisation, ont
été entreprises par LEMIEUX et son école puis par LINDBERG ; toutefois 1l'état
actuel de nos connaissances ne nous permet pas d'élaborer de conclusions défini-

tives au sujet de ce mécanisme.
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2 ~ Bpimérisation

La possibilité d'épimérisation des glucides durant le
processus d'acétolyse ne doit pas 8tre négligée. JERKEMAN (100) en préparant
le D-mannofurannose pentaacétate par acétolyse du 2,3 : 5,6 di—OQisopropylidéne—
D-mannofurannose, a obtenu, aprés désacétylation par la triméthylemine, le D=
glucose et le D-mannose dans le rapport 8 : 2. De la méme fagon il est montré
gue le méthyl B-D-mannofurannoside se trouve transformé en D-glucose aprés ddésam
cétylation. Cependant, .on n'observe aucune modification de structure au cours de

1tacétolyse du méthyl o-D-mannopyrannoside ou du méthyl P-D-glucopyrannoside.

D'autres travaux semblent toutefois nécessaires afin
de définir plus précisément les conditions d'épimérisation décrites par JERKEMAN,
Il serait utile; en particulier de savoir si ces modifications de structure
s'effectuent réellement au cours de 1'acétolyse comme le prétend 1'auteur, ou

bien pendant la O-désacétylation.

D ~ PRINCIPE DE L'ISOLEMENT DES OSIDES

L'acétolysat renferme en mélange des oses et des osides
peracétylés qu'il convient d'isoler & 1'état pur afin d'en déterminer la struc—
ture. Deux possibilités sont & considérer :
d'une part 1l'isolement des osides peracétylés, et d'autre part, l'isolement des
osides aprés désacétylation. Ce qui pose le probleéme de la O-désacétylation

guantitative des osides.

1 - La_géparation deg osides peracétylés a regu assez peu d'application. Mc NEELY,
BINKLEY et WOLFROM (101) effectuent une chromatographie sur colonne de Magnésol~
Célite ou de Siléne~EF-Célite (GEORGES, BOWER et WOLFROM) (102) avec élution des

osides par un solvant organique tel que le benzéne-alcool butylique (100 : 1 v/v)
ou le benzéne-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 1l'acétone.

WOLFROM et DACONS (103) utilisent le procédé de GEORGES,
BOWER et WOLFROM (104) pour isoler 1'a-D cellopentaose heptadécaacétate ainsi que
1'a-Doelloheptaose tricosaacétate obtenus par acétolyse de la cellulose, par ail-
leurs O'NEILL (105) utilise le procédé de Mc NEELY, BINKIEY et WOLFROM pour iso—

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

Les applications sont assez peu nombreuses car le pouw

voir de résolution des osides peracétylés est faible.

2 - La séparation des osides O-désacétylés est aisde, cependant elle pose le pro=-

bleme de la O-désacétylation quantitative des osides. En effet, il s'agit de.G—-dé-
sacétyler les osides sans toutefois modifier leurs propriétés physico-chimiques.
Les méthodes sont nombreuses (Tableau I ; p. 39), cependant les rendements en
osides sont faibles, ce qui explique que les travaux d'acétolyse s'appliquérent
essentiellement & des substrats issus du milieu végétal donc facilement isolés

en grande quantité.



TABLEAU I

39

Procédés de O-désacétylation des polyosides et des oses.

Substrat d'acétolyse

e

Agents de

O-désacétylation :

..

Références

Fucoidine
Cellulose

Dextranes

Méthoxyde de

:+ sodium en solution

dans le méthanol

O!'NEILL (106)

WOLFROM et DACONS (107)
TSUDA et al. (108)

GOLDTEIN et WHELAN (109)

L/vvvvvv N N’ S|

Galactomannanes

Mannanes

Mannanes

Méthoxyde de

: baryum en solution

dans le méthanol

ASPINALL et WHYTE (140)

ASPINALL, RAMBROOK et
KESSLER (111)

LEE et BALLOU (112)

Glycopeptides du colostrum
de vache

Mucopolysaccharides de mu~
cine gastique de Porc

Ganglioside G1

Méthanol

ammoniacal

KUHN et EXONG (113)
MASAMUNE et al. (114)

KUHN et WIEGANDT (115)

Acétolysat de mucine
gastrique de Porc

Potasse f,SN

yosizawa (116, 117)

Le L-3orbose pentaacétate

Baryte 6 N

OLIN, EVANS et WOLFROM
(118)

Pentaacétyl-a~D-glucose

Acide sulfurique
0,1 N

ABRAHAM, CHAIKOFF et HASSID
(119)

B i SR N Wl Nl Nl N N N W W2 NI L Nl L vy

R T i i e e T i i e P N P N N P e N e D i DX

23 ¢ 5,6 D-O-isopropylidé-— f

ne D-mannofurannose

Triméthylamine

WAELAN (120)
JERKEMAN (121)

PN
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| ETUDE _DES _DIVERS PROCEDES DE DESACETYLATIONl

La mauvaise séparation chromatographique des osides peracétylés,
contenus dans les acétolysats, nous pose le probléme de leur O-désa--
cétylation quantitative. Les bases utilisées comme réactifs de
désacétylation modifient la structure des oses; cette caractéristique
fut observée par BARIER et al.(I22) et WHNITAKER et al.(I23), au
cours de la désacétylation d'un acétolysat de chitine et de peracétyl-
glucosanine. De ce fait, nous avons entrepris une étude critique des
différents procédés de désacétylation des oses '"meutres" et des

osamines, afin de préparer quantitativement des oligosaccharides &

partir d'acétolysats de glycannes.

I- MATERIEL ET METHODES.

A—- ATVALYSE QUANTITATIVE LT QUALITATIVE DS OSES.

1~=~ Dosdge = colorimétrique des oses
a- Dosage des oses 'meutres".

Yous utilisons la méthode & 1l'orcinol de TILIMANS et PHILIPPI
(I24) modifide par RIMINGTON (I25). Le principe de cette méthode repose
sur la condensation des produits de dégradation des oses en milieu
acide sulfurique avec l'orcinol ou orcine pour donner une coloration
brun orangée. Les oses '"neutres" peracétylés se comportent de 1la
n8me fagon que leurs homologues non acétylés. Ceci laisse supposer que
l'acide sulfurique chaud coupe les liaisons esters puis transforme les

oses en dérivés du furfural.
b—- Dosage des N-acétylosamines et des chromogénes.

Les N-acétylosamines sont dosées par la méthode de REISST.
STROMINGER et LELOIR (I26) modifide par LEVY Mac ALLAN (I27); le prin-
cipe est le suivant: la dégradation en milieu alcalin chaud des N-acétyl—
hexosamines donne trois chromogénes identifiés par STANLEY (I28) KUHM

et KRUGER (I29). Ces chromogénes se condensent avec le p-diméthylamino—
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benzaldéhyde pour donner une coloration rose présentant un maxima
d'absorption & 546 et & 585 mu. Wous dosons les chromogénes en rempla-—
gant la solution de tétraborate de sodium par de l'eau distillée et en

introduisant un téuoin ecau de m8me composition.

¢'— Dosage des osamines.

Les osamines sont dosées par la méthode d'BLSON MORGAN (I30)
modifide par DELCHIR, NUTTH et SAMBROOZ (I3I) aprés hydrolyse des
osides ou.glycoprotides par l'acide chlorhydrique 4¥ redistillé, exemp?
de fer, & I00°C pendant 4 heures en tubes scellés sous vide.

d- Dosage des acides sialiques.

L'acide ¥-acétyl-neuranminique est dosé par la méthode 2 la

diphénylamine de WIRNIR et ODIN (132)a

2— Chromatographie des oses.,

a— Chromatographie qualitative.

La chromatographie qualitative sur papier s'effectue sur les
papiers Whatman n°I et Schleicher et Schiill 2040 b, en utilisant dans
la plupart des cas la technique de chromatographie descendante. ILes
paplers sont saturés avec la phase inférieure du solvant pendant I & 2
heures avant le commencenent de la migration. L'identification des glucides

est: réalisée par l'utilisation simultanée d'un certaln nombre de solvants

et de révélateurs spécifiques, aingi que par la comparaison de leur

comportement chromatographigue avec celul de substances de réfdrencs

&

®

~ Systemes solvants.
folvant A s n-butarol-acide acetique—eau (£:I1:5).
Ue systéme solvant de PARTRIDGE (13%) fournit une résolution
satisfaisante des oges &t des oligosaccharides. La durde de chromatographie
sur papler Whatman n°3 est de 48 heures pour la séperation des pentoses

et des hexoses , de 4 &4 6 jours pour la séparation des oligosaccharides.



solvant B :tAcétate d'éthyle-pyridinc-eau (2:122)

Ce systéme solvant de J.RIMYY et ISIRVOOD (I34) donne en I8 h.

de migration une trés bonne résolution du galactose et du glucose.

Golvant C :Acétate d'éthyle-pyridine-acide acétique—eau(5:5:I33)

-

Ce systéme solvant doniie une bonne séparation des oligosaccharl-
des , en particulier des sialyl dérivis, en 20 heures de migration j nous
avons obtenu une bonne résolution de la glucosanine ¢t de la galactosami-

ne ainsi que de la glucosanine ¢t du glucosaminitol.
Solvant D @ n—-butanol secondaire saturé on cau

Solvant utilisé pour la séparation deg chromogénes formés &

partir des T—-acétyl hexosamines.

—Révélateurs spécifiques.

~Le réactif au nitrate d'argent alcalin de TREVELYAI (135) colore les
oses réductours et les polyole en brun.
~-Te réactif & 1l'oxalate d'aniline de PARTRIDOE(I36) plus spéecifique que
le précédent donne des colorations qui varient avec la rature de 1l'ose.
—~Le réactif au phtalate d'aniline est couramment utilisé pour la chroma-
tographie quantitative des oges.

- Le réactif A'DIO0N MORCAYN (PARTRIDOE ) (137) révele les hexosampines en
rouge, et les l-acéityl-hexosanines en pourpre violot.
Lz réactif au p-diméthylaminobenzaldéhyde (CVHFNRFOLY et (VENNERTOLM)
(138) met on évidonce les acides sialiques en violet.
~Le rénctif o 1'hydroxamate ferrigue de TATE et DISHOP (I39) révile les

esters en brun violacé.,

-

b— Chromatographie guantitative.

tétude de la struciure des osides nécessite deux étapes ¢
I°) La détermination de la composition en oses, en appliquant les néthodes
de dosages colorimétriques précdédemnent décrites.
2°) La détermination du rapport nmolaire des oscs , en appliquant la

chromatographie guantitative sur papier.
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Les osides sont d'abord hydrolysés par l'acide chlorhydrique
1,5 I pendant 1,5 h. & 100°C ; les hydrolysats sont purifids sur colonne de rési-
nes échangeuses de cations et d'anions ; 1'éluat neuire est ensuite lyophilisé
et chromatographié.

TG

Les oses ™eutres" sont dosés par la méthode de HUGILS et
JEANLOZ ( 140 ) au phtalate d'aniline et 1'élution des spots colords s'effectue
par 1'éthanol chlorhydrique. Cetite méthode donne des résultats trés reproducti~

bles pour des quantités d'oses comprises entre 10 et 200 ug.

Le dosage de 1l'ose réducteur est rdalisé dans les méues conditions

aprés réduction de l'oside par le borohydrure de potassium i 20°C pendant 12h.

3 - Electrophorése des oses

a - Electrophorese sur papier des N-acétyl-hexosanines

La séparation électrophorétique des ll-acétyl glucosemines —-galace
tosanines et -mannosamines est satifaisante dans le tampon boraté de pi 9,2
( tétraborate de sodium & 1p100 ) de FOSTER et STACEY (141); les conditions
d'électrophorése sont les suivantes : les dépots sont effectuds & 12 cm. du bord
cathodigue d'une feuille de papier d'Arches 304 ( 30 cm Z 20 cn. ) sous wne ten—

sion de 12 v/cm pendant 4 heures.
b - Electrophorése des sialyl-oligosaccharides

La séparation électrophorétique des osides neutres et acides est
effectude dans le systeme tampon de MICHL ( 142 ). Nous utilisons le papier

d'Arches 304 ( 50 cm X 30 cm.) sous une tension de 7 v/em. nendant 6 heures.

B ~ DESACLTYLATION DES OSES PERACETYLES

Hombreux sont les procédés de désacétylation des oses. La recher-
che d'un procédé de désacétylation quantitatif des oses a orientd nos travaux

vers une étude critigque de l'ensemble des différentes méthodes.
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1 -~ Désacétylation par les acides

a = Principe

Les liaisons esters formées par les fonctions alcools primaires
et secondaires des oses et l'acide acétique sont coupdes par ltacide sulfurique
Les hydrolysats sont purifids sur échangeurs d'ions , les oses et les osamines

sont identifiés et dosés par chromatographie sur papier.
b -~ Mode opératoire

Hous avons utilisé le procédé décrit par ABRAHAM , CHATKOFF et

HASSID ( 143 ). Ltose ou l'oside peracétylé (50 mg.) est hydrolysé & 100°C i
reflux pendant 4 h. par 10 ml. d'acide sulfurique 0,1n. Les hydrolysats sont
dilués & 100 ml« et amends 2 pH 6 par addition de eau de baryte. Le précipité
de sulfate de baryum est ¢éliminé par filtration et le filtrat est purifié par
les résines échangeuses de cations ( Duolite A 40 ; "mesh" 25-50, forme formia-
te). Le liquide effluent auquel on joint les eaux de lavage des colonnes (500m1)
est concentré & 75°C , sous vide, & un faible volume ( 5-10 ml.) , 1'évapora—
tion & siccité est ensuite effectude en dessicateur en prdésence de soude. Le
résidu sec est repris par 1 ml. d'eau et soumis & l'analyse chromatographique
sur papier dans les systemes solvants :

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

—pyridine-acérate a'éthyle—eau (1:2:2)
La révélation des oses neutres est effectude & 1l'oxalate dtaniline. La révéla—
tion . des esters est rdéaliséde avec le réactif & l'hydroxamate ferrique.
Les oses "neutres" sont dosés colorimétriquement ( méthode 2 1'orcinol sulfu—
rique) ainsi que les N-acétylhexosamines ( méthode de RESSIG, STROIINGIR et
LELOIR) (144).

La résine échangeuse de cation ( DOWEX 50 X 8) est &lude par
1'acide chlorhydrique ©C,4N (200ml. ). Le liquide effluent est concentré dans
les conditions décrites précédemment et le résidu sec est repris par 500 nl.

d'eau puls soumis au dosage colorimétrique (néthode A'ELSON et IORGAN ).



2= Dépacétylation par des bases

a= Procédé au méthanol
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Ce procddd utilise comme agent de disacétylation le néthoxy-—
Ce sodium dang le méthanol. La rdaction s'effectue 2 + 4° C en milieu anhyére .
Les oses veracétyléa (50 wmg ) sont dissous dens 2 nl de néthanol redistilld conte-
nant 0,2 ml de méthoxyde de sodiuw 0,1 H; la solution est maintenue & +4°C pone
cant des temps veriant de 10 mn & 16 h. Le ndéthoxyde de sodium est ¢liminé  war
nagsase SUr une colonne dchangeuse de cations (Dowex 50 x 8 ; nesh 25-50; forue
); la solution effluente et les caux de lavage de la colonne sont concentrés

a b wl, et soumis & 1l'analyse chromatographique qualitative et quantitative.

c— frocédé & la soude de KUNZ et HUDSCL (150)

Ce procédd fut déerit ON afin de doger

£

llacide acétique 1ié aux oses par des fonctions estors, selon les auteurs la Cdsa—

cctylation est totale cependant aucun résultat ne précise le comportement des

oseg durant cette opération.
Bn consdquence, nous avons, dans une preniire série Glei-
périences,vérifid le comportement des oses durant la O-ddsacdtylation, et dans

we seconde série d'expiérience, nous avons ét¢ amend & modifier les conditions

tales afin cue les prouridtds vhysico-chimiques des oseg soient resnec—

5 7 !

L. . . [ -
Liagent de dédsacdtylation cet la soude diluée. A 200 nl  de

N iy

soude 0,1 M, on ajoute 50 ml d'une soluticon acétonique du corpmé acdt

mg A'oscs peracdtylis dans 50 ml dlacdtone ). La solution est abandomdc i la

h

tenndrature du laboratoire ot des prélévements de 20nl sont effcctuds 2 des tenvs

T e a

variant de 5 & 75 m. L'eucds de soude ezt dosé & 1llaide dlune solution dlacide

chlorhydrique C,1 N, ceci nous permet de suivre la désacétylation » Chacue {roc—

ticn neutralisde par 1llacide chlorhyirique cst déminéralisde ner passege sur risi-

nes dchanceuses de cotions ( Dowex 5C; forme acide ) et d'enioms ( Duolite A 40

forme formiate ) ; Llteffluent neutre ainsi que les lavage cdes colonnes
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sont concentrds & 10 ml. L Yanalyse chromatographique quantitative ( procéas (o
DATE ) (150) et les dosages colorimétricues nous permettent de suivre le comporte—

ment des oses au cours de la cindtique de ddsacdtyl ation.
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Hous appliquons ce protocole expérimental & 20-24

Ey Sl

IT-~ RESULTIATS EXPERIIGNTAUX

,Lf'”ROCJDEu DE DESACEIYLATION APPLIQUES AUX PERACATYL-GALACTOSE
EY PERACETYLGLUCOSALIINE,

Tous avons appliqué les différents procédés de désacéty-
lation aux peracetylgalactose el peracéiylglucosamine car ces deux composds sont
facilement synthétisds. Les résultats que nous avons obtenus sont rassembldés dans
le tableau IIT; pe58 et illustrés par les figures IT et I2 p.57 ot 59 , Ilg se

résunent de la manidre suivante:

1 - Désacetylation du pentaacétyl- D-galactose

a -~ “rocéddé a 1lacide sulfurique. Les dosages chromatogra-—

phigues du galactose 1ibéré montrent que la désacétylation atteint 84,5 p.100,

o

Ce résultat n' est pas dll & une destruction du glucide,puisque les dosages colovi

) o

étriques par 1' orcinol du galactose total(libre et acétylé) permettent de

retrouver ce sucre & 98,5 1,100, la O-ddsacdtylation est donc incomplite el ce

réoultat est confirme par la cer.ctérisation de ddrivis nartiellenent acdtylon
nar chromatograshie sur couche zince ( révelation & 1'hydroramate feriyicue Ve

slowtre part , ce procodd est inapplicable A la désacdétylation des osides cax

Llacide sulfurigue C,1 N hydrolyse particllement leg liaisons O-glycosiciques.

iy

onjacal de FLOCHER et B.alGii

=

Ian
(1D

b —-:~ POC

oA e

1 nous o fourni  les réoultats sulvants:
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- La chromatographic quantitative Cos oses "neutres” nous permet de doser
le galactose avec un rendement de 44 p. 100

& chromatographic qualitative révele la présence de galactose, ainsi

i
o

que deux  com.osés A et B ( Fig. 9 ; ». 5% ) nmigrant av-dela du fucose

yoon

RO de A s 1,087
Galactosc ad

-0 e B ¢ 2
Galactose

M o

resultat est en accord avec les travaur réaliscs por CIRUZC b LuULOTLU (15%).

