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Le t r a v a i l  dont nous rapportons l e s  r é s u l t a t s  dans ce mémoire 

s ' i n s c r i t  dans l e  cadre des recherches effectuées au  Laboratoire s u r  la  

s t ruc tu re  de la  t r ans fe r r ine  sérique humaine. Bien qu 'e l le  s o i t  i so l ée  depuis 

1952 e t  qu ' e l l e  présente un i n t é r ê t  biologique considérable, on ignore pra- 

tiquement tou t  de sa s t ruc ture .  

Dans une première s é r i e  de travaux, nous nous sommes limité à 

l ' é tude  de l a  s t ruc tu re  de la f rac t ion  glucidique e t  aux séquences peptidiques 

au voisinage du point  d 'a t tache  du ou des groupements glycanniques s u r  l a  

protéine. La connaissance de ces  séquences e s t  fondamentale en ce qui  concerne 

l e  problème du codage par l a  chaîne peptidique, de l a  f ixa t ion  s u r  l 'asparagine 

du premier résidu de K-acétyl-glucosamine qu i  cons t i tue  l a  première étape de 

la  biosynthèse du groupement glycannique. 

Dans ce but,  nous nous sommes proposé d ' i s o l e r  l e s  deux glycannes 

sous l a  forme de deux glycopeptides suffisamment d i f f é r en t s  par l a  composition 

de l eu r s  chaînes peptidiques pour que l e u r  séparat ion puisse ê t r e  r éa l i sde  par 

chromatographie d'échange d ' ions ou par  électrophorèse. La trypsine nous a 

semblé, à c e t  égard, l'enzyme l e  plus s a t i s f a i s a n t ,  l ' a c t ion  de la  pronase 

s ' e f f ec tuan t ,  en e f f e t ,  d'une manière à l a  f o i s  profonde e t  incontrôlable.  

Dans un premier chapftre de Généralités,  nous exposerons l ' é t a t  

a c t u e l  de nos connaissances s u r  l a  s t ruc tu re  de la  t ransfer r ine  e t  l e s  raisons 

qu i  nous ont guidé dans l e  choix de l'enzyme protéolytique. 

Nous décrirons ensui te  l e s  procédés que nous avons employés 

pour i s o l e r  l e s  glycopeptides en u t i l i s a n t ,  non pas l e s  différences de 

composition des f r ac t ions  glucidiques, mais en t i r a n t  p a r t i  des différences 

de compositions e t  de séquences des acides aminés au voisinage de l ' a t t a c h e  

glycanne-protide. Puis  comment nous avons déterminé l a  séquence des acides 

aminés dans l e s  glycopeptides que nous avons obtenus. 





Chez l'Homme c m e  chez dc nombreux animaux, la transferrine 

sérique est une glycoprotéine dont le principal rôle est dc transp~rtcr le 

fer au travers de tout l'organisme (f). On la trouve à la concentration 

d'environ 2 g par litre dans le sang humain. Mais elle existe aussi dans 

de nombreux liquides biologiques comc les urines, le liquidc céphalo- 

rachidien, le lait, la bile, les sécrétions nasales, la salive, la lymphe 

ainsi que dans de nombreux tissus, notamment le foie et le rcin. 

PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES 

La transferrine sgrique humaine est obtenue avec les meilleuru 

rendements à partir de préparations cnrichies provenant de fractionnement 

du plasma par le procédé à l'éthanol dc COHN et coll. (1) ou par le procédé 

au rivanol de HOREJSI et SMETANA (2). 

Dans les laboratoires de la firme BEHRINGWERKE, SCHULTZE et 

coll. ont mis au point plusieurs procédés généraux de fractionnement du 

sérum qui associent le relargage par lcs sels neutres et par l'éthanol, la 

précipitation au rivanol, la chromatographie préparative dlebsorption et 

d'échanges d'ions, l'électrophorèse préparative de convection ou sur gels 

divers. Ils obtiennent ainsi à l'dchelle industrielle de la transferrine à 

99 p.100 de pureté. 

Nos recherches ont été effectuées sur de tels échantillons. 

A - FIXATION DU FER PAR LA TRANSFERRIRE 

La transferrine est une glycoprotéine incolore quand elle est 

sous la forme d'apotransferrine dé?ourvue de métal. Associée au fer, elle 

est rose saumon. 

1 - FIXATION DU FER ET DE DIVERS METAUX 
La propriété que possède ln transferrine de fixer le fcr a été 

mise en évidence pour la première fois par SCHADE et CAROLIIB ( 3 ) .  

Un peu plus tard, HOLMBERG et LAURELL ( 4 )  dhontrcnt que, dans 

le plasma, la transferrine fixait uniquenent le fer. Mais d'autres auteurs 

et notanunent JONES ct PERKINS (5) ont montré que la transferrine pouvait, 

in vitro, fixer les ions comme le calcium, le cuivre, le zinc, le cobalt. 

(+) La transferrine interviendrait aussi dans le fonctionnement de cer- 
taines chaînes respiratoires. 



2 - CAPACITE DE FIXATION DU FER 
Actuellement, tous les auteurs s'accordent pour affirmer que la 

trans ferrine fixe 2 ions ferriques par molécule de glycoprotéine . 