(./

Ce
Cos auteurs ont icentifid les couposds L et B X la Deglycopyrannosylamine ainsi

cute la deglyeofurannosylanine. La forration de glyveosyvlaine
o <3 Rl B

on galactose et montre 1llalfinitd des fonctions ydes wour los

be ce Tait, ce procidd ne roprisonte gudre ime de choix nour dosacétylon

o 0813Cs .

au ncthoxyde de sodiwm (4l

.

Ltapplication de co nrocddd permet une dcsacitylation ¢uane—

) ¢

titevive du neracétylgalactose. Le galoctose, icentifié et dosé ar

“hie quantitative est obtenu avec un rondenent de 10C De U0 dtautr

cun conosé n'a pu &lre déceld par chromatographic sur nanier.

d-- rrocd ‘os Les oses sont lebiles on

la souic dil

o

nilieu elcalin, nous avons offectué wne cindtique d'action de la soude sur le
peracétylgalactose & + 24°C ainsi qu'a + 49C.
~Le désacétylation des oses meutres" i 24°C avx temps 5, IS5, 30, 45
t 75 wm, (Fig. 10 p. 55 ) est totale en 45 im ( courbe en pointillé), nais elle

slaccompagne d'une dectruction pertielle des osco ( courbe en trait continu )e

- La désacétylation dec oses "mcutres™ & 4°C selon le nduc o rotocole

expérimental donne tne vitesse de ddsacdty vlation Ces 0g ‘neutres? identique i

4 i ' -\
celle obterm & + 24°C. Cejendant 1o destruction des oses est nulle (Tebleau II).
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~ Désacétylation du téira~0-acéiyl N-acetyl ~K -D.glucosanine

1'acide sulfurique 0,1 H selun lc

tyl-glucosemine. Les dosages

O

procédé ¢ ABRABAN \1)3) O chb H dé

+

—acétyl-hexosamines ot des hexosamines libres nous ont fournis

col ctrigues des I

- 55,2 p. 100 de glucosanine
5G.0 . 100 Tucoss A
- JO b AR PR RV —g UCOSIIAIIE »

b- Le wro FISCHIR et BERGIL

4 °

:ondacal nous a condult aux résulitate suivants s

g g T ey g oy
av methanol ar

- La chroratogra:

shie qualitative dans le systeme solvant butanol scecondaire

satwed cn can ( Tige 11 4 3 pe 57) met en dvidence la préscnce d'un composé o

,J
=
@
’_l
o

la n8me vitesse de wmigratio Hermcdtylglucosamine, cinsl due dein composon

DOUS avons 1 CCJ",“"" JGC&C e Gtant  Jeus

de algration beaucoun plus ronid
CHTONMOEMITS o

- Lt'électronhordse sur

s

Feagétylmglucosanine

glucosamine nous confirne gu‘il slagit

n'a eu lieu. Ces resultats

osages colorinétriques des beacdlyl-hexosamines ainsi que des
hromogones nous ont conduit awx résulitats sulvants ¢

~76,8 p. 100 de FHeacétylmglucozamine

-28,5 p. 100 ac

‘¢ chromogenes

xyde de sodium

) ont signald

cue llaction du méthoxyde de sodivm



U1
no

fournissait de la W-acétylglucosamine ainsi cue des artefacts, ilentifiecs par
KUHIT ot KRUGER (160) % des chromogdnes.

Nous avons donc recherchd des conditions expérimentales favo—
rables & wne C-ddsacéiylation quentitative de 1o peracétylglucosamine.

Dans une romidre sdéric de  travauxr nous avons  ddnontrd
que  la formation des chrouogencs &tait Tfonction de la concentration on
néthoxyde de sodium. (Fig.15 B p. 60 ). Nul nour une concentrction de ¢,01 I,
le pourcentage de chromogénes passc ravpidement & 16 pour une concentra-—
tion de 0,1 N puis & 21 pour une councentration de 0,5 B en méthoxyde cde
sofivm. Paralldlement nous avons suivi la désacétylation on  dosant sux
paier la Neacétyl-glucoseamine en fonction du temns opour des concenbras
tions ¢e 0,01 N ;3 0,1 I et 0,5 N en méthoxyde de sodivm. Nous observons
que la vitesse de la rdéaction est étroitement 1iée & la  concentra-
tion en wméthoxyde de sofium ; ainsi pour une concentration de ©,5 I

-
E

T et 0,01 ¥ 1a réaction ocst totals au bout de 20, 0 et 60 mm.

Ia roaction est dlautant plus  lentc que 1o méthoxyic
de sodium  est faibleuent concentré . (Fig i

Pour une temnérature de + 4°C ¢t une concentration de
C,00 T en méthoxyde de sodiwm ncus obtenons au bout de 0 sm.,  wn
T

renconent de 94,5 0. 100 on  Neacetylglucosamine .

OHCLULLONS

tenscmble des résultots ost ronresenté dens  le  tableau LIL,

o

Les conclusions se résument de la fagon suivante s
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Figure 9

Chromatographie sur papier des composés résultant de la désacé-
tylation du pentaacétyl—D—(+) galactose par le méthanol ammo-
niacal (1). Systdme-solvant : pyridine-acétate d'éthyle-eau

(1 : 2 2) ; papier Schleicher et Schiill n® 2 040 b ; durée de
la chromatographie : 18 h ; révélation & l'oxalate d'aniline.

T : mélange de glucides purs ; Gal : Galactose ; Glc : Glucose ;
Man : Mannose ; Fuc : Fucose ; A et B : glycosylamines.



Fous démontrons au cours de notre étule, que les procédés
de O-désacétylation au méthoxyde de sodium ¢t & la soude, repré-
sentent deux méthodes de cholix pour la O-désacéiylation quantita-

tive des osides ne ronfermant que des oses neutres'.

La désacétyvlation de la peracétylglucosamine cst de réalisation
g

plus délicate, elle s'accompagne de la formation de chromogénes

(fig. II p. 57 ). Ceci est caractéristique avec l'utilisation des

procédés a la soude et au méthanol ammoniacal.

Seul le 7procédé au méthoxyde de sodium anhydre ( 0,01 ¥ & +4°C )
désacétyle quantitativement la peracétylglucosamine , sans Queé
celle-ci se transforme en chromogénes. De ce fait nous utiliserons
ce procédé pour la désacétylation des oses et des osides des

acétolysats polysaccharidiques et glvcopeptidiques.
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Figure 10

Cinétique de O-désacétylation du pentaacétyl-D-(+)=galactose
par ls soude 0,08 N & 24°C et & 4°C, le dosage de l'excds de
soude par ltacide chlorhydrique O,1 N nous permet de suivre la

libération de l'acide acétique en fonction du temps (courbe en
pointillé). Le dosage chromatographique du galactose est repré-
senté par la courbe en trait continue.



Cinétique de désacétylation du O-pentaacétyl~a-D-galactose
. B+ 24%C et & + 49C

TABLEAU 1II

Procédé & la soude

N TN STNTN AN TN TN TN AN SN TN N N TN N S N

: )

: Désacétylation du peracétyl galactose )

: )

Temps en mn 4= 2400 + 420 g
.: )

15 : —— 89,6 p. 100 )
)

)

30 84,7 p. 100 101,1 p. 100 g
)

45 74,1 p. 100 100,5 p. 100 ;
)

75 54,7 p. 100 10%,2 p. 100 g
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Figure 11

A - Chromatogravhie des composés résultant de la O-désacétylation du tétra-
O-acétyl N-acétyl-D-(+)-glucosamine selon le procédé FISCHER et BERGMAN
(158). Systéme-solvant : butanol secondaire saturé en eau ; papier
Whatman n? 1 ; durée de la chromatographie : 16 heures ; révélations a
1'Ehrlich "direct" (partie de droite) et & 1'Ehrlich "indirect" (partie
de gauche). T : témoin composé de la N-acétylglucosamine.

B - Blectrophorése sur papier du composé X isolé par chromatographie prépa-
rative. Electrophoreése sur papier Arches 304 dans le tampon boraté a

1 p. 100 de pH 9,2 ; tension 12 V/cm pendant 4 h, (FOSTER) (159) ; révé-

A

lation & 1'Ehrlich indirect ;3 T : solution de témoins purs ; GlcNAc :

57

l-acétylglucosamine ; GalNAc : N-acétylgalactosamine ; Man N-Ac : N-acétyl-

nannosamine.
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Cinétique de 0 - désacitylation de la peracétylglucosamine
var le méthoxyde de sodium 0,0IN ; O,IN § 0,5 M, Dosage de
la ¥ - acétyl - glncosamine (graphique 4) et des chromogénes
(graphique B) aux temps 10,15,30 et 60 mn.
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i
‘g STABILIT: DI

LIATONS

1

JHTOLYSE ¢

'

CLYCOBIDIQULS VIS-A-VIS DE L'A

La rupture

liaisons osidiques d'un

lité vis-a-vig de l'acétolyse

ne nous permet guére d'énoncer de lois

liaisons osgidiques est

des oses les uns par rapport aux autres. Fous avons de

comportement

des structures

simples et

préférenticelle d'un nombre regtreint de

glycanne, nous ©pose le probldme de leur stabi-

/

. La complexité structurale des glycannes

& ce sujet car la stabilité des

étroitement & 1l'enchainemcnt et & la position

ce fait é&tudié le

de diffe¢rents types de liaisons osidiques appartenant &

Corinues .

ATERIDL LT

CHOIX DU MATERITL

Nous avons

suivants

et le mélibiose

ITous

préparative sur papier d'un acétolysat de chitine .

provenance du papler,

le lactoge et le cellobiose,
commandé

avons

ont été éliminces

DISACCHARI L

utilisé les disaccharides commercialisés
fourni par SIGMA 3; le maltose
chez Nutritional Biochemicals Corporation.

isolé le chitobiose par chromatographie
Loes impuretés en

sur une colonne de charbon-Celite.

D= ACETOLYGEL
Les
acétolysante
Jjours
graphiques gqualitatives

disaccharides sont dis

ot les préléevements

et guantitatives ainsi

gous dans une solution

d'échantillons, ( aux temps I,2,4,5

sont O-désacétylés par la soude et soumis aux analyses chromato-

qu'aux dosages colori-
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mitrigques des  oses . ( voir & ce sujet page /2. )

A I00 mg de glucides sont ajoutés trés lentement 2,5
ml de solution acétolysante, composéc d'acide acétique, d'anhydride acéti--
quz et d'acide sulfurique concentré dans les proporiions (10:10:1)
( v/v/v)g Ia solution est maintenus pendant quelques jours & la température
du labvoratoire (20—22°C) sous agitation magnétiques des échantillons sont
prélevés aux temps 1, 2, 4 ¢t 5 jours puis versés goutte a goutte
dans 2,5 ml de glace pilée ¢ aprés décongélation totale, la solution est
amende & DPH 4,5 avec du Dbicarbonate de sodium en poudre, il apparalt

“

alors une gelée transparente +trés visqueuse, correspondant aux oses
et aux osides peracétylés. Ces composéds peracétylés sont solubles
dans 1lc chloroforme et insolubles dans 1l'eau. La gelée est dissoute
dans le chloroforme et la solution surnageante cst lavée 3 fois aveoc
T0 ml de chloroforme. Tesg 3 fractions chloroformiques sont rassemblécs
puis lavéds ec I5 ml d'eau bicarbonatés et la solution chlorofor-
migue Tinalce "ost séchdée sur chlorure de calcium. Le chloroforme est
concentré & 2 wl & 1l'évaporateur wotatif ot les osmes ¢t osides peracé-
tyvlég sont précipitds par addition de 200 ml d'éther de pétrole

le précipité DHlanc Formé cst recueilli ar centrifugation  apres

. - ’ - .
avoir Béjourné 20 heures a +4°C.

Le précipité, repris par de l'acétone, est déso—

cétylé par de la soude diluée selon lo mode operatoire décrit page 48.

11— RES LT ATS .L_LAP.LJ.R_L.L IR

A— LIATDIE  OSIDIQUES DU TYPE o LT B

La structure du maltoge et du cellobiose

ne differcnt que par 1'anomére X et 3 de leur liaison osidique.
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T'acétolyse d'une durée de cing jours de ces
deux osides conduit, aprés désacétylation par la soude 0,08 I, 30 mn &
+4°C, et dosage chromatographique du glucose et du cellobiose aux résul-

tats suivants

-~ Cellobiose 3 Glcpd I--%4 glc : 6,87 p.I00 de rupture
- Maltose : GlopA I~-34 Glc 3 12,0 p.I00 de rupture

Les liaisons o -D-osidiques sont plus labiles que 1les
liaisons §§ -D-osidiques vis-a-vis de 1l'acédtolysc 5 on observe 1'inverse
dans 1le cas de 1l'hydrolyse partielle par les acides minéraux dilués .

( IASSOL et OTTAR ) (I6I).

B— LIAISONS OSIDIQUES DU TYPH CGALACTOCYLET GLUCOSYL

L'acétolyse comparée du lactose ot du cellobiose

nous renseigne sur le comportement deg deux types de liaisons.

Des cinétiques d'acétolyse effectuses sur I00 mg de
chacun de ces deux osides nous ont vermis de tracer les courbes de stabi-
lité des deux types de liaisons ; les résultats sont résumés dans le

tableau IV p. 66 et illustrés par les courbes de la figure I5 p. 638

Nous observons que pour une acétolyse d'une durée de

5 jours a 20-22°C le pourcentage de liaisons coupées est de 73 p. I00 pour

le lactose et de 6,9p.I00 pour le cellobiosc.

e g

Bus en déduisons que la stabilité de la liaison ogi-
digue est étroitement lide & la position des fonctions "™ hydroxyle". La
liaison f -D-glucosidique est beaucoup pius stabl que la liaison

L ~D-galactosidigue.



C- LIATSONS OSIDIQUES DU TYLE GLUCOSYL 7T NeACETYLGLUCOSALIINYL.

BT e , cnl < /3 . EC| SR R Y
Nous avons comparé su cours de notre ¢tude la stobilite

[

Cos liaisons glucosyl 1-»4 du cellobiose et N-acétylglucosaminyl — Tepd du
ciitobiose. Ces deux osides ne diffrent que par la nature du substituant du

carbone 2.

iac Hac
Lactose
Chitobiose : Glcliac @ (1-»4) CGlcilac

C I[I 5 oil

18)

ra \\
/ ]
\>H ,0H

Ox OH
. Cellaobiose: flep @ (1-»4) Glo

Ltacétolyse ¢'une durde de 5 jours, avec orélivenonts
Gréchantillons av temns 2, 4, 5 jours, conduit a rds désacétylation et dosesgoe

colorimétrique de la l-acétylglucosamine ( selon le procédé de 1ESSIG, STRUIINGER

et LLLOIR)( 162) ot dosage chromatograrhicue du glucose (procddé de IUGTL ot

JAT04) (163) aux résultats suivants :

Les liaisons Neacétylglucosaminyl @ T-34 sont plus labiles
aque les liaisons glucosyl g fa4. Ces dernitres sont trois fois plus résistantes

que les précédentes. ( Tableau IV p.66).
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D- LIAISOH CALACTOSYL DES TYPLS 134 of 1-m3 6,

Hous accétolysons les deux disaccharides suivants : 1le
P . . . . ~ y Y . PR Wa3 '
mélibiose (Galsc1--6 Cle) et le lactose (Gal8 1~4 Gle). Ces doux osides diffdérent

par deux facteurs ; G'une part une anomérie de liaison ® et & et d'autre part

L4

une liaison U-glycosicique de type 1-4 et 1-6.

Hous avons wvu précédemment que 1o liaison de type « était

préférenticllencnt coupée par repoort & son anomere 3, cette différence faible

[

-

pour unc durce de cing jours d'acétolyse peut &tre considérée comme négligeable
pour une durde inféricure & trois jours. ¥os rdsultats sont résumés dans le ta-

bleau IV ainsi que par les figures 14 ot 15,

Ltisomtre de position 1-6 est moins stable que 1l'isomére
14, Nos réoultats sont on accord avec ceux de HATSUDA, UATANABE, FUJINOTO ot ASO

(164) ainsi cue ceux de COTE (165).

III- CONCLUSIONS

Les conclusions que nous pouvons tirer de notre étude
sur le comportement de queolgues types de liaisons O~glycosidiques vis-d-vis de

cette technique dtaccitolyse sont leg suivantes

10~ La stabilité des liaisons osidigues est fonction de

1tanondrie & ou €@ » Les résultats concernant 1'étude comparde des stabilités des
. . - {2 - . ) ) N r . o e .

liaisons 3 (1-4) du cellobiose et # (1-4) du maltose sont & cet égard significatifs

z )

La liaison ? est plus stable que la liaison ol ; cependant cet deart do stabilité
vd

est trop faible vour envisager l'application de cette propriété & la détermination

de la nature & ou @ d'une liaison osidigue.



Cinétique d'acétolyse des disaccharides suivants

TABLEAU IV

66

lactose, mélibiose et chitobiose

( : : : , 5 o )
(N2 : oside : structure : Acétolyse ? 20—22? C p )
( . . . Pourcentage d'oses 1ibérés )
( : X " jour |2 jours ° 4 jours ° 5 jours )
( : s , : : : : )
(L 1 : Lactose : Galgl;4 Gle : 18,5 : 34,1 : 59,4 : T3 g
(" 2 , ; 2 ; )
(L 2 &+ Mélibiose : Galil:\fclc : 35,9 ¢ 78,6 : 100 ¢ 100 g
: : : 3 H 2
( : : : : : : )
E 3 ¢ Chitobiose : GlcNAcﬁl..;'GlcNAc : —— : 14,0 s 18,8 19,0 g
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différences de stabilite entre les liaisons

ot
=]

29-T1 existe de
yl , Neacétylglucosaminyl et glucosyl. Les précédents résuliats
nature

du tyne galacitos
démontrent :
que la stvabilité des liaisons osidicues est fonction de la
du substitvant du carbone 2 de 1'ose non réducteur. Ainsi la liaison
Heacétylglucosaninyl est plus labile que la liaison glucosyl.
liaiscns osidiques est fonction de la position

123

cve la stabilité d

Go 1'hydroxyle du carbone 4 de 1l'osc non réducteur. Ainsi la liaison
galactogyl est nlus labile que la liaison glucosyl.

Ltorire des stabilitds croissantes est donc
Liaison glucosy1:> liaison ﬁ—ucétylglucosaminyl:>1iaison galactosyl.
- Hous avons finalement démontré cuc lalliaison de type

50 Hous
1=d Etait plus stable gue la liaison du type 1-6. Ce dermier résultat est & rappro—
JOLFROH et DaCONS (166) qui ddmontrent que la liaison 1-6 cst plus

ché de celiul e
facilenent coupde que la liaison 1-3.
Ltengemble de cette étude préliminmirc nous permet
éférentiellces  au sein des Flyeenncs

des ruptures »r

-

de prévoir

désormals



Figure I4

Chromatographie sur papier des acétolysats ( 2 jours + 20°C)
O0-désacétylés du lactose (I) mélibiose (2), maltose (3) et
cellobiose (4) . Systdme-solvant : pyridine-acétate d'éthyle-
eau (I:2:2); papier Whatman N°I ; durée s I8heures ; révélation
& l'oxalate d'aniline de PARTRIDGE (AW ); T : mélange de glu-
~cides; lac: lactose § Gal:galactose ; Glc :glucose ; Man
mannose .
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POURCENTAGE
D'OSES LIBERES

A

100 - . ,MELIBIOSE

.

LACTOSE

CHITOBIOSE

* MALTOSE

*~ CELLOBIOSE
N Lo 4»

0 1 2 3 4 5 UK

Figure 1I5

Cinétique d'acétolyse des disacchairides suivants : mélibiose,

lactose, chitobiomse, maltose et cellobiose.
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II5E AU POINT D' UN PROCEDE DI FRACTION

DES ACSTOLYSATS GLYCCPETTIOIOUES

| oA —

’

Ce procédd de rupture séquenticlle utilisé antéricurenc
par les euteurs pour llexploration de la structure des glucides, tels que la
cellulose ot 1o chitvine ne faisait guére appel a dlautres méthodes de fractionne~
ment que celles do la chromatographie dladscrption sur charbon-Celite ou de
partage sur papier.

Dang la mesure ou nous désirons applicuer ce procédé dlexplo-

ra “tormination de la structure des glycopeptides, nous avons tiré parti

.

des trois Lropridids sulvantes

-+

a- Le grande stebilité des liaisons aspartyl-il-acétylglucosa-
ninylamine.

b= La gtabilité woindre des liaisons sialosyl

c— L'abgonce de -acétylation des amino-acides

pour mottre aw point un vrocédé original de fractionnencnt des acétolysats

glycopentidiguos.

I~ HATERIEL WD ETHODES

L'ACHIOLYSE

1=5tebilitd Cos ldadsons  sialosyl (voir nages 34 et 6)

2— Abgence de  H-accétylation des amino-acides

- -’rincive

Hous voulons vérificr le comportement de la fonction emine de la
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thréonine, en wréscice du mélan hydride acétique, acide acétique

-

ot acide sulfuricue. I

sur résinecs déchangcuscs
dlions nous renceigne sur la présonce ou 1'abscnce d'une fonction acétamide au
sein (e la molcculo.
Uews nosgibilitds sont done & cnvisager
a-La fonetion amine n'est pas acétyldée, la O-acétyl thréoninc est retenue
sur la rdsine cationiguc.

beko fonction asine est acétyldic, la U-zcdétyl Heacétyl thréonine cst retow

nue sur la rdsince anioniouc.

- Hode opératoire

100 ng de thréoninc sont versés lentement dans le adlange
t

réfrigérd dlanhydride acétique, acic gcide sulfurique concentré et

gardls 100 heures a «u-22°C, Liacétolysat cst versé cnsuite goutte a goutte sur
10 ml ce fractionnée sur rdsinc cationigue du type

7

Dowex 50 = O { facsh? £5-50 ¢ Fforme acide; ix 24 o) ot sur résine anionicue du
type Duolite 4 102 D (forme Tormiate). Lprés lavage des résines avec 500 ml d'eau
distilldc, la véoine cationicue cst élude avec une solution d'ammoniaque & 5 pe 1003
1a résine anionicue est élude avec une solution a dlacide Tormique & £p.100. Lpres
avoir Slinind L'apmoniacue et 1ltacide formigue sous vide & 1'évaporateur rotatif
los solutions sont soumises & 1llanalyse chromatographicue ainsi qulaux cosages

colorimdtricues,

réeine cationique ronferme 85 p.100 dlamino-acide.

Ltanalvse chromatographizue de cette solution confirme la présence  exclusive de

thréonine., Dlamacniacue, tamcon d'élution de la résine caticnique a pour effct de

déplecer la thrdonine fizde sur la résine Dowex 50 x & et de la U~ddsacityler

gselon le cchuma suivant



?Hn%h—-C(Jbu_

CH.

ammoniaque

Aucun  composé nls

A

La fonction anine de 1la

pitl

&tre nis en évidence dan

thréonine n'est donc vas

acétolysant. ( Mice 16 n.73 ).

Conclusiong

- ?Hg ?H ~ COOH

+ CH_~ CCCH
OH NHP Ch3 Coot

8 1'éluat do la réesine anionique.

Heacétylée on présence du réactif

i lunidre des rdsultats nrécédomment déerits nous observons
qulun acétolysat glycopeptidigue renferme
- ces osides ‘meutreg” correspondant & la partie centrale dw glycanne.
- cg osides "acides" dout les séguences glucidiques correshondent & la
Hartie  la vnlug Yexternme’  dui glycannc.
~ deg hdtéresites ou glycopeptides qui corresnondent aux sdquences glucidi-
cucs situles au voisinage du point d'attache avee la chaine pentidigue.

Hous

i

DO1nT

5

s
1o solubilits

)
¥

St

o
)

1T
e UL

g

sialicucs ot

-

fractionnement fondé

wsides

1'ionisation

selubilité cifférenti

ACHTOLY;

Pr

e

avons
sur
différonticlle dans  lo

neracétylés.

GLYCOFLETIDIL

tird varti  de

chloroforme

carvoxyligues

pour metitre

1leau

¢eo acides

des  fonctions
amince dos  acides  aminds.

iclle dos hétdrosides

Toric-eau.

1

moldcule

moléculaive, iscus

gueur do

cpticigue,

2 rupture des

nélange dos

L

libeére cn

la moldcule mere, Giff

leur chafae glucidigue ot ayent en commun un amino acide engagé

liaisons osidigues

neracéiyles dans le mélange chloro—
on divers points de la
glycopeptides do faible poids
drant leg uns des auvtres var la lon-
dans la
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ACETOLYSAT -

4

NH.OH
DOWEX 50 5pi00 Tw @ @

| DUOLITE A 40 |-

NHOH NINHYDRINE
Sp1op ’

N v
E.N. B A

Pigure I6

Abeence de Neacétylation de la thréonine par les ~gents acétoly-
~gants.Schdéma de fractionrement de l'acétolisat et chromatogra—
-phisz sur papier des fractions A et B , en présence du témoin
latsral:s Thr : thréonine. Papier Whatman n®l. Systéme solvawnt:
n-butanol - acide acétique -~ eau (4:I:5). Riévélation au réactif

4 la ninhydrine.



liaison plyconme-pentide. Le mélange acétolysant peracétyle les oses sans toutefois
Neacétyler les maino-acides, de ce fait la molécule glycopeptidique posséde dowx
t

pbles : qg‘wﬁlgagxggonhgpg comprenant la copule glucidique peracétylée, un

opnile peptidique composé d'un ou deuwx amino-acides . Scule la longucur

tic hydrophobe glucidique ditermine la  propriété de solubilité du

4

glycopepiide peracétylé dans 1l'eau ou lo chloroforme.

Les €lyconcptides ne renfermant que 2 ou 3 oses peracétylés sont

solubles dons 1teauw ob consti

4

tuent los glycomeptides de la ohese agucuse.

Les glycopeptides de plus haut poids moléculaire , contenant plus de
2 oses peracétylés sont solubles dans le chloroforme ct constituent les glyconep—
tides de la vhase chloroformicue. Signalons que cette phase renferme en outre des

I

. 1 e i3 7 s
osides ‘neutres’ poracétylés.

sur résines échanges d'ions
Les phases chloroformiques ¢t aqucuses sont fractionnées sur résincs

échangeuscs d'ions selon le mode opératoirc suivant
a~ Fractionnement de le phase agucusc

Les p

hoses agqueuscs sont collectées ot dénosdes au sommet d'une colonne

de résine catiunicue  du type Dowex 50 x 2 ( "mesh' 100-200; forme acidc) ( 25
¢ haut, Zen do diamdtre pour IU0. mg d'acétolysat). Aprds un ringage abondant

& 1leru distilldée, une solution dlammoniaque & 5 p. 100 déplace et O-désacétyle
les quconop‘idos quantitativement. L'ammoniaque est ensuite éliminé a tenpdra-—

"

enbionte & L'évaporateur rotatif. Nous obtcnons wne famille de glr-copeptides

de faible poids moléculaire que nous appellons : le fraction glvcopeptidigue

Equeuse.
b~ Iractionnenont de Ja phase chloroformigue

Les osides et glycopeptides de la phase chloroformique sont fraction-—
nés cur résinecs dchangeuses dlions aprés O—adsacétylation. On obtient de cette

manicre 3
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ACETOLYSAT

1

EXTRACTION PAR LE

CHLOROFORME
PHASE ORGANIQUE PHASE AQUEUSE
DESACETYLATION

v
) )
DOWEX 50x2 20T ! DOWEX 50x2 |
J 4

: |

G iamm.
v
FRACTION FRACTION FRACTION
OSIDIQUE GLYCOPEPTIDIQUE GLYC QPEPTIDIQUE

CHLOROFORMIQUE AQUEUSE

Pigure 17

Schéma de fractionnement d'un secdtolyset asialoglycopeptidique.
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ACETOLYSAT

1

EXTRACTION PAR LE
CHLOROFORME

N

PHASE ORGANIQUE PHASE AQUEUSE

i

DESACETYLATION
DOWEX 50x 2 M. DoOwex 50x2
l X amm.
HiooM 1
DOWEX 1x4 | |
[ l FRACTION FRACTION
PTIDIQUE PTIDI
FRACTION FRACTION GLYCOPEPTIDIQ iLYJE%‘;EE TIDIQUE
0SIDIQUE osipique CHLOROFORMIQUE AQ
ACIDE NEUTRE
Figure IO

Ceohéma de fractionnement 4'ur acttolysat sialoglycopeptidigue



T

~Dens lc cas d'un_acdtolysat gialoglycopeptidiguc

June fraction efflucnte "neutre™ qui contient des osides neutres

une fraction Fa01d*¥,,déplacéé dc 1'échangeur d'anions; contenant
deg  esilalyl-oligoside

une fraction basique, éluée de 1'échangeur c¢e cations, contenant

+

des glycopeptides qul correspondent aux séquences glucidigues situdes

au voisinage du point dlattache avec la chalne peptidique.

- Dans le cas d'un acétolysat asialoglycopentidigue, la fraction “acide”

fodit défaut.
Yous avons illustré dans les figurces 17p. 75 ¢t 18 p., 76 le principe de

cc fractionnement,

II- RESULTATS IXPERTIL]

N4

Hous avons appliqué le procédé de fractiomnement précé—
denment déerit, aux sialo- et asialoglycopeptides de llovomucoide du blanc
! oeuf de noulc. L'ovomucolde a été préraré selon le procédé de FREDERICQ ot
DEUISCH (167) ot lec glycopeptides ont  €té isolds selom le procédé dderit par

TSI ot TAIINO  168) modifié par (OHSICHY, ADAI CHOSSON ot LOUTREUIL (169).

( Voir & ce sujet page 98.)

71 DU FRACTION
L g;ypz ;Uc o_ﬂy_g .

D! . ACETOLYSAT DES ASTALCGLYCOPLI'TIDES §3
\

Ltapnlication du procédé de fractionnement, illustré par
la fipgurce 17, nous a permis dtisoler trois familles de glucides, dont nous avons
précisé le rendonont (Tablean V p.80) ot la composition molaire cn ose. Les

résuliats ( Figa19 p. 79) peuvent se résumer de la fagon suivente :
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t. rtude de la  fraction ‘meutre!

Cette fraction représente 80,4 p.I00 en ose du
glycopeptide initial, Blle renferme des oses libres et des osides '"neu-
tres', dont 1l'isolement et la structure ont fait l'objet d'une étude dé-

taillée ( voir page 110 et suivantes)

2- Ttude de la fraction glycopeptidigue agqueusc

sette fraction représente 11,16 p.I00 eon ose du glyco-
peptide initial. Tlle est hétérogéne en chromatographic sur papier What-
mail n°3 dans le systéme solvant n-butanol-acide acétique-eau ( 4:I:5 ).
L'utilisation des réactifs & la ninhydrine ainsi qu'a l'acide periodigue-
benzidine permet de caractériser trois glycopeptides dont les comporte-
nents chromatographiques ont été définis par rapport & celul de 1l'aclde

aspartique s

composé I R s 0,10
; asp

composé 2 R s 0,27
agp

composé 3 R

°
O
-
N
(ar

3-_Ftude de la fraction glycopeptidigue chloroformique

Soluble dans le chloroforme, cette fraction représen’
te 4,8 »p.I00 ¢n ose du glycopeptide initial. Elle est émalement hétéro-
géne en chromatographic sur papier, nous avong caractérisé deux glycopep—
tides dont les comportcoments chromatographiques par rapport 4 celul de

l'acide aspartigue sont les suivante:

o)

composé T 1 s 0,10

composé 2 R ¢ 0,18



Figuare 19

Chromatographie sur papier des différentes fractions de l'acé-
-tolysat O-désacétylé des glycopeptides Q de 1'ovomucolde.
Papier Whatman n®3 dans le systéme solvant n-butanol- acide
acétique~ eau (4/1/5).

FN : fraction renfermant des polyosides neutires.

FBI: fraction basique glycopeptidique de la phase aqueuse.

FBZ: fractionbasique glycopeptidique de la phase chloroformique.
T : témoin d'osides purs. (a) composés domnant une réaction
_positive avec le réactif & l'acide periodique-benzidine.

Asp ¢ acide aspartique. Thr : thréonine.
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Btude

TABLEAU V

de la composition molaire en galactose (Gal.),

mannoge (Han.), zlucosamine (Glcﬂ), acide asparticue

(Asp.) des différentes fractions d'un acétolysat asia—

loglycopeptidique (Glycopeptides @ de 1tovomucoide) .

Fractions Gal. lan.

A

Fraction neutre

Praction glyco~

peptidigue acueuse

Fraction glyco-
peptidique chloro-

foranique.

Glycopeptides 3
~

de l'ovomucolde

11

1

3,4

10

4,0

80
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' ACHTOLYSAT DES SIALOGLYCOPEPTIDES X DE

B-ETUDE DU FRACTIONNEH

L'OVOMUCOIDE

L'application du procédé de fractionnement , 1llustré
par la figure I& p. 76, rous a pernmis d'isoler quatre familles de gluci-
des, ( Pig. 20 p. 82 ) dont nous avong précisé le rendement ainsi que

la composition molaire cn ose , (Tableau VI pe 83 ).

IIT- COFCLUSIONS

Nousg avons démontré que
- Ltacétolyse respectait les liaisons sialosyl et asparaginyl - H-acétyl

slucosanine sans YN acétyler les amino-acides.

2— Hous avons tiré parti de ces propriétés pour wmetitre au point un procé-
dé de fractionnement des acétolysats glycopeptidiques sur résines échan-
geuses de cations ot d'anions, couplé au procédé de solubilité différen-

tielle des glycopeptides perccétylés dans l'eau ot le chloroforme.

a— ceci nous permet d'obtenir pour un asialoglycopeptide
trois fractions: la premiére, non retenuc sur résines contient des osides
meutres's la seconde, soluble dans le chloroforme, cst désacétylée puis

éludc de 1l'échangeur de cation, e¢lle constitue leg glycopeptides de la

phase_chloroformique ,” renformant plus de trois oses situss au vol sinage

du point d'attache sur la chaline peptidigue; la troisiéme, soluble dans

l'eau cst élude de 1l'échangour do cations, e¢lle constitue les glycopeptil-

des de la phase aqueusc, elle renferme un & deux oses liés au point d'at-

tache gur la chaine peptidigue.

b- dans " un acétolysat sialoglycopeptidigue il faut
signaler la présence d'une Tamille de sialosyloligosides élués de 1'échan-
gour d'arions, ces composés correspondent aux séquences glucidiques loca-

lisés & la partie la plus externe du glycanne.



NINHYDRINE OXALATE D'ANILINE

Figure 20

Chromatographie sur papier des différentes fractions de
l'acétolysat O-désacétylé des glycopeptides ol de
1'ovomucoIde. Papier Whatman n®3 ; systéme solvant n-bu-
tanol - acide acétique - eau (4:I:5).

FN : fraction renfermant des polyosides neutres.

FBI: fraction glycopeptidique de la phase aqueuse.

F32: fraction glycopeptidique de la phase chloroformique.

82



TABLEAY

VI

Itude des rapports molaires en galactose

83

(Gal.), mamose

(lan.), glucosamine (Clclac)et acide asparvigue (4sv.) des

différentes fractions d'un acétolysat sialoglycopeptidicue

( glycopeptides

de l'ovomuooide).

Fraction neutze Gal.  Hane. GleMic AT Asp., Rendement
Fraction neutre 1 2,8 3,8 / ; 6%,5
Fraction acide 1 1,2 0,5 0,8 / 15,5
Fraction glycopepti-

digue aqueuse / 0,9 145 / 1 1,0
TFraction glycopepti-

dique chloroformique / 5,7 2,5 / 1 9,0

o natif 3 4,6 6,8 1,2 1 /
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ASPLICATION DE I'ACEPOLYSE . LYEXPLORATION
DE L& STRUCTURE DES  OSIDES LIBRES LT

CONJUGUES,

{ = ACHTOLYSE D'UF STALYL-ULIGOSACCHARILE ISCLE
DU IAIT DR VEME,

2— ACLTOLYSH DBES GLYCOPHPTIDLS (a D 1OVCLITCOTDE,
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ACETOLYSE D'UN LLXASACCHARIDE ISOL: DU LAIT DI FEIIX.

I ~ HATERIGBL &7 I(ETHODES

A — ORIGINC ET COMPOSITION

L'application au lait dc femme ¢'un nrocédd do fraction—

nement des protéines qui associc un gradient de concentration en sulfate d'ammo-

O

nium et un gradient de pH ( NOUIREUIL et al. ) ( 167 ) a conduit les auteurs, 2
isoler par électrophorése préparative sur papier de 1'adialysa

N

non précipitable par le sulfate &'ammonium & saturation et &

oligosides GRIFIIONPREBZ et HUNIROUILIL 168) numérotds de i o 6. Llogide n° 6
&

y fait 1lobjet d'une étude de structure.

La composition molaire en oses de 1l'oside n® & cst 1la
suivante: U~ (+)-galactose, D (+)-glucose, N-acdtyl- D -(+)=- slucosamine et
/1 4

. .
- SO

1'acide I ~acdtyl ~ D -(~) neuvraminique dans les proporticns ¢ :

Cct oside possede un résidu de glucose, placé cen position terminale pdductrice.

B— ACATOLYSE bi l'EEXuSuCC L. RIDE .

Ltacétolyse; d'uwne durde de 48 heures, cst c¢ffectude sur

10 mg. du polysaccharide selon les coniitions expérimentales Cdcritos nage 61.

Ltacétolysat est ensuite désacdtylé per de la soude dilude, il renferme (es oses,

A

des ogides ‘neutres et des sialyl-oligosides.

Cew ISOLEITNT DES OSIDES

s, '

~ 1 < . . - .
Ltélectrophorégr amme préparatif est offectud de la maniére

suivante: 10 ng. de ltacetolysat , en solution dans 1l'cau, sont (éposés cn un
trait continu a 12 cm. du bord “ancdique’ d'une feuille dc papicr Arches 04 de

25 cm de longueur. L'electrophordse est effectude , dans wne cuve “on toit® dans
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le tamwon de [ICHL (169 ) de pH »,5 ,sous une tension de 7 v/ci nencant O heures.
Aprés un séchage de 1'électrophorégramme & la température ambiente, dez bandes
latérales sont découpdes dans ce dernier et révélées par le réactif & lloxalate
dtaniline pour repérer 1llemplacement des composés glucidigues. Ceux—ci sout ensuite
&lués pencdant 18 heures avee de 1llcau distillée sulvant le procdédé de DLIL ( 170).

Les solutions correspondant & chague composé sont rassembldcs et lyophilisées .

Chacunc des préparations ainsi obtenucs est cnsulte fracticnnée
de la méme maniere, par chromatographie préparative sur papicr Vhatman n® 0, dans

-

lc systime solvant n-butanol - acide acdétique - eau ( 4:1:5 )} pondont 4 jours.
hacun des osides ainzi obtenugest chromatographid sépardment dans les deux syste-
mes solvants suivante s
n-butanol — acide acétique ~ cou (4:1:5)
pyridine - acétate d'dthyle — acide acéticue - can { 5:5:1:% )
en présence d'un témoin interne composé de galactose, afin de définir le %gal

pour chacun d'entrouX.

D - ETUDE DE STRUCTURS DES OSIDES

1~ CORPOSITION DES GSIDES

a— Composition centésimale on glucides

La composition centésimale des cosides en chacun Ces trois types

L
L

é glucides ( oses 'neutres”, osamines et acide sialique) a ot¢ ddéterninde & 1ltaide
vithole & 1'or-
( 172) en

introduisant dans chaque séric de dosages des "tdmoins internc8" reprdsentés par

os procédés colorimétriques classicuess les oses “neutres® par la s

cinol sulfurique de TILLIANS et PHILIPPI ( 171 modifide par X

une solution des oses constituant chacun des osides dans les proporvions molaires
ol ils existent dans ces derniers ( MONFREUIL et SPIK ) ( 173); ( SVIK ¢t i 0UTREUIL,)
( 174); les osamines par le procéddé A'DLSUN ot MORGAN ( 1753) mouifié par DELCHLR

et al. ( 176), aprés unc hydrolyse chlorhydrique . ( Iicl 4 ), & 100°C pendant 4h



87

effectuée en tubes scellés sous vide; les acides sialiques nar lapéthode 2 la

diphénylamine de WERWER et ODIN ( 177).

b~ Identification et dosage des oses

Les oses "neutres” ont été identifié por chromatographie

Ry

1

sur papicr suivant les procédés ddéerits par FOUTREUIL ct al. (178) ot dosés

par la méthode de HUGIES ot JUANLOZ ( 179).

2 ~RUPTURE SPECIDIQUE DES LIAISOMS SIALYL

Les liaisons sialyl ont été spécificuemont coupées par

une hydrolyse sulfurique ménagée ( 80, 0,050 ; & 80°C pendent 1h, ) et les

¥

s e

hydrolysats ont été purifids par un passage sur colonne ( ixie cn) dllchangeurs
s

ations (Dowex 1 X 8; "mesh" 200-4CC ; forme formiate ). La solution effluente

b

est évaporée & siccité sous pression réduite, puis chromatographiéc sur papier
L

Whatman n° 5 dans le syst@me solvant pyridine - acétate d'éthyle - acide acéti-

que = eau { 5:5:1:3 ).

1T ~ RESULTATS LXPERIMENTAUAL

A ~ ISOLEIENT DE 8 OSIDES DE L'ACHTOLYSAT

1 =~ L'électrophorése préparative sur papier de llacétolysat de 1lthoxasacchas
ride du lait de ferme, permet d'isoler trois classes dlosides ( Mig. 22 pe 92 )
dont la migration électrophorétique est fonction de leur charge. lous pouvons
distinguer:

~ Une fraction 'mcutre" ( F.N.), renferment des osides "neutres"

~ Une fraction "acide® ( F.AT ), ronfermant des osides possédant
un résidu dlacide sialiquoe

-Unc fraction plus Yacide® ( F,A? ), renfermant Jes osides possé-
dant deux résidus d'acide sialique.

Ces composés domnent une réaction positive avec les rdactifs des glucides.



2- La chromatographie préparative (Fig. 23 p.93 ) de la fraction ‘meutre"
dans le systéme solvant n-butanol — acide acétique - eau ( 4:1:5 ) pendant 5 j.
permet dtisoler 5 constituants, homogenes en chromatographie sur papier ( Fig.
24 p. 94 ), dans les proportions rclatives suivantes:

constituant 1 : 16,9 p. 100
: 31,2 p. 100
: 15,3 p. 100

p. 100
" 53 21,3 p. 100

it

[

S Ul
i

-

N

4

Le comportement chromatographique sur papier Whatmen n°) de ces osides, défini

par rapport 2 celui d'un témoin interne composé de galactose et le suivant:

constituant 1 : RGai = 0,59
3 21 R, = 0,47
i e RGal = 0,22
' 42 Byy =022
51 R, ) = 0,10

4 a

% - Lthydrolysc acide ménagdc des sialyl oligosides ( Foi, ob F.A? ) four—
nit des osides "neutres” dont le comporvement chromatographique cst identicue

aux constituants4 et 5 de la fraction "noutre" ( F.N. ); ( Fig. 25 p. 95)

B ~ COMPOSITICN ET STRUCTURE »ES OSIDES

I1s sont constitués, en proportion varisble. , de D- (+)-
galactose, de D ~(+)~ glucose, ce D ~(+) —~ glucosamine ¢t d'acide H~acétyl -
D (=) neuraminigue qui ont &té identifiés par leur comportemcnt chromatogra-
phicue. La composition en glucide ainsi que les rapports molaircs des oscs
sont rassocmblés dans le tablecau VII p.%6 ¢t illustré par la figure 25 p.95

I1s peuvent se résumer dec la manidre suivante:
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Constitvuant n°i

Il s'agit d'un disaccharide renfermant un résidu de galactose pour un résidu de
de N ~acétyl glucosamine.

Constituant n2

Ctest un disaccharide composé de galactose et de glucose dans le rapport 1:1 ;
le glucose est en position terminale réductrice. Il posseéde le mfme comportement
chromatographique que le lactose.

Constituant n°3

C'est un trisaccharide renfermant dans les proportions dquinmoléculaires du galac—
tose, du glucose et de la N-acétyl glucosamine ,

Constituant n®4

Clest un trisaccharide renfermant du galactose ct de 1la l-acdivl glucosamine
dans les proportions 2:1. Un résidu de galactose se trouve on vositiop réductrice.

Constituant n°5

I1 s'agit dtun tétrasaccharide composé de galactose, glucose , l-acéiyl gluco-
samine dans les proportions 2:1:1. Un résidu de glucose se trouve cn position

terminale réductrice.

ITT - CONCLUSIOKS

Les résultats précédemment énoncés confirment les propriéitds de llacdtolyse,

en cffet ¢

1 — Contrairement & 1hydrolysc acide ménagée , llacétolyse libdre
quantitativement des osides; les oses sont présents dans ltacétolysat a 1tétat
de traces. ( Fig. 21 p.91)

Parmi les composés isolés, nous avons déterminé la structure des osides suivants:
oside 1 : Gal; GlcNac

23 Gal —» Glc

oside 3 : ( Glclac ; Gal ) ——> Glc

( Gal ; GlcWNac ) ——> Gal

( Gal ; GlcFac ; Gal )——a Glc

oside

ogide

Ul
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La combinaison de ces 5 structures nous permet de reconstitucr wm fragment do
la molécule initiale, soit:

Gal —-» GlcNac ——» Gal ~-» Glc

2 — Llacétolyse rcespecte en partie les liaisons gialyl. Nous avons isolé
trois sialyl oligosides dont la structurc pcut se schématiscr de lc fagon sui-

vante:s

e’

( Gal ; GlcNac ) ~—— Gal
W__\__v e
1 ANAI

( (\}i s Glelluc ) —> Gal

2 ANAN

( Gal g Glellac ; Gal ) ——» Glc
—_
2 ANAN

7 = Dans lc cadrc d'un travail d'équine des études corplésentaires de
structure de cet hexasaccharide ont été entreprises ; il s'agit de lihvdrolysc
cnzymatique &ffectude par BOUQULLET ( 180), de la perméthylation offcctuée var
IDESIGY ot GRIIOIEREZ (181 ).

Les résultat que nous avons obtenugsont en parfaitv accord avec
ceux de GRIITIONPREZet MOWIREUIL (182 ),(183 ), ils confirment leur schéma
de structurc (Fig.26 p 97 ). Ces auteurs inspirés de la terminologic de KUHN,

1

1tappellent lc dilactaminyl- lacto- il-tétraocse.



Raf

Lac

Sac

Gal

GlcNAc

Figure 21

Chromatographie sur papier de l'acétolysat O-désacétylé par la
soude de 1l'oside N2 6 du lait de Femme. Systéme-solvant : buta=~
nol-acide acétique-eau (4 : 1 : 5) ; durde : 3 jours ; papier
Whatman n? % ; révélation oxalate d'aniline. Les osides sont
numérotés de 1 &4 5. T : témoin d'osides purs. Raf : raffinose,

Lac : lactose ; Sac : Saccharose ; Gal : galactose ; Glc : glucose.

y .

91
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+
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] ] I i
Tigure 22

Electrophorgsc des différentes fractions de l'acétolysat de

jos]

1'oside 6 du lait de femme isolées par électrophordse préparative;
réalisée sur papicr Arches 304, dimension 54 cm x 30 cm ; tampon
pyridine de pH 3,5 ; tension de 7 V/en ¢ duréc : 6 h. ; cuve cn
"toit". T : solution témoin d'osides ncutres purs. F.li. :frac-
tion "neutre®; FA1 : fraction acide n®1 ¢t FA fraction aci~

de n®2.

2 H



Figure 23

Chromatographie préparative de la fraction "neutre" isoclée par

électrophorése préparative. Systéme-solvant : butanol-acide acd-
tique-eau (4 : 1 :

5) ; durde : 4 jours ; papier Whatman n® 3 ;
les bandes latérales sont révélées avec le réactif & 1'oxalate
d'aniline. Les bandes centrales sont découpdes puis £ludes par
la méthode de DENT (166).



Figure 24

Chromatographie sur papier des osides 1 & 5 isolés de 1l'acéto-
lysat désacétylé de 1'oside n2 6 du lait de Femme par chromato-
graphie préparative. Chromatographie de 1l'hydrolysat partiel des
osides acides FA, et FA_ par l'acide sulfurique 0,05 N, & 80¢C,
pendant 1 h. Sys%éme—so vant : butanol-acide acétique-eau (4 :1
5) ; papier Whatman n® 3 ; durée de la chromatographie : 4 jours
révélation & 1l'oxalate d'aniline de PARTRIDGE

%4
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Figure 25

Chromatographie sur pavier des hydrolysats chlorhydriques (1:c1
I,58 ; & 1I00°C; pendant I,5 h), purifiés sur échangeurs de
cations et d'anions des osides I & 5 de 1'acétolysat de 1l'oside
6 du lait de femme. Systéme solvant : pyridine-acétate dféthyle-
eau (I:2:2) ; papier Whatman n°l ; durée I6 h ; révélatios par

le réactif & l'oxalate d'aniline.



TABLEAU VII

Composition des osides 1 & 5 isolés par électrophorese et chronatographie

préparative d'un acétolysat désacétylé sde lloside O du lait de  fumoc.

’
i
i
¥
1}

LN LN 4

: Désignation de lloside

*s wa  se
.
.

i
N
»e

Ul

Composition ccntésimale :

Oses "meutres" totaux 56,17 . 115,7 : 74,71 75,6 f 17,9

Osamines 48,10 3 0 : 35,30

(1]
A&
-
N
W
<0
~
Jry
NP NP NN LN

(

(

(

(

(

(

(

(

( L3

( e A

E Oscs ”neutros"/osamino g 1,16 ; s 2,11 2,55 : 3,0

( : ;

( - g : p— : ; ,,.‘..9,,_ - .,._ﬂ_‘.,d_f_ - _.,_V_._“‘.z'
: ° . L4 /

( Composition molaire : : : . )

( : . )

< ; ; ; : \

E D-(+)=Galactose HE o . 1 2 P2 §

( D-(-+)~G1lucosc é; C f 1 s 1 . 0 f 1 %

( E ¢ H :

N-Acétyl-glucosamine P * 0 : i 1 )
§ : : : %
oids moldculaire 3 . : : :

§ P 'd lé Ul . . » . )

( calculd P8 : 242 : 546 . 546 . 195 g

( ' : : ’

°
EURp s e TS L R

¥
!
H
3
3
H
!
i
t
i
t
i
3
1
L]
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- = 3
D Galp 125 D Glemep ?.-L&g D Galp ety D a1o
() A
| f
A 23 30’\ 2.6
; |
D — AHAT D - ANAN
Figure 26

Schéma de structure de 1lloside 6 du lait de femme

Gal. = galactose ; Glclfic = N-acétyl glucosamine ; Gle = glucose
ALAL

Aeoide N-acétyl neuraminique.

il



ACETOLYSE DES GLYCOPEPTIDES e vE L' ovoimeoIne

L ~ DATERIEL ET IETV0DES

A - URIGINE BT COMPOSITION

L'ovorucoIde du blanc df eouf do voule est prdparé sclon lo

PI‘OCédé de FRULERCQ ot DEUTSCH (184 ), Il contient suivant les préparations
S a Y p. 100 dloses ‘noutres®; de 17 & 14,7 p. 100 de ¥ —acétrl glucosanine ot

de C,85 & 0,9 ps 100 atacide Neacdtyl noureminique. Sa composition nolaire est
la suivente ( pour unc massc moléeulaire de 27000 ): galactoso 2, nannose ¢,
I —acétyl glucoseamine 20, acide N ~acétyl ncuraminique 1. Toutes les prépara—
ions sont hétérogénes on immunodélectronhordse ot comportent 4 arcs de préci-

pitetion. (COMIMAVIL ot al. ) ( 185).

1 ~Pré 3aratlop et 1soWGnont ces glycanncs

Yous appliquont lo procéddé décrit par YA
(186 ) modifié par MO SICHY, LD/II-CHOSSCN ot JIOWIRIUIL ( 187 ), pour obtenir
des glycopeptides a partir de l'ovomucoide » Ltensemble des opérations d'isole—
ment et de purification des glycopeptides peut.se rdsumer dc la fagon suilvante:
les hydrolysats pronasiques de 1'ovomucoide sont purifids par un passage sur
colonnes d'échangeurs de cations, puis dlanions aprés unc élininaticn de la
pronase par l'acide trichloracétique. La fraction glycopepiidicue est ensuite
débarasséc des peptides cul n'ont pas ¢4é retenus sur 1'échangeur 'ions, par
wne chromatographie sur colonne de gel de sévhadex G-25, La fractimm séphad_ex
est soumise & la chromatographic sur colomne de Dowex 50 x2 ( “nesly 200-400;
forme acide ), 1'élution de la colonne & 1'cau fournit une premidre fraction
( fraction & ), et le déplaccuent des glycopeptides fixds sur la cclonne est

’

ensuite rdaligé & 1'aide d'un gradient de concontration en forrd

<

e pyridinc.

ju!
=4
©

Un obtient de cette manidre, les fractions ? ot ¥( Fig. 27 pe 99 ). La fraction
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Figure 27

Diagramme de fractionnement des glycopeptides ds 1l'ovemucolde
(350 mg) préalablement purifiés par chromatographie sur Sephadex
(=5 et sur colonne de Dowex 50 x2 ("mesh" 200-400¢ forme acide)
selon HONSIGNY, ADAM-—CHOSSOVW et MONTRSUIL { 463 ). nepérage des
componés glycopeptidiques par le phénol su"lf‘uriqué « Fn ordonrées
D.0: densité optiques C jconcentration en formizte de pyridines

en absclisse : volunme dtélution.



TABLEAU VIIT

100

Composition molaire en glucides et en amino~acides des

glycopeptides (3 . ?{
Galactose 1 1 1
Harmose 3 5 5
Neacétyl glucosamine 4 10 10
tde Neacd
Acide ii écctsrl 1 o o
neuraninique
Acide aspartique 1,14 1,15 1,4
Thréonine G,66 0,85 ¢,6
Sérine 0,29 0] G
Cyatéine 0 O 1,4
Masse moléculaire
(calculée dlaprés la 1958 3220 3545
composition molaire)




est homogeéne en éloctrophorese dans divers systémes tampong, clle nta jemais

pu 8tre sous fractionnée, ccpendant les réecente travaux de JAIUBCLAN of HONIREUIL

( 188 ) montrent que cos glycopeptides appartiennent & deux asialoglycoproteines.

2- Composition centésimale ¢t molaire des glycopeptides

La composition centésimalce des glycopeptides @ on glucides

cst déterminée par LONSICNY, 1DAILCHOLSCL ot LOWIREUIL ( 189 ) on applicuant
les procédés de dosage colorimétrique des glucides.

La composition molaire des glycopeptides on oscs "acutres"

o il
est déterminée per chrometographic quantitative sur vapicr en applicuant le
mode opératoire décrit par HOFIRLUIL ¢t al. ( 190 ). Los wésulta

més dansg le tableau VIIL p. 100,

B ~ ACETULYSE DES GLYCANNES

1 - Ltude qualitative comparative de 1llacétolysc et de 1thydrolyse acide ménagée

L'hydrolyse acide de 100 ng. de glycopentide €3 nar les rési-
nes Schangeuses de cations ( Dowex 50 z 8; "mesh” 25 - 5U ; Torme ccide ) est
effectude selon le procéié de HONTREUIL et ADAIT ~ CHOSSON (191 ). Iious réalisons
une cinétique de 1l'action de la rdsine en fonction du temns, et les hydrolysat
évapords a siccité, sont chromatographids sur papier Vhatman n°?Y dans le systée-
me solvant n-butanol - acide acétique - eau ( 4:1:5 ).

Ltacétolyse de 100 mg. de glycopeptide est effectude en appli-
quant le mode opératoire déerit précédemment p. 61. Nous rdéalisons une cinéti-

LS

que d'action du rdactif acétolysant en fonction du teaps, les acdtolysats O-dé—

-

sacétylés de la fraction "neulre” sont lyophilisés et chromatographids.

2 - btude quantitative de 1'acétolyse des glycopentides

Nous appliquon$ les procédds générawx de dosages colorimétriques

des glucides, résumés et ddcrits par +ONTRIUIL et SPIK ( 192 ).
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3 = Cinétique de libération deo oses au cours de llacétolyse

-

Une étude systématigue de la stabilité relative des diffdérentes
liaisons osidiques a &té réalisé antéricurcment ( voir page 61 ) sur des disaccha-
rides ; nous avons complété ces rdésultats préliminaires on étudiant la vitessc de
libération des oses au sein d'un glycannc.

Les frections "ncutres" des acdtolysats glycopeptidiques corres-—
pondant L unc durde de 1, 2 et 4 jours sont chromatographides sur des colonnes de
charbon-Celite ( 1X12 cm) selon WISTLEK ot DURSO ( 193 ). Les colonnes sont ¢ludes
successivenent par des solutions de 250 wl d'ecau distillde puis d'éthanol &, 1,5
p 100 et L 50 p 100, La fraction cau, renforme les oses "neutres', elle est sou-
nisc  l'analyse colorimétrique ainsi qu'l. 1'étude chromatographique.Lles solutions
Sthanolique ™ 1,5 et 50 p 100, concentries 20 ml est soumise au dosage colorimce

trique des Neacétyl hexosamines . (  procédé de REISSIG, STRULINGER ot LELOIR.)

C ~ ISULEMENT DES OLIGOSIDES DE LA FRACTION "NEUTRE®

1 =~ Chromatographie sur colomne de charbon-Ceclite

b e - - ot i A o o 2 AR,

Hous appliquons le procdédé de chromatographie dtadsorption
des oses ot des osides sur colonne de charbon-Celite selon WISTLIR et DURSC,
Lidlution des glucides est rdalisde par le passage successif dleau ( élution des
nonosaccharides ) ot de solutions aqueuses d'dthancl de concentration croissante
de 1,5 2 20 p 100,

Le charbon ( ACTIVIT 50 4L ) est lavé plusieurs fois . 1lcau

distilléc par décantation pour Gliminer les particules trop fines. Il est traitd

I

par llacide chlorhydrique concentré puis par 1lleau distillde jusqu'd neutralité
il est ensuite séché & 1'air libre. La Celite ( N° 535 ) est lavée plusiecurs fois
par déecantation avec de 1l'eau distillée et sdéchée & 1'air libre. Le nélange & poids
polds dgaw  de charbon ct de Celite est introduit sous forme de suspension dans
une  colonne ( 80 x 5 em ) puis 1lavé deux b trois jours avec de l'eau de maniére
& bion tasser le support chromatographique.

Une solution aqueusc { 1 L) de glucides & 1 p 100 de 1la
fraction "necutre® de llacétolysat ddsacdtylé des glycopeptides @ est appliqudée

au somnet de la colomnc. Les glucides sont alors déplacds par des solutions



aqueuses G'éthanol & raison de 15 ml./h. Le liquide effluent ( 5 1. pour chacune
des solutions de ddsorption ) est recueilli par fractions de 720 ml. qui sont
évaporées 2 siccité et étudides par chromatographie sur papier dang divers Syse—

ténes solvants.

2 ~ Chronatographic et électrophordse vréparative sur papicr

Chacune des Tractions obtenues, cst chromatographide sur papier
Whatman n°3, dans les deux systénes tampons suivants : n-butancl - acide acéti-

que ~ eau ( 4:1:5 ) et pyridine - acétate dlethyle ~ acide acéticue ~ eau ( 5:5:
123 ). Aprés repérage des osides et leur ¢lution 2 1'eau Gistillde, les solutions
dtélution correspondant & chaque composé sont rassemblées et soumises a 1llanaly-—
se électrophordétigue.

Les osez "neutres’ forment en milieu alcalin ces conplexes
avec llacide borique et ses sels ; ils se comportent alors comme des anions .
Cette propriété est ensuite mise & profit dans 1'électrophorese priparative des
disaccharides. L'électrophortse est rdalisde en tampon borate de potassium &
1 p. 100 de pH 9,2 ; sous une tension de 15 v/cu. Les solutions dtdlution sont
acidifiées et purifides sur une micre colonne de charbon-Celite. Le tampon bora-
te est élué par 1l'eau et les disaccharides sont déplacds par une solution aqueu-

se d'éthanol a 15 p.100

3 — Mise au point d!'un procédé sensible et reproductible de "finger printing"

la chromatographie ¢'adsorption sur mierocolonne de charbon ,
couplée & la chromatographie de partage sur papher fournit une certe polysaccha-—
ridique caractéristicue de la partie glucidique de ces glycoprotiines, Les em—
prcintes de cette carte ressemblent aux " finger—-vrintd' deg olipgopentides oble—

nus vnar hydrolyse enzymatique des protéines

10 mg. de la fraction "neutre" de ltacétolysat des glycopeptides

™

sont applicués au somict d'une colomne de charbon { 12 x 1 cm.). Le liguide

effluent ( 250 ml. pour chacune des solutions de désorption) est lyophilisé ,
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puis chromatographié sur papier Whatman n®3 dans le systéme solvent yyridine—

2

acétate d'éthyle — acide acdtique - eau (5:5:1:3). Les osices sont rovélés au

il
i

rdéactif & 1l'oxalate dtaniline de PARTRIDGE.

D —ETUDE DES OSIDES

()

1 = Composition des osides  ( voir & ce sujet p. £6)

2 = Ltude de la structure des osides

a - Identification de 1'ose réducteur

) s 1

Les osides sont réduits et 1l'ose réductour teirminel cest iden-

a9

tifié en chromatographie sur papier aprés une hydrd yse chlorhydrigue du composé.
2 mg. d'oside en solution dans 1 ml. dleau distillé, sont rédults par & ng. de

borohyérure de potassium b 22°C pendant 18 h, .L'excdés de berohydirurc est décore-

R}

posé par 1l'addition de quelques gouttes dracide acétique rlacial et les solutions

obtenues sont ddbarassdes  des iong potassium par un passage cur wme petite

R P . \ s s
colonne de Dowex 5C x 8 ( forme acide; “uwesh® 25-5u: 1 x 1Zcu.j.be liguide

effluent est évapord i siccitd et le régidu est repris plusieurs foie nar quel-

gques millilitres de méthanol cue 1l'on évapore par ventilation. Un o] ainsi
t [y

llacide borigue et 1'on obtient, & 1'détat pur, 1'oside
tion molaire en cse est déterminée selon le node opdratoire »roecdiement déerit.
L'oside réduit et hydrolysd ( il 2T 3 100%U, 2 1.) et les
ions chloresont &liminds par un pessage surunc petite colome e Duolite ATCHL.
a sclution effluente, évaporde L sicecité est soumise a L'analyce ohromatographi-

que en nrésence des témoins latdére

L puUrsS.

b = Détermination de la masse molcculaire des ocsides

Nous adoptons le procddd de ddétermination &c masse woliculai-
re des glycopeptides par gel filtration dderit par BHELTIT of Col.l (195 ).
HNous utilisons une colomne de 130 cn. de hauteur ot 1,8 cn.

de diamdtre, siliconée avec du Rhodorsil hydrofuge, afin d'dviter les eifets de
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bord. Le siéphadex G-25 fine est mis A gonfler trois jours dans l'cau distillée,
aprés plusieurs laveges & 1'eau distillée, uwn dernier lavage est effectud avec

le tampon chlorure de sodiwa 0,15 I qui servira ce tempon d'élutioci. Le gel est

ensulte dégazé sous vide wmuis versd dans la colonne. Hous déncsons & 1la surface

ES

du gel un échantillon de (,2 nl. de solution corresvondant o U,4 ng. «logide et

(%

2

de bleu Dewtran 200U. L'dfluat recueilli sar fraction de 2 ml. touves los 106 mn.

5

. oy 7
au collecteur, est soumic au dosage colorimétrique de DUBCIS ot al. { 4g6 ) au

N

phénol-sulfurigue. licus appliquons ce procédé de doterminetion apnroximative de

la masse moléculaire avi tri~ tétra- et pentasaccharides.

ra- et penta-gaccharides

10 mg. d'oside sont acdtolysds par 0,210 nl. du aclange acé-

L

tolysant pendant 7 jours  2U°C, la durde de llacétolyse ayant ¢i¢ prdalablement

ey 5

“onetion du benps.

| v

Sterminde par une dtude cindtique de Mlaction du  réactif en

y
>

a

i
-

¢

Les couposés aingi obtenus sont isolds & 1'état pur par chronatogrophnic nrdvara—
tive, puis rdduits et hydrclysds (Hcl Zn 2 100°C pendant £ L. ).les hydrolysat

vy s.os t I S a T A SN I i N ol . o N b R4 ..
sont puriries QT CaAromaTte, rapsits  gur napLer ~IE”L«J&.A’1 070 en pragence «e Temolins

latérauvr purs.

d - Acétolyse des tri- tétra— et pente--saccharides rdéduits
Le mode oplratoire . déerit en ¢ est appligué aux mbaes osides

préalablement réduits. ifous obtenons ainsi par acdtolyse dl'un nolyvoside rdéduit,
-

(repnasenté ci-dessous, et renfermant les oses &, B, C ¢t U »dduit)

A D B e leOl

!

C C

I

deux types closides : Y ¢
- Ges osides réducteurs : A =3B 3 0 =3B s A -3 B L
. . , B itol - ~itol ~1T0L
—~ des osides réduits ¢ B =2 D s A 3B =D ¢ B e D

pbeuls  les osides réduc teurs domment une réaction positive avee le rdactif &
l'oxalate d'aniline. Ll'acétolyse des polyosides réduits et non rdéduits nous per—
net de déterminer avec certitude la disposition des oses les uns var rappor

aux autres au sein du polysaccharide.
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Nous utilisons le procédé de KUIIN et coll. ( 197). 10 ng
d'oside sont dissous dans 3 ml de diméthylformamide ( DIFL ) auquel on ajoute
par petites guantités 1 ml de iodure de méthyle et 1g d'oxyde d'argent ; apres
agitation du mélange pendaht 24 h on procede & une nouvelle addition de 25 nml
de iodure dc méthyle— oxyde d'argent . LApreés 8 h dlagitation la solution est
filtrée et le filtre est lavé par le chloroforme. Le solution obtecnue est
abandonnéde & 4°C pendant 18 2. 24 h afin de laisser cristalliser les scls dlar-—
gent colloidaux et les formyl-dérivés qui seront éliminés par filtration . La
gsolution est ensuite séchée sur sulfate de sodium puls évaporée ; le résidu,
repris par 1 ml dec iodure de méthyle, 0,250 g dtoxyde dlargent et 0,150 g de
sulfate de calcium anhydre est chauffé pendant 4 h & reflux . Cette opération
est répétée 4 fois . Lprds extraction de 1'oside par le chloroforme, on procéde

5 1'hydrolyse des’ liaisons osidiques { HCL 41 & 100°C pendent 4 h )

f ~ Hydrolyse enzymatique (% %)

— lLction des @IL@cétyl glucosaminidases .

lous avons utilisé des préparations dﬁz@IL@cétyl glucosaninidasc isolées de
la rate de Boeuf et dlhispergillus niger dans les conditions suivantes : 1,5 mg
d'enzyme pour 0,500mg d!oside en soldtion dans 5 ml de tampon citrate de pll 4,4
maintenu & 37° pendant 46 h, en préscnce d' une goutte de toluénc. Lprés hydro-
lyse, les protéines enzymetiques sont préeipités & 60° pondant 5 mn puis centri-
fugdes. Lo surnageant purifié  sur résines dchangeuses d' ilons est concontré
puis soumis aux dosages colorimétriques ainsi qutd 1llanalyse chromatographigquc.
— Action des @ -D -galactosidasc .

Hous avons utilisé des préparations de @ZD— galactosidase isolées de Munugrec

de la rate de Boeuf ct dlispergillus niger dans les mémes conditions & pl 4,2,

(%) les néthylations ont été effectudes par lonsicur B. FOURNLT

( % ) les hydrolyscs ont &té effcctudes par lonsicur S. BOUQUELET
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IT ~ RLOULTATS EXPERIL

4 - ACETCLYSE DES GLYC.ANNES

1 - Btude comparée de l'hydrolyse ménagde et de llacétolyse

Les travaux antérieurs, offectuds par .Dil-CHOSSCN ot
HONTREUIL (198 ) sur 1'hydrolyse ménagée par le Dowex, des glycopeptides de 1'ovo-
mucoide nous permettent de tracer une &tude comparde de llacétolyse et de 1thy-
drclyse ménagde. Nous avons illustré par la figure 28 les rdésultate cue nobs avons
obtenus et qui se rdésument de la manidre suivante :

a = Contraircment & l'hydrolyse ménagée par les acides diluds ou par les
résines polystyrene sulfoné. , llacdtolyse libére des quantitdés tros faibles
d'oses et une proportion élevée d'oligosides.

b -~ La durée de 1llacétolyse doit &tre déterminde pour chaque type de
molécule au cours d'une dtude cinétique de l'action du rdactif acditolysant en
fonction du temps.

¢ - L'hydrolyse ménagée coupe préférenticllement les liailsons il-acdtyl
osaminidiques, tandis que l'acétolyse perte essentiellement sur les liaisons

glycosidiques des oses "neutres®.

2 = Btude quantitative de 1ltacétolyse des glycopeptides ?3

-5

a - La guantitativité de la méthode est lide au choix du procédé

4

de ddésacétylation. Unc étude critique des divers procédds de U~désacétylation
nous & permis de retenir le procédé au méthoxyde de sodium.. Hous avons confirmé

les résultats obtenus auv cours de notre dtude préliminaire dans le tableau IX

b - Stude de la stabilité relative des diffcrents types de liai-

sons osidiques ( mamnosyl, gelactosyl, N-acdtyl glucosemingl ) des glycopeptides fi‘

Les oses libres, contenus dans lo fraction '"neutre” de ltacdétolysat glicopepti~

b ) () e
dique sont présents en trop faible quantité par rapport aw: osiles nour &tre dosd
avec précision. Pour cette raison, nous applicuons le procédé de fractionmement

. P LTS P P o e T e o
des oscs et des osides sur colonne de charbon ( Fig. 292) afin de doser dens les

¢luats lo galactose, le mannose et la l-acétyl glucosaminc. Une cindtique  de
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Figure 28

Chromatographie sur papier des hydrolysats partiels par le
Dowex 50 (b) et des fractions "neutres" des acétolysats des
glycopeptides Q de 1'ovomucolde ( aux temps I , 2 , 4 jours).
Chromatographie dans le systéme solvant n-butanol- acide acé-
tique~ eau (4:I1:5). Révélation au réactif & 1l'oxalate d'anili-

ne. T s témoins latéraux purs.



TABLEAU  IX

Btude quantitative de 1ltacétolyse des glycopentides Q

}
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FRACTIONS

USES IEUTRES

OSLMINES

U

YT
iL.L.J

S

i PEASH CTILORCHORITTONS

1~ Fraction osidique neutre 123,44 195,63 G,6D
2« Fraction glycopeptidique 10,70 8,27 1,50
B.. PHLSE AQUEUSE
1- Praction glycopeptidicue 19,48 24.,74 C,78
Glycopepbides Q, natif 151,94 242,56 0,62
rendement 101,1 9%,40
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Figure 29

a~ Chromatographie d'adsorption des oses ot des osides sur
colonne de charbon-Celite.

b Etude guantitative de la libération des oses au cours dlune

cinétique d'tacétolyse des wlycanues @ de Llfovomuccide. Les osses
neutres { Cal: galociose ; dan: manrose ;) et la ¥-acétylgluco=
samine (gic-Nac) ont 6té isolés selon le procédé déerit en a.
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libération des monosaccharides ( Fig. 29b ) nous montre que l'acétolysat corres—
pondant & une durée de 4 jours, renferme 34,4 p.100 de galactose , 5,4 1,100
de mannose et 14,7 p.100 de Hacétyl glucosamine . L'ordre de stabilité décroi-

ssant des 3 types de liaisons est donc :
Liaison mannosyl;> Liaison N-acétyl glucosaminyl:> Liaison galactosyl

Remarquons cependant que 1l'on ne peut généraliser un tel résultat car la stabi-
1ité des liaisons glycosidiques est également fonction de la taille, de la for-
ne et de la structure du glycanne; de ce fait ces résultats sont spécifiques

des glycopeptides e de 1l'ovomucoide.

B « ISOLEMENT DES OLIGOSIDES DE LA FRACTION "NEUTRE"

1 -~ Chromatographie sur colonne de charbon-Celite

Chacune des solutiong de désorption, chromatographiée sur
papier Whatman 11°3 dans le systéme solvant n-butanol - acide acétique ~ eau
( 4:1:5 ), donne 1'image d'une carte polysaccharidique comprensyt unc vingidine
d'osides ( Fig. 30 p. 112 )

Cependant ce procédé ne représente pas a lui seul une
néthode de choix pour 1l'isolement des osides & 1'état pur, chaque fraction
renferme en mélange 5 & 7 osides qu'il convient ensuite de fractionner par
chronmatographie et électrophordse préparative sur papier.

Tous avons isolé 16 osides homogenes ( Fig. 31 p. 113

et Tig. 32 p. 114 )

2 - Hise au point du procédé de carte chromatographique des osides

Nous avons utilisé la fraction "neutre" des acétolysats du
glycopeptide @ de 1l'ovomucoide, dont nous disposions des quantitds élevées,
pour mettre au point notre procédé. La figure 53 montre que la chromatographie
sur papier des éluats éthanoliques ( 1,5 - 3,5 - 5 = 7;5 = et 10 p.100) des

colonnes de charbon-Celite permet de mettre en évidence 19 oligosaccharides



Figure 30
Chromatographie sur papier des différentes fractions de désorption d'un fractionnement

sur charbon-Celite de la fraction ™neutre" d'un acétolysat de glycopeptides (3 de 1'ovomu-

coide 3 l'élution de la colonne est effectuée par un gradient discontinu en alcool:solu-
tion & I,5 3 3,5 $5 5 7,5 3 10 3 I5 p. I00., Chacune des fractions de désorption repré-
sente un volume de 4,9 1 réparti en 7 sous-fractions de 700 ml.

cll
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Figure 31
Chromatographie sur papier des osides A & P is0lés de la fraction

"neutre” d'un acétolysat des glycopeptides # de 1'ovomucolds.
Systémes solvants ¢

a: n-butanol - acide acétique - eau (41I15)

b: pyridine -acétate d'éthyle - acide acétique — eau (535:I:3)
Révélation & l'oxalate d'aniline.
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Figure 32

Electrophorése sur papier Whatman n°3 des osides A & M,
Tampon borate de sodium de pH: 9; I5 v/cm ,durée 4 h.

A

Révélation & 1l'oxalate d'aniline aprés élimination du bora-

te de sodium par pulvérisation d'une solution de méthanol-
acide acétique (4:1).
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TABLEAU X

Comportement chromatographique des osides par rapport & un
témoin interne constitud de galactose dans les deux systenes
golvants sulvants:

a - Butanol - acide acétique - cau 4:1:5

b ~ Pyridine - acétate d'éthyle -~ acide acéticue-

cau 5:5:1:3

osidéwm Asystéﬁeisolvaégj;mm;;;téme solvant b
i G,870 0,956
B 0,850 C,926
C 0,814 0,810
D 0,730 0,79%
I 0,750 0,740
i3 0,60C 0,690
G 0,550 0,651
H 0,504 0,482
I 0,392 G,400
J 0,779 0,460
X 0,751 C, 257
L 0,313 0,378
H 0,230 0,241




Pigure 33

Procédé de ocarte polysaccharidique des fractions "neutres"
(10 mg) des acétolysats des glycopeptides ¢ désacétylée.
la chromatographie d'adsorption sur charbon-Celite (I) est
couplée avec le chromatographie de partage sur papier (2).
Papier Whatman n°3, durée 28 h. Systdme solvant : pyridine-
acetate d'éthyle- acide acétique- eau (5:5:I:3).

116
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—

nettement individualisés parmi lesquels 4 disaccharides, 5 trisaccharides , 3
tétrasaccharides, 1 pentasaccharide et 1 hexasacch: ride. 10 mg. de glycopepti-
des suffiscnt pour réaliser une carte chromatographique. En outre, des expérien-
ces nous ont montré que les résultats étaient parfaitement reproductibles.
Ltétude de ces cartes permet de mettre en évidence des diffé-
rences parfois trés faibles dans les séquences de monosaccharides constituant
les glycannes de glycoproteines diverses. Son application nous paralt particu
lierement indiquée dans le cas de 1'étude comparative de glycoproteines homolo-
gues, comme celles des milieux sains et cancéreux, dont on dispose généralement
de faibles quantités et dont les faibles variations de structure sont difficiles

& saisir.

C - ETUDE DE STRUCTURE DES OSIDES

1 — La composition centésimalec en glucides et les rapports molaires des oscs
sont déterminds en appliquant les procédés décrits précédemment ( voir p. 86 ).
Les résultats sont rapportés dans le tableau XI. Ils peuvent se résumer de la

fagon suivante:

a - Les osides A & I sont constitués en proportions variables de
D - (+) - galactose, de D = (+) - mannose et de N-acétyl D ~(+)-glucosamine
( Fig. 34 p.120)

b - La détermination de la naturc de ltosc réducteur nous informe
des modalités de rupture sélective au sein du glycamme. A 1lexception de lioside
B, identifié & la N-acétyl lactosamine,tous.renferment une molécule de D-manno--
se en position terminale réductrice. Dans la majorité des cas nous avons identi-~
fié le mannitol par chromatographic sur papier ( Fig.35 p. 121 ). Llidentific: -
tion du mannose cn position terminale réductrice nous permet de conclure qulil

existe wme coupure sélective des liaisons mannosyl.

¢ -~ Nous déterminons la massc moléculaire approximative des osides @
L, P, G, H, I, J, K, L, I selon lc protocole décrit page 104. Les résultats
que nous obtenons, sont rapportés dans le tableau XII et illustrés par la figu-

re 36 p. 122.Les masses moléculaires trouvées sont en parfait accord avec celles
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détermindes au cours de la composition centésimale des osides avant et aprés

réduction ( voir & ce sujet le tablcau XI ).

d -~ La révélation des chromatogrammes avec le réactif au chlorure
de triphényltétrazolium de TREVELYAN, PROCTOR et HARRISSON (198 ) nous informe
des modalités dc liaisons entre 1l'ose réducteur et l'ose qui le précéde. Le
chlorure de triphényltétrazolium, incolore, est réduit par les sucres en tTri~-
phénylformazan rouge, & la condition cependant que la fonction alcoolique du
carbone voisin du groupement réducteur soit libre. ( Fig. 37 p. 124 ). Ainsi
les osides C, E et F ne donnent pas de coloration rouge ,on peut en conclure

que le carbone 2 de l'ose réductcur est donc cngagé dans une liaison osidiguc.

2 — Nous nous proposons de décrire en détail les résulitats gue nous avons

obtenus & propos de chacun des osides.

a -~ Préparation et isolement

Ltoside A ost élué avec les osides B ( H-acétyl lactosamine ), G,
K, L, II d'une colonne de charbon-Celite par le passage d'éthancl & 7,5 p. 100.
Sa vitesse de migration est sensiblement la méme que celle de lloside B dans
la plupart des systémes solvants, scul 1'électrophorésc dans le tampon borate

’

de pH 9,2, nous permet d'isoler ces deux composés a l'état pur.
b ~ Structurec

Ltoside A a été identifié au.  O-f-D-2désoxy-2acétamido gluco-
pyranosyl-( 1->4 )— mannopyrannosc.
— Le D-mannose et la N-acétyl glucosamine sont dans un rapport éguinoléculaire
— La chromatographie de 1'hydrolysat de 1l'oside réduit par lc borohydrure deo
potassium révéle la préscnce de mannitol.
~— La perméthylation de cet oside ot ll'analyse chromatographique en phase
gazeuse des estors méthyliques laissc apparaitre un pic de 3 4 6 tri¥ métiyl glu~

cosamine ainsi qu'un pic de 2 3 6 tri-0-méthyl mannosc.
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TABIRAU XI
Composition centdésimale et molaire des osides L & I isolés d'un acétolysat

des glycopeptides Q de 1'ovomucoide.

A B C D

=
=
o)
=
(]
[

=
=
it

i s 3 mofiu)v RN SR ) . - e v i v o o 1

Compostclon cenbisimale

Oges '"neutreg" totaux 12 78 17 1C 61 40 83 G5 76 14 17 14 42
Osamines 10 75 14 0 81 T3 38 46 77 135 15 21 60

Oses "neutres™/osamines [12 10 11/ Q7 05 3 20 % 10 06

Nhagﬂllz

Composition cenbésimale

des osides réduits

Oses Yneutres? totaux 1}) P 61 o ¢ 14 56 15 7o ono1T 21

Csamines 10 7 14 0 61 72 14 44 57 10 16 25 65

Caes “neutres"/osamines 01 / / ;] /' 10 1)2 QA 05 95 (J;? Oj

Composition molaire

D —(+)-llannose 10 1 2 1 i 2 2 2 2 2 =z 2
D —-(-‘r)—Galactose o 1 o 0 ¢ 0o 0O ¢ o ¢ 3¢ 0
Heacdédtyl glucosamine 1 1 1 0O 2 2 1 | 1 &5 SR ]




Pigure 34

Chromatographie sur papier des hydrolysats chlorhydriques
purifiés sur colonnes échangeuses d'ions des osides A & M.
Papier Whatman n°3, systéme solvant : pyridine - acétate

d'éthyle — acide acétique - eau ( 5:5:I:3 ). Révélation

4 lt'oxalate d'aniline., T : témoins d'oses purs.

GlcX 3 glucosamine ; Gal s galactose 3 Man : mannose.

120
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Figure 35
Chromatographie des hydrolysats des osides A & M préalablement

réduits sur papier Whatman n°3 dans le systéme solvant ¢ pyri- -
dine - acétate d'éthyle - acide acétique - sau ( 5:63I:3 ) 3
durde I8 heures. Révélation au nitrate dtargent.

Man ¢ mannose ; Glcll :glucosamine ; Man-itol : mannitol j

GlcN-itol : glucosaminitol 3§ T : témoins,
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POIDS MOLECULAIRE

Pigure 14
Détermination du poids moléculaire des osides par gel filtration
(colonne de Séphadex G 25 fine, 130 x I,8 em }. Elution avec

le tampon NaCl 0,I5M, fractions de ?ml en IO mn .



TABLEAU X1
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Détermination du poids moléculaire des osides par gel filtration

chantillon Coefficient de Poids moléculaire  Poids noléculaird
distribution trouvé théorigue

Glucose 100 160
Lactose 87,6 42
Raffinose 75,6 504

E 66,6 615 506

F 68,0 610 506

G 75,0 540 545

H 73,1 540 545

I 74,3 525 545
TOURASACCHARIDES

J i 57,5 750 4G

i

K 55,4 765 748

L 56,0 740 740
PEHNTASACCIARIDES

M 44,2 9.0 o50
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Figure 37

Chromatographie sur papier des osides A,C,D,%,F,G,H.

A- Révélation & l'oxalate d'aniline de PARTRIDGE.

B- Révélation au chlorure de triphényltétrazolium de
TREVELYAN, PROCTOR et WARRISSON (J3S ). Les composés
CyE et F dont l1l'hydroxyle est blogué en 2 ne réagissent
pas avec le rézactif B.

Papier Whatman n?3 , systéme solvant n~butanol - acide

acétique - eau ( 4:I:5 ).
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— Lthydrolyse enzymatique par les @ D Neacétyl glucosaminidases coupe

l'oside A . Il stagit donc de l'lanomérie Q .

a = Préparation et isolement

Lioside B est élué dlune colomne de crarbon-Celite par le
passage d'éthanol & 7,5 p 100, puis isolé & 1! état pur por électrophorese pri-

parative dans le tampon boraté de pH 9,2.

b ~ Structure

Ltoside B a &té identifié & la N — acétyl lactosamine ( O - @
D - galactosyl-( 1—+4 )-2 ddsoxy- 2 acétamido glucopyranose ) de la manidre
suivante :
~- Le D-galactose et la N acétylglucosamine sony dans un rapport équimoldculairc.
~ La chromatographic de 1l'hydrolysat de 1l'oside réduit par le borbhydrure de

potagsium révéle la présence de galactose et de glucosaminitol.

=

—~ Lo perméthylation et 1l'enalyse chromatographique des esters méthyliques lais-
se apparaltre un pic de 2-3-4-6 tétra~O-méthyl galactose et un pic de J-6 dimé-
thyl glucosamine, ce gqui implique une liaison du type 1~ 4.

—~=Ce résultat est dlailleurs confirmé par chauffage en milieu alcalin de ce
composé, En effet, chauffé & 100° pendant 5 mn en présence de carbonate de so-
diwm 0,1 N, il ne fournit pas de chromogénes, ce qui impligue un blocage de 1!
hydrox¥le en 4. En milicu alcalin les N-acétyl hexosamines se dégradent en donw .
nant 3 chromogénes qui se forment par deshydratation de la He-acéiyl glucosamine
4 partir de sa forme furanose. La formation de chromogénes mnlest dowe mnossible

que si la fonction hydroxyle en 4 de le N-acétyl hexosamine est libre.

c—~ Discussion

e A SR S At

Notons que cet oside a été obtenu antériecurcment par ADiil-
CHOSSON et MONIREUIL ( 199) & partir d'un hydrolysat de 1'ovomucoide. I1 cor-

respond & 1l'oside I . Ces autcurs ont fait deux remarques au sujot des modalités
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de libération de cet oside que nous résumerons treés brievement

- cet oside a été caractérisé dans divers glycoprotéines et ces auteurs posent
en hypothése que la Neacétyllactosamine pourrait bien &tre un constituant commun
a la plupart des glycoprotdéines contenant du gelactose et de la N-acétylglucosae
mine.

- la libération précoce de cet oside au cours de l'hydrolysc permet de conclu-—

re qu'il se trouve en position "externe! par rapport au reste de la wmoldcule.

OSIDE C

a — Préparation et isolement

Ltoside C est élué d 'une colonne de charbon par le passa-
ge d'éthanol a 3,5 p 100, avec les osides I, H, J. I1  est ensuite purifié par

chromatographie préparative sur papier .

b = Structure de lloside C

Jre——

Ltogide C a été identifid au O ~@ ~D- 2. désoxy-2acétamido—
glucopyranosyl { 1—— 2 )-manmopyranose de la fagon suivante 3
— Le mannose et le N-acétyl glucosamine sont dans un rapport dquinoléculaire.
-~ La chromatographie de l'hydrolysat de 1l'oside réduit révele lo présence de
mannitol et de glucosamine.

A

— La perméthylation de cet oside fournit le 3-4~06 tri-O-ndét

-

hyl glucosamine et
le J=4=6 tri-O-méthyl mennose.

~ Cette structure est confirmée par llutilisation du rdactif au trichlorure

de triphényltétrazolium. En effet 1lloside C donne une coloration négative avec
ce réactif ; seul les sucres réducteurs réagissent & condition que la fonction
alcool du carbone voisin du groupement réductour soit libre.

— L'hydrolyse cnzymatique par les @IhﬁLacétyl glucosaminidases coupe la

liaison de 1l'oside C . I1 stagit donc de 1llanomdrie Q.

¢ ~— Conclusions et discussions

Remarquons tout dl'abord les différents oomportements en
chromatographie d'adsorption sur charbon des osides A (N~aoétyl glucosaninyl

1—> 4nannose ) et C ( H-acdtyl glucosaminyl 1-2 manmnose ). in offet 1lloside
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L est élué par une solution d'éthanol & 7,5 p 100 tandis que ltoside C est
élué par une  solution d'éthanol & 3,5 pl00, Les composés renfernant des
liaisons glycosidiques du type 1- 4 sont plus fortement adsorbdes que ceux
renfermant des liaisons glycosidiques du tyve 1—2. La chrematographie sur
colonne de charbon-Celite constitue & cet dgard un procéddé de sdénaration de

2 igomeres en mélange se distinguant par la diversité de leur liaison O-gly-
cosidique.

— La structure de cet oside est & rapprocher de celle de lloside VI, isolé
par ADAM-CHOSSON et MONTREUIL d'un hydrolysat partiel d'ovomucoide. Cependant
signalons gu'il n'cxiste pas une parfaite concordance entre les vitesses de
migration domndes par les autcurs ( oside VI Rga1: 0,70) et les notres (

= 0,81 dans le méme systéme solvant : n~butanol ~ acide acétique

A
~<aud :1:5.)

oside C: R
ea,

OSIDE D

a - Préparation et isolement

Ltoside D est &lué dlunc colomne de charbon~Celitc par le

passage A'éthanol & 1,5 p 100, puis purifié en chromatographie sur papier .

b ~ Structure de ltoside D

Lioside D a été identifié au O-X-D-mammopyranosyl { 1-535 )
mannopyranose ( ou mannobicse ) de la facon suivante :
~ L'hydrolyse fournit uniquement du D-mannosc.
w Lthydrolyse du composé préalablenent réduit montre la disparition dlune
molécule de mannose et llapparitioy d'une molécule de mannitol .
~ La perméthylation fournit le 2-3-4-6 tétra-U-mdéthyl D-pannose ainsi que
le 2edmb tri=Omindthyl D-mammose.
— Ce composé rdagit avec le rdactif au chlorure de triphényl tdtrazolium,
la liaison 1= 2 est done excluc.

—= 11 est hydrolysé par les o Demannosidases.
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OSIDE ¥

1
i
i
!

4
a ~ Préparation et isolcement

I1 est &1lué d'une colonne de charbon avec une solution 4!

¢thanol a 10 p 100. Tl est purifié ensuite par chromatographie sur papier.

b « Structure de lloside F

Ltoside F a 4té identifid au O=(3 ~D-2ddsoxy~-Lacétanido
glucopyranosyl-( 1-32 )-Om(3 ~D-2désoxy—~ 2acétamido glucopyranosyl—-( 134 )
D-mannopyranose. de la fagon suivante:
~- Le D-mennose et la N-acdtyl glucosaminc sont dans le rapport 132
— La chromatographic de 1'hydrolysat de l'oside réduit laissec apparaitre
du mannitol ev de la glucosamine.

— L'acétolyse de 1l'oside T fournit des traces de mannose et de gluccsamine
ainsi que les osides A ( Heacétyl glucosamine 1-34 mannose ) et ¢ ( T-acétyl
glucosaminyl 1-» 2mannose ) dans les proportions 5:1 .

~— Ce composé donne une rdaction négative avec le réactif au chlorure de tri-
phényl tétrazolium, ce qui confirme le blocage do l'hydroxyleen 2 de llose

réducteur.

¢ = Discussion

Ltélution tardive de cet oside par une solution ¢thenoli-
que & 10 p 100 d'une colenne de charbon peut s'expliquer par la prdésence de
2 molécules de N-acétylglucosamine: pour une de mannosc. bn effet les l-acé-

tylhexosamines sont plus fortement adsorbdes que les oses "eutres® , cet

oside semble cummler la rétention des osides 4 et C

OSIDE G

a - Préparation et isolement

Cet oside a été isold de la fraction éthanolique & 7,5

e}

100 d'une colonne de charbon, puis purifié par chromatographic prépoarative

sur papier.
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GlcN-itol

GlcN

Man-~itol

Man

Pigure 3&
A et B : Chromatographie des acétolysats de l'oside G réduit

et non réduit dans le solvant n-butanol- acide acétique~ eau
(4:I:5). Les osides Iet 2 ont le méme comportement chromato-
graphique que les osides A ( L-acdtylglucosaminyl I-4 mannose)
2t D (mannosyl I-% mannose ).

C :Chromatographie des hydrolysats purifiés des osides I et 2
préalablement réduits. Systéne solvant : pyridine- acide acé-
tique— acétate d'éthyle- eav (5;I3533). Man: mannose 3§ Glck:

glucosamine ; Man-itol: mammitol; GlcF-~itol: gluycosaminitol.
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b ~ Structure de 1toside G

La structurc de 1l'oside G a été effectude de la manidre
suivante :
-~ Lo mannose et la glucosamine sont dans les rapports 2;1
— La chromatographie de l'hydrolysat de ll'oside réduit rdévele la prdésence de
D-mannose, de D-glucosamine et de D-mamnitol dans les proportions équimoléculaires
~ La méthylation de cet oside nous fournit 1la F=b=b-:tri-O-ndéthyl glucosamine ,
le 2-3-6 tri~O-néthyl mannose ainsi que le 2-4=6 tri~O-mdéthyl menmose.
—~ Ltacétolyse de 10 mg de 1toside G et la chromatographie de llacétolysat en
présence de témoins latdraux purs nous permet de confirmer les rdsultats précé—
dents ; nous avons identifié dans 1'acétolysat 1ltoside D (mannosyl 1% 3 mannose)
et 1'oside A ( glucoseminyl 1-% 4 mannose )
~ Liacétolyse de 5 mg de lloside G réduit nous permet, sclon le principe expo-—
sé page 105, de localiscr avee certitude l'emplacement de la N-acdétyl gluctsami-
ne au sein de la moldeule. Ainsi aprés réduction et acétalysc de 1ltoside G nous
avons caractérisé le N-acétyl glucosaminyl ( 1f:»4) mMannosc.
—— La chromatographie sur gel filtration de ce composé on présence dos témoins
internes : bleu Dextran ¢t glucose nous donne unc masse moldéculaire de 540. Il

stagit donc d'un trisaccharide. ( Fig.38 p.129)

Ltengemble de ceg rdsultats nous permet de conclurc que

1toside G a pour structurc :

8 o
N—acétylglucosemine ( 1= 4) mannose { 1= 3) mannose

OSIDE H

a -~ Préparation et isolement

Lilogside H est 8lué d'une colonne de charbon-Celitc par une
solution é&thanolique & 3,5 p 100,avec en mélange les osides I, J, C. I1 est en-

suite purifié par chromatographic préparative sur papier.

b ~ Structure de lloside H

Sa structure a été identifidc de lz maniére suivante @

—~ Le D-mannose et la N-acétyl glucosanmine sont présents dans les rapports 231



Figure 139
A et B s chromatographie des acétolysats de 1l'oside EH réduit

(Br) et non réduit (H) dans les systdmes solvants :

A: n-butancl-acide acétique—eau (4:I:5).

B: pyridine-acétate d'éthyle-acide acétique~eau (5:5:I23).
C_: chromatographie des hydrolysats purifiés des osides I et
2 préalablement réduits. Systéme solvant B. GloN : glucosamine
GlcN-itol : glucosaminitol j; Man :mannose ; Man-itol : mannitol.
oside D : mannosyl I-3 mannose.
oside C : N~-acétylglucosaminyl I-2 mannose.
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—— L'hydrolyse de l'oside réduit fournit le D-mannose, la glucosamine et le
Denammitol dans  les proportions équimoléculaires.
—~ Lz méthylation de cet oside et l'analyse des esters méthyliques en chromato,
graphie en phase gazeuse laisse apparaftre €roispics identifids & lo J-4=6 tri-
O-inéthyl glucosamine, au 346 tri~O-méthyl mannose et au 246 Tri-O-méthyl
MANNOSE
~ L'acétolyse de 10mg d'oside I, confirme los précdédents résultats. La chroma-—
tographie de llacétdlysat dans les deux systémes: solvants habi ucls nous permet
d'identifier le mannosyl { 1—5»3) mammose  { oside D) ainei que le. - Heacdtyl
glucosaminyl ( 1~» 2) mammose ( oside C ). ( Fige 39 p. 131 )
— La chromatographic de 1llacétolysat de 1lloside H rdéduit, laisse subsister le
Neacétyl glucosaminyl ( 1= 2) mannose, qui donne unc coloration brune avee le
réactif & l'oxalate d'aniline.

Ltensemble de ces résultats nous permet de proposcr la

structure suilvante

y

I ~acétyl glycosamine ( 1= 2 ) mammose ( 1~y 3 ) menmose

¢~ Discussion

Nous avons remarqué, antdrieurement que lloside 4 renfer-
mant une liaison du type 1—> 4 était plus fortement adsorbd sur charbon-Celite
que son isomére C renfermont une liaison du type 1= 2 . Catte rigle se trouve
une fois de plus viérifide, en effet les osides G et H ne different que par un
type de liaison , le composé G possédant une liaison t—> 4 cst dlud par une
solution ¢thanoligue & 7,5 p 100 tandis que le composé I possdédant uwme liaison
1= 2 est élué par unc solution éthanolique & 3,5p 100, On neut done penser

A

que le charbon adsorbe plus fortement les liaisons du type 1> 4.

OSIDE I

o]

-~ Préparation et isolement

Cet oside a &té isold de la fraction dthanclicus . & 3,5
p 100 d'unc colonne de charbon - Celite., puis purifié emsuite par chromatogra-—
phie préparative sur papicr. Ce composé est homogéne en électrophorese, en chro-
matographie sur papier dons diffdérents systémes solvants. IL ne prdésente qutun

pic symétrique en gel filtration.
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B:
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Figure 40

Chromatographie sur papier Whatman n°3 de l'acétolysat O-désa-
cétylé de l'oside I dans le systéme solvant : n-butanol-acide
acétique- eau (4:1:5). les osides I et 2 ont le méme comporte=
ment chromatographique que les osides témoins A ( N-acétyl-

glucosaminyl I-4 mannose ) et D ( mannosyl I-3 mannose ). y

Chromatographie sur papier des hydrolysats purifiés sur rési-

nes échangeuses d'ions , des osides I et 2 préalablement réduits.



b = Structure de 1llogide I

Ltétude de cette structure peut se résumer de la fagon
suivante i
~- Le Demannose et la H-acéty glucosamine sont prdésents dans les rapports 2:1
— Lihydrolyse de 1l'oside rdéduit nous permet dlidentificer par chromatogrephie
sur papier le D-mannose, la glucosamine ¢t lc mannitol dans les rapports dqui-
moldéculaires.
~ Ltacétdlyse de 1ll'oside : I, ainsi que la chroma ographie de llacdétolysat O-
Adsacétylé dans les deux systdmes solvants habituels ( Fig 40 p 133 ) nous per—
mot dtidentifier, outre 1loside I non acétolysd, deux osides ( 1 et 2 ) dont
les vitesses de migration sont identiques & celles des osides D ( mannosyl
( 1—3) manmnose) et A ( N-acétyl glucosaminyl 1—4 mannose). Ces composés lot 2
gont réduits, hydrolysds et chromatographids en présence de témoins latéraux
purs. ( Fig. 40 p 133).
—~— La détermination de la masse moldéculaire par gel filtration confirfic que
1toside I est bien un trisaccharide; son poids moléculaire est de 525.
Ltensemble des précédents résultats nous permet de

conclure a la structure suiva: 2:

nmammose ( 1> 3 ) mamnose
b
{1

Neacétyl glucosamine

1 OSIDE J {

N |
a = Préparation et isolement

L'oside J est flué avec les oside H et I dl'une colonne de
chorbon<Celite par passage d'éthanol & 3,5 pl00. 11 est ensuite purifié par

chromatographie sur papier.

b — Structure de 1l'oside J

4

Sa structure a été identifié de la manidre suivante :
— Le D-nannose ot la Neacdtyl glucosamine existent dens un rapport équimoldoulaire
— Lla chromatographic de l'hydrolysat de 1l'oside J réduit fournit le D-mannose

le D-mamnitol et la N~acétyl glucosamine dans les  ropports molaires 1 3 1 3 2.
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Figure 4I

At Chromatographie sur papier de l'acétolysat O-désacétylé de
1toside J. Identification de 4 osides pumérotés de I &8 4 et
ayant le m8me comportement chromatographique que les osides

témoins A , C , D 4y H, I. ( voir la structure dans le texte).

B : Electrophorése sur papier de l'oside n°2 isolé par chroma-
tographie préparative. Identification de deux osides ayant le
méme comportement électrophorétique que l'oside C ( F-acétyl-

glucosaminyl I-2 mannose ) et D ( mannosyl I-3 mannose ).

C_:Chromatographie sur papier des hydrolysats purifiés des
osides 3 et 4 préalablement réduits.
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- La masse moléculaire de ce composé, déterminé par gel filtration cst de 750
I1 stagit donc bien d'un tétrasaccharide.
~ Ltacétolyse de 10 mg de 1toside J nous peruet d'obtenir cing osides , numéro-
tés 1, 2a, 2b, 3 et 4 ( Figs 41 L et B p. 135 ). Ces osides possddent des compor-
tement¢ chromatographiques identiques & ceux des tduoins latérawrs précédemment
étudids , ces correspondances peuvent sc résumer de la fagon suivante:

Oside 1 = oside A (N-acétyl glucosaminyl (129 4 ) mannose )

Oside 2 = oside D ( mamnosyl ( 1= 3 ) mammose)

— oside C ( Neacétyl glucosaminyl ( 1 & 2 ) mannose )

Oside 3 = oside H ( voir la structure page 131 et 132 )

Oside 4 = oside I ( voir la structure page 134 )
Seuls les osides 3 et 4 ont ét¢ obtenus avec un bon rendement, cc qui nous a
permis d!étudier leur structurc. Ils renferment dans des proportions dquimolé—
culaires: le D-mannose, le D~ mannitol ¢t la N - acétyl glucosaminc. Ces rdsul-
tats corroborent les conclusions avancdes, au sujet de lour comportement chro-
matographique.

Ltensemble de ces rdésultats nous permet de proposer la structure

suivante @

N-acétyl glucosamine ( 15; 2 ) marmose ( 1 5% 3 ) mannose
4
B!

N-acétyl glucosamine

OSIDE X

a = Préparation et isolement

L'élution d'une colonmne de charbon~Celite par wne solution
éthanolique & 7,5 p 100 déplace 1lloside K ainsi que les osides A, B, G, L, Ii,
0 ¢t P. L'oside K est ensuite purifié par chromatographic préparative sur papier
dans différents systemes solvants & base de pyridinc. Nous avons obtonu 35 mg |
de ce composé quil s'est rdwdlé homogéne en électrophorese ainsi qulen chromo-

tographie.



Pigure 42

Chromatographie sur papier de l'acétolysat O-désacétylé
de l'oside XK. Systéme solvant : pyridine -~ acétate d'éthyle

acide acétique - eau ( 5:5:I:3 ). Papier Whatman n°3.

137



b = Structure de 1lloside K

Cette structure a ¢té identifide de la maniere suivonte:
— La chromatographic des hydrolysats chlorhydriques ( HC1 2 N, 2 h 10C°) pré-
alablement purifids sur colomne dchangeuses dlions, laisse apparaftre le D-man-
nose ct la Neacdétyl glucosaminc dans les rapports équimoldéculaires.
— La chromatographic sur papier de 1l'hydrolysat de 1l'oside K préalabloment rd<
duit par le borohydrure de sodium révéle la présence de D- mannose, de D-panni-
tol et de D-glucosamine dans les repports 1:1:2.
— Lo gel filtration sur séphadex G 25 de ce polysaccharide dans le tampon Hack
0;15 Il donne un pic unique, symétrique dont le volume d'cxzclusion ( V,x ) ost
supéricur au volume vide ( VO ) de 1a colonne, déterminé avec le bleu Dextron
(v

765 pour une masse moléculaire calculdc de 748 , soit unc erreur voisine de 2p100,

0 .= 80 ml ot V1 =124 ml ). Ces valeurs nous domment un poids moléeulaire de
~ L'acétolyse de 10 ng de cet oside pendant une durde de 5 jours fournit a
1lanalyse chromatographique des traces de disaccharides et J trisaccharides

ayent les comportements chromatographiques des osides G, F, H . 5( Fig.42 p 137)

T

— La chromatographic de 1l'acétolysat de 5 mg de lloside K rdéduit et la révilo-
tion du chromatogramme & 1l'oxalate d'aniline laisse apparaftre scul 1ltoside ¥,
Lt'ensemble de ces rdsultats nous condulsent & la conclu-

sion qu'il s'lagit de la structure sulvante :

F-acdtyl glucosamine ( 1 P ) mammose ( 1 %> 3 ) mammose

4
2

Neacétyl glucosamine

OSIDE L

a - Préparction et isolement

Cet oside cst isolé de la fraction alcooligue a 7,5 » 100,~
solution de désorption d'une colomne de charbon , nuis purifidé per chronatogra-
phic préparative sur papicr. Nous avons isold 125 mg de ect oside, honogene

en chromatographie, en ¢lectrophorése et en gel filtration.



Figure 43
a et b : chromatographie sur papier de ltacétolysat O~ désacétylé

de i‘oside L. Obtention de 4 osides ayant le m8me comportement
chromatographique que les osides témoins A 4 D , I et G. ( voir

la structure dans le texte ).

¢ s chromatographie sur papier des hydrolysaets purifiés des
osides I,2,3;4 préalablement réduits. Man : mannose 3 Man-itol

mannitol § GlcN sglucosamine j GleN-itol : glucosaminitol.



b = Structure de 1l'oside L

Nous avons &tabli sa structure de la monierc sulvante
~~ L& chromatographie des hydrolysats chlorhydriques permet de caractériser
le D-mammose ct la Deglucosamine. Les dosages colorimétriques précisent que
cer deux oses sont dans un rapport égquimoldlculaire.
—~ Lo chromatographic de 1'oside L réduit, puls hydrolysd met cn dvidence le
D-mannitol, le D-manncse et la D= glucosamine dans les rapports 1 : 1 : 2.,
- Lo gel filtration sur scephadex G 25 de ce polysaccharide nous donie un
poids moléculaire de 740 pour un poids moléeulaire caleuld de 748 ( sur la
base de 1 mole de mamnitol par mole dloside ); ces résultats nous permettent
de conclurc qu'il s'agit d'un tétrasnccharide, possédant unc molécule de
Dnonnose en position terminale réductrice.
— Ltacétolyse de 10 mg de cet oside pendant une durde de 5 jours fournit &
1tanalyse chromatogrophique dans deux systdmes solvants 2 et b ( Fig. 43 » 139)
deux disaccharides et deux trisaccharides possédant les comportements chromato-
graphiques des osides A, D, G et I

Les osides de 1llacétolysal’ du polysacchoride L sont
isolds en chromatographie préparative sur papier puis purifid sur unc petite
colonne de charbon-Celite. Les hydrolysats des osides 1, 2, 3 et 4 rdéduits
sont ensuite chromatogrophidsdons le systime solvent a ( Figed? ¢ p 139 Yo
L'étude de la composition ¢t du rapport molaire des: osides 1 & 4 confixme

les précédents résultats et nous permettent de conclure & la structurc sulvente:
manmnose ( 1— 3 ) monnose

It 1

Neacétyl glucosamine Neacdtyl glucosamine

OSIDE H

a - Lsolenent et préparation

Ltogide ¥ a ¢été dlué d'une colenne de charbon Celite par le
passage d'une solution dthanolique a 5 p 100. I1 e¢st ensuite nurifié par

chromatographie sur papiler.
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Figure 44

a_: chromatographie sur papier de l'acétolysat O-désacétylé
de l'oside M. Identification de 3 trisaccharides et 3 tétra-
saccharides.

b

Les osides de cette fraction ont le m&me comportement chromato-

schromatographie sur papier des trisaccharides ( fraction 11)

graphique que les osides témoins I , H , G , F,
¢ ¢ chromatogaphie sur papier des tétrasaccharides ( fraction I1I)
Les osides de cette fraction ont le méme comportement chromato-

graphique que les osides témoins X , J et L.



142

b = Structure de 1lloside M

Sa structure a 6t¢ déterminde de la manitre suivante :
— La chromatographie de l'hydrolysat purifié rdvele la présence de D-monnose
et de D=glucosamine. Les dosages colorimétriques prdéciscnt que ces deux oses
sont doans les ropports 2:3 .
~ La chromatographie de 1'hydrolysat de ll'oside M rdéduit met on dvidence le
Depannitol, le D-mannose et la D-glucosamine dans les vroportions 5 ¢ 1 ¢ 1.
—~ Lo gel filtration sur sephadex G 25 nous dome un poids moldeculaire de 951
(,sur la base d'une mole de mennitol par mole d'oside). Cot oside est donc um
pentasactharide.
— Ltacétolysc de 10 mg de 1ltoside I nous procurc doans des proporiions variables
8 oside dont 2 disaccharides, obtenus & 1'¢tat de traces, 7 trisaccharides et
3 tétrasaccharides. Chacune deo ces classes d'oside est isvlée en chromatographie
préparative puis chromatographide de nouveau on présence des osides témoins
précédemment obtenus ( Fig 44 p 141 )
Les tdtrasaccharides possédent les ménes comportements
chromatographiques que los osides J, X ¢t L et los trisacchordides ont les
némes vitesses de migration que les osides G, F, H ¢t I, dans les différents
systémes solvants.
Ltapplication ultéricure des méthodes de néthylation et
dtoxydation periodique apporteront des informations complimentaires, cependant

nous pouvons déja conclurc qu'il stagit de la struecture suivente :

-

N-acétyl glucosamine ( 1 ~» 2 ) mannosc ( 1 —>3% ) nonnose
4 T 4
1 1

N-acétyl glucosamine l-acltyl glucosamine



143

Figure 45

Schéma de structure des osides A & M, isolds de la fraction
polysaccharidigue neutre d'un acétolysat des glycopeptides

G de 1l'ovonucoide
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Figure 45

Schéma de structure des csides 4, B, €, D, G, H, I, J, K, et L

iscolés par acétolyse des glycopeptides  de 1l'ovomucofdes
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CONCLUSIONS GENERALES

Les rdsultats que nous avons obtenus, au cours de la

mise au point de l'acétolyse, nous conduisent aux conclusions géndrales sulvantes:

1 = Afin d'obtenir un rendement quantitatif en osides, nous avons effectué unc
étude critique des divers procddds de O-désacétylation car llacdtolyse des
glycopeptides fournit des osides peracétylds, qu'il convient de désacétyler car
leur pouvoir de résolution cn chromatographic est faiblc. L'application de ces
procédés au peracétyl galactose ainsi qu'd la peracétyl gl, cosamine, nous a mon-
tré que la désacétylation n'était pas toujours quantitative. En effet, les analy-
chromatographiques et &lectrophorétiques auxquelles nous nous sommes livrdoes
systématiquement, révélent d'une part la présence dlartéfacts tels que des

glycssylemines ( procédé au méthanol ammoniacal ) et dtautre part la présence

de chromogénes de KUHN ( procédé a la soude et au méthanol ammoniacal ).

Cepondant le procédé au méthoxyde de sodiun constitue
un procédd quantitatif de ddsacétylation des monsaccharides, dons les conditions
expérimentalcs que nous avons définies, il respecte les oses 'meutres” et les

osamines.

2 = Nos dtudes sur la stebilitdé de différents types dc liaisons osididques nous

permettont de prévoir les points de rupturce préférentiels des liaisons osidiques
au sein d'un glycarme ou d'un polysaccharide. Ainsi nous dénontrons :
a - que les liaisons galactosyl sont plus labiles que
lcs liaisons glucosyl ( acdtolyse comparde du lace

tose et du cellobiosc ).

b - que la liaison N~acétylglucosaminyl est légerement
plus labile que la liaison glucosyl ( acétolyse

comparée du chitobiose et du cellobiose )e

¢ - que les liaisons du type 1-» 6 sont totalement cou-

pées aprds 3 jours dl'acétolyse, de ce fait cette



liaison est plus labile que la liaison 1-4. ( acétolyse
conparée du mélibiose et du lactose ). Notons que ce résultat
est en parfait accord avec les travaux de FUJINOTO , FATSUDA
et ASO ,

d -~ que ltanomdrie de lisisond est plus labile que l'anoméric
€5 ( acétolyse comparde du maltose et du cellobiose ).
5 =~ Nous avons tiré parti des 3 propridétds suivantes:
~ la stabilité des liaisons sialosyl visewsis de llacétolyse
— la grande stabilité des liaisons aspartyl Ne-acétyl glucosaminylamine
~ l'absence de Il acétylation des amino-acides
pour mottre au point un procédé de fractionnement des acétolysats sur échan—
geurs de cations et d'anions qui nous permet d'obtenir trois fractions.
La premidre n'est pas retenue par les résines et contient des osides meutres®
qui proviennent de la partie centrale des glycannes. La seconde, "acide',
déplacde de 1l'échangeur d'anions, est constitude de sialyl-oligosides qui
appartiennent & la fraction la plus externe des glycannes. La troisieme,
"basique", élude de 1!'déchangeur de cations, renferme des glycopeptides et
correspond aux séquences glucidiques au voisinage du point d'attache sur la

chalne peptidique.

4 ~ La quantitativité et la reproductibilité de cette méthode nous a permis
de l'appliquer :
~— 3 llexploration de la structure d'un sialyloligosaccharides isolé du
lait de femme.
—-— ainsi qu'ad l'exploration de la séquence des monosaccharides des gly--

cannes B de 1l'ovonucoide.
N

a = L'analyse des résultats obtenus nous a permis d'établir unc
étude comparde de 1'hydrolyse wménagde et de l'acétolyses. Les
observations que nous avons retenues sont les suivantes:

- Contrairement & l'hydrolyse ménagde, par les acides ou par
les résines polystyrénes-sulfonés, llacdétolyse libére des

quantités trés faibles d'oses et une proportion délevée, quali-
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tativement et quantitativement, d'oligosides. BElle reprdésente
donc le procédé de choix pour provoquer la dégradation partielle
des glycamnes et pour préparer, & partir de ceux-ci, des quan-—
tités importantes dlosides.
— Contrairement & l'hydrolyse acide, 1l'acétolyse ne fait cou-
rir aucun risque de transosidation.
—— L'hydrolyse ménagée coupe préférentiellement les lisisons
N-acétylosaminidiques tandis que l'acétplyse ge porte principa-
lement sur les liaisons glycosidiques  des oses '"neutres®.
-~ Contrairement & 1l'hydrolyse acide, l'acdétolyse préserve en

partie les liaisons sialosyl;

Les études de structure des osides isolds de 1l'acétolysat d'un
hexasaccharide, assocides aux détudes complémentaires de néthy—
lation et dl'hydrolyse enzymatique nous ont permis dtétablir

la structure du dilactaminyl-lacto Netdétraose.

L'isolement d'un acdtolysat des glycopeptides & de 15 osides
et la détermination de la structure de 11 dlentr'eux nous a
periis d'élucider partiellement le probléme de la structure de
ces glycannes. Nous avons isolé cos osides en quantitds impor-—
tantes pour qu'ils constituent des wodéles moléculaires qui
pourront servir ultéricurement pour la fabrication lesilssdos
dérivés méthylés du mannose ainsi que smpour Studier la spéei-

ficité des glycosidases.

d - Iinalement nous avons congu un procédé rapide, sensible et

reproductible d'analyse des oligosaccharides de la fraction
"neutre' en associant la chromatographie sur charbon et la
chronatographie sur papler. Cette méthode fournit des cartes
dont 1'étude permet de mettre cn évidence des différences
parfois tres faibles dans les séquences de monosaccharides

constituant les glycannes de glycoprotéines diverses.



!
‘{ BIBLIOGRAPHIE J

!

ABRAHAIT S,, CHAIKOFF I.L, et HASSID W.Z., J. Biol. chem.,1952,195,568 (119;143)

LDA G, L. ot FRENCH E, L., Nature, 1959,183, 1 740 ( 20 )

ADAM-CHOSSON A. et NONTREUIL J., Bull. Soc. Chim. Biol; 1965, 47, &1 ( 5,16,
57,189,195 )

ASPINALL G. O. RASHBROOK R, B. ot KGSSZIER G., J. Chem-s Soc.,1958,1 , 215 (76,111)

ASPIRALL G. O. et WHYTE J. N., J. Chem. Soc., 1962, 1, 170 ( 110 )

BAILEY R. V.,"The oligosaccharides” G Pergamon Press. cd. Oxford, 1965, 4, (64)

BACON E. et BACCY J.S.D., Biochca. J., 1954, 58, 396 (62)

BARKER S. L., FOSTUR A, B., STACEY M. ot WEBBIR J. IL., Chem. Ind.(London), 1957
(208) ; J. Chem. Soc. , 1958, 2 218 (122,158)

BARKER S, A., PARDOE G. I. ot HOPTON J. W.Abtr. 147th leeting, Ams Cheme Soc.
1964 (28, T3 )

B.RKER S, A.,PiRDUL G.I.,STACEY I, ¢t HOPTON J.W., Hoture, 1963,197,25 (27)

BELCHER R., NUTTEN .i.J. ot SAIBROOK C.M., Analyst., 1964, 79, 201 (132,140,176)

BERGILN M., ZERVAS L. ot SILBARKWEITE S., Chom. Ber. 1931, 64 ,2 436 ( 70 )

BOUQUELZT S., Dipléme d'Etudes Approfondies, ( 180 )

BHATTT T. ¢t CLAIP I.R., Biochem Biophys. Acta, 1968, 170 , 206 ( 195 )

BOUVENG i, O. et LINDBERG B., Advan. Corbohydrsate Chem., 1960, 15, 55 (139 )

BRAGG P. D, et HOUGI L., Biochei. J., 1961, 78, 11 ( 49 )

CEREZO A.8., DEULOFEU V., Carbohydrate Research, 1966, 2 , 35 ( 153 )

CHATTERTREL L. Ko ot HONIGOMERY R., Arch. Biochenm. Biophys., 1962,997 426 (02)

CHOSSQIN..y, HGWTREUIL J. ot SCHEPPLER N., C.R. ficad. Sci., 1962,255, 5 261(12,56)

CLAP J. R. ot HOUGH L., Chem. Ind. (LONDON) 1963, 82 ( 9 )

CLLP J.R. et FUINALL FJW,, J. Biel, Chem., 1964, 239, 3233 ( 508)

COTE R.H., J. Chem. Soce, 1959, 2248 ( 165 )

CROON I,, HERRSTROI G., KULL G. et LINDBERG B., .icta Chem. Sconds, 1960 , 14,
1338 ( 38 )



152

DATE Jo We, Sdand. J. Clin. Lab. Invest., 1958, 1C , 149 ot 444 ( 146,151)

DENT C.I., Biochems Jo, 1947,41,240 ( 170)

DICKEY E.E. et WOLFROI I.L,, J. iuer. Chem. Soc., 1949, 71, 825 5(68)

DIXON A.Se, Biochem. J., 1955, 59, XXI et 1955, 60, 165 (48)

DUBOIS W,, GILLES K, f., HAIDLTON J,K,,REBERS P.i., SUITH F. , Hature 1951, 168,
167 ( 196 )

DUPONT P., Dipléme d'Btudes Approfondics 1968 (15 )

ELSON L.k, ot NORGLW W.T.J., Biochen. J., 1933, 27, 1824 ( 130, 175 )
EYLLR B He ot JBANLOZ RJW., J. Biol. Chem., 1962, 237, 622 ( 3,6)

FINDIAY J. et LEVY G. L., Biochem. J., 1960,77 , 170 ( 25 )

FISCHIER E., Ber., 1890, 23, 3687 ¢t 1895, 28, 3024 (60)

FISCHER E. ot BERGILN M., BER., 1917, 50, 1047 ( 145,152,156,158)

FOSTER A4B., Ldv. Carbohydrate Chen.,1957, 12,81 e$1952,57,230 (159)

TUSTER LB, ot STACEY il., J. 4pple Chema, 1953, 3., 19 (141 )

FOURNET B., TAICRKART G., BROION J. et HONTREUIL J., Bull. Soc. Chim. Biols
1968,50, 1351 (4)

FRANCHIIONT A ., Ber. 1879,12,1941(63,6% )

FREDERICQ 1i., DEUTSCH ILF., J. Biol. Chem., 1949, 181, 499 ( 167,184)

FREUDENBLRG K. ot SOIF K., Ber., 1948,69, 1245 (99)

FUJIHOTO K., HATSUDL K. ot &S0 K., Toholw J. igr. Res., 1962,13, 61 (170)

GEORGES LuW., BOWER R.S., WOLFROM H.L., J. fmers Chem. Soce, 1946, 68, 2169(102,104)
GOLSTEIN I.J., HLY G.W., LEWIS Buhl.ot SUITH F.,Abtr. 147th leeting An. Chem.
Soc., 1964,(29)
GORIN P.A.J. ot PBRLIN 4.S., Cen. J. Chem., 195634, 1796 (77,87,95 )
GOPTSCHALK 4., HURPHY W.H. et GRUHAM 4.R.H., Nature 1962, 1941 (1)
GRIMIONPREZ L. ot MONTREUIL J., Bull. Soc. Chim. Biol., 1968, 50, 843 (168)
GRIIEIONPREZ L., TAKERKART G., HONSIGHY M, ot MONTREUIL J., C.R. icad. Scie,
1967, 265 D, 2124 (182)
GRIMIONPREZ L., BOUQUELET S., BAY.RD B., SPIK G., IHONSIGHY l, et LOMREUIL J.
Bur. J. Biochem., 1970 , 13 , 484 ( 183 )



HASSEL O, et OTTAR B., Lcta Chem. Scand., 1947, I, 929 ( 41 )

HAWWORTH W. N., Ber., 1932, 654 , 43 ( 43, 46 )

HEIDT L.J. ¢t PURVES C.B., J. &m. Chom. Soc., 1944,66, 1385 ( 42 )

HOROWITZ S.T,, ROSEMAN S. et BLUIENTHAL H.J., Ju Am. Chem. Soce, 1957,79,5046(74)
HUGHES R.Ce ot JEANLOZ R.W., Biochem., 1964, 3 , 1555 ( 26,163,179 )

JLXKUBCZL 2. ot HONTRIUIL J., C.R. hcade Sci., 1970 ( sous presse )

JEANLOZ RJW. ot CLOSSE A., Fédcration Proc., 1963, 22 , 538 ( 34,37 )

JERKEIAN Po, Leta Chem. Sconds, 1963, 17 , 2769 (1 1,121 )

JERIYE M. A. ot ISERWOCD F. A., Biochem.J., 1949,44, 402 (134)

KAUFIAN H,H., MARSHALL R.O., Proc. 6th Intern. Congr. Biochem., Hew-York 1964,(10)
KUHH R. ot EKONG D,, Chem. Ber., 1963, 96,683 (83,113 )

KUEN R, ot KRUGER G., Chem. Ber., 1956, 89, 1473 ot 1957, 90, 264 (75,129,160)
KUHN R, et WIEGAWDT H., Chem. Ber., 1963, 96,866 (82,98,115,197)

KUWZ A, ot HUDSOW C.S., J. Amere Chem. Soc., 1926,48, 1978 (150)

LEE Y.E. et BALLOU C.E., Biochem.,1965,4,257 (78,80,83,96)
T YJE. et MONGOMERY R., Arch. Biochem. Biophys., 1962,97,9 (11,13,112)
LEVEIE P.A. ot LORI T.,J. Biol. Chom., 1929,84,49 (17)

MASAMNUNE H. ot YOSIKAWA Z., Tohoku J. Exp. led., 1956,64,257 (94,114)

MATSUDA K. ,WATANABE H, ,FUJTIOTO K. ASC K., Naturd,1961,191,278 (90,105,164)

Me NEELY W.H., BINKLLY W.W. ot WOLFRCH il.L., J. An. Chem. Soc.,1945,67,527 (101)
IEVIR K., Advan. Carb. Chem., 1945,2,249 (18)

IICHL H., ionastsch. Chem., 1951,82,489 (142,169)

HONDGOMERY R.W., WU Y.C, ot LEE Y.C., Biochcn. 1965,4,578 (8,14,53)

MONSIGNY 1. ,ADAJ-CHOSSON A., MONTREUIL J., Bull.Soc. Chim. Biol.,1968,50,843(169,187)
NONTREVIL J,, CHOSSON .., HAVAZ R., MULLET S., C.R. Soce Biol., 196C,154,72 (164)
HONTREUIL J., CHOSSON A., C.R. hcads Sci., 1962,255,3071 (12,55,56)

MONTRLUIL J., SPIK G., Microdosage des glueides ( 173,190,192 )

HIONTRIVIL J., SPIK G., Dosage chromatographique des glucides ncutres (178)



154

OLIN S.HM.,EVANS L.F, ot WOLFROK ILL., J. Am. Chem., Soc., 1944, 66, 204 ( 119,118)
O'NEIIL, J. Am. Chem. Soc., 1954,76,5074 (105,106)
0ST H., Angow. Chem. Soc., 1945,18, 1170 ( 59 )

PAINTER T.J. et HORGAN W.T.J., Nature, 1961,191, 39 (52)

PATNTER T.J., WATKINS W.IL, ot LORGAN W.T.J., Naturc, 1962,193,1042 (53°)

PATWIGR T.J,,REGE U,P. ot HORGLW W.T.J. ,Nagure, 963,199,569 (54)

PARTRIDGE J,M.,Biochen. J.,1948,42,238 (137)

PARTRIDGE J.ll.nBiochemn. Soc. Sympe, 1949,3,52 (133,136,145)

PAUL R., C.R. icad. Sci., 1933, 197, 1652 ot Bull. Soc. Chim. Fr.,1934 1,971(45)

PELT S., WHEL.N W,J. et EDVARDS T.E., J. Chem. Soc.,1961,1,29 (79,89)

REEVES R.E., J. Amer. Chem. Soc., 1950,72,1499 (44)

REISSIG J.IK, STROIMINGER J.L. et LELOIR L.F,,J. Biol. Chem,, 1955,217,959
(144,148,162,194)

RIMINGTON C., Biochem. J., 1931,25,1062 (125,172)

ROTHFUS J.A., Feder. Proc., 1961,20,383 (30)

ROTHFUS J.A, ot SHITH E.L., J. Biol. Chem.,1963, 238,1402 (30,31)

SCHRAMI G, et HOHR E., Nature, 1959, 183, 1677 (21)

SCHMID K., Biochen. Biophys. Acta.,1954,14,437 (50)

SKRAUP Z.H. ot KONIG J., Ber. 1901,34, 1115 (66)

SMITH F. ot SRIVASTAVA H.C., J. Amer. Chem. Soc.,1956,78,1404 (S1)

SPENCER C.C., Cellulosechemie, 1929,10,61 (67)

SPIK G., Thése d Doct. Sci. Lille, 1968 (7)

SPIRO R.G., J. Biol. Chem., 1962,237,382 ct1964,239,567 (19,35)

STLCEY . ot WOOILEY J.M., J. Chem. Soc., 1940, 184;1942,550 (56)

STANLEY P.G., Aust. J. Exper. Biol. iled. Sci., 1953,21,187 (128)

SVENNERHOLH B, ot SVENNERHOLH L., NAture, 1958,181,1154 (139)

TATE M.E, et BISHOP C.T., Cen. J. Chom., 1962,40,1043 (137)

TLUFEL K., IW.INSKY H. ot RUPTLOFF H., J. Prakt. Chem.,1956,4,89 (61)

TILLMANS J. et PHILIPPI K., Biochem. Z., 1929,215,36 (124,147,171)

TOLBERT N.E. et ZILL L.P., Arch. Biophys. Biochem., 1954,50,392 (51)

TREVELYAN W.E., PROCTOR D.P, et HARRISSON J,S., Niture,1950,444;166 (135,198)



155

WALLENFELS K. ot MALMOTRA O.M. in BOYER P.D., The Enzymes, Vol. 4,Acad. Press,
Hew-york 1960,7.409 (24)

WALLENFELS K. ,ZARNITZ M,L.,LAULE G* BENDER H. KESER M.,BiochomsZ.;1959,331,459(23)

WERNER I. ot ODIN L., hota Soc. Hed. Upsalicnsis,1952,57,230 (132,177)

WHELAN W.J.,Communication persomnelle (120 ) T

WISTLAR R.L. et CORBETT W., in PIGNMAN W,,The Carbohydrates, hcad. Press,
New-york,1957,702 (84,85)

WISTLER R.L. ot DURSO D.F., J. Apm. Chem. Soc., 1950, 444,166 (193)

WHITAKER D.R.,TATE iLE. BISCHOP C.T.,Can. J. Chem.,1962,40,1885 (159)

WOLFROM 1L, ot DACONS J.C.,J. Am. Chen. Soc., 1952,74,553"(69,86,103,107;166)

WOLFROM H.L. of THOMFSON 4. in PIGILY W., The Carbohydrates, Acad. Press,
New-york, 1957,188 (40,47)

YAMASHINA I,, MAKINO M., J. Biochem., 1962,5I,359 (168,186)

YOSTZMMA Z., Toholu, J. Exptl. Med., 1949,51,51 et 1950,52,11 (81,92,95,116)

ZECHIBISTER L., Ber., 1923,56,573 (71)
ZEMPLEN G., et KUNZ A., Ber., 1923,56,1705 (149,154,157)
ZILLIKEN F., BRAUN G.A., ROSE C.S. et GYORGY P., J. Am. Chem. Soc., 1955,77,

1296 (72)