3 - CONDITIONS DE FIXI",TION DU FER 
Les expériences de conjugaison du fer sur la transferrine ont 

montré que : 

a - Le complexe fer-transferrine se dissocie réversiblement en 
milieu acide ; 

b - La présence de chélateurs oriente la fixation du métal sur 

des sites spbcifiques ; 

c - La présence d'ions bicarbonates favorise et stabilise cette 
dernière. 

4 - MODALITES DE LA FIXATION DU FER 
Actuellement, l'accord est genéralement fait sur la participation 

de la fonction phénolique de la tyrosine à la fixation du fer, à raison de 

3 résidus de cet acide aminé par atome de fer. D'autre part, il est vrai- 

semblable que deux atomes provenant du noyau imidazole de l'histidine inter- 

viennent dans la fixation du fer. 

Enfin, certains auteurs affirment que les deux sites de fixation 

du fer ne possèdent pas la même activité. 

En conclusion, il est bicn établi que la transferrine fixe deux 

atomes de fer sous forme d'ions ferriques sur deux sites spécifiques. Il 

semble, en outre, démontré que les Lonctions phénoliques de 3 résidus de 

tyrosine par atome de fer sont impliquées dans ln conjugaison, la partici- 

pation de 2 résidus dltiistidine restant h confirmer, 

Quant B la différence de rfactivité des deux sites de fixation, 

elle n'est pas encore démontrée. Toutefois, il est acquis que la fixation 

du fer modifie la forme et les propriétés de la molécule et stabilise 

celle-ci, notamment vis-à-vis de l'action des protéinases (SPIK ( 6 )  et 

SPIK et MONTREUIL (7) ) . 

B - DETERMINATION DE LA MASSE MOUCULAIRE 
Actuellement, l'accord est loin d'Etre parfait sur la valeur de 

la masse molécualire de la transferrine qui oscille suivant les auteurs 

entre 70 000 et 114 000. Ces différences s'expliquent, d'une part, par des 

variations des principaux paramètres qui permettent de calculer la masse 



moléculaire (constante de sédimentation, constante de diffusion, coefficient 

de viscosité) et, d'autre part, par 13 nature des procédés utilisés (ultra- 

centrifugation, diffusion de la lumisre, filtratLon sur gel, quantite de 

fer fixé). Nous avons assemblé dans lc Tableau 1 ( p . 6 )  les valeurs dc masse 

moléculaire obtenues par différents auteurs, dans le Tableau II (p.7) les 

résultats obtenus par SPIK (8) lors d'une étude critique systématique des 

différents procédés, Ces résultats relativement homogènes nous ont incite 

B choisir 80 000 corne valeur de la nasse moléculaire. 

C - COMPOSITION EN GLUCIDES 
La nature glycoprotéinique dc la transferrine a &té démontrée dès 

1952 par KOECHLIN (9) et par SURGENOR, KOECHLIN et STRONG (10) qui ont trouvé 

un taux d'oses neutres de 1,8 p.100. 

1 - COMPOSITION CEIYTESIMALE 
La première détemination complète de la composition centésimale 

en glucides de la transferrine a étC effectuée par SCHULTZE, GOLLNER ct 

coll. (11). D'autres travaux furent réalis&par la suite et nous avons 

rassemblé dans le Tableau III (p.8) les résultats obtenus par les auteurs. 

L'examen de ces tableaux montre, par cxcmple, qu'à côté de 2,3 p.100 d'oses 

neutres, il existe 2 p.100 d'hexoséinines et 1,35 p.100 d'acide sialique. 

Les résultats donnés par différents auteurs révèlent très peu de 

différences puisque les valeurs en oses neutres oscillent entre 2,3 ct 

2,8 p.100, les valcurs en acides sialiqucs entre 1,2 et 1,4, des différences 

plus grandes apparaissent dans les valcurs données pour les hexosamines : 

1,3 à 2. Cette discordance pc« t  s'expliquer par la présence du fer dans la 

transferrine, celui-ci catalysant notablement la destruction des osamines 

lors de l'hydrolyse. 

2 - COMPOSITION MOLAIRE 
Les oses neutres ont été identifiés pour la premihrc fois par 

chromatographie sur papier au galactooc et au mannose par SCHULTZE, ÇCHMIDT- 

BERGER et coll. (12) en 1958. En outre, ces auteurs ont signalé la présence 

de traces d'acide uronique et de fucosc, mais ces résultats ne reçurent ul- 

térieurement aucune confirmation. La présence de galactose et de mannose a 

été vérifiée en 1961 par MONTREUIL, BISERTE, MULLET, SPIK et LEROY (131, 

puis par SANIESON (14) en 1964. L'osamine a été identifiée, pour la première 

fois, B la glucosamine et l'acide sialique B l'acide M-acétyl-neuraminique 

en 1961 par MONTREUIL, BISERTE, MULLES, SPIK et LEROY (15). Cc dernier 



Tableau 1 

Valeurs de la masse moloculaire de la transferrine humaine déterminCe 
par l'application de différentes mCthodeç physico-chimiques. 

l j : 1 Procédés utilis.6~ j Masse mol6culaire I Références 
j l I 

-1 
i 

1 Diffraction de ln / 90 000 j MORRISON et LOUTIE, 1952 (16) 

I lumiere i 88 O00 1 SCHONENBERGER, 1955 (17) 
1 

Osnométrie 

Sédimentation 
+ di£ fusion 1 

I 
i 

Sédimentation 
+ viscosité 

Dif fusion 
+ Viscosité 

/ "Gel filtration" I 
Teneur en fer à 
la saturation 

ONCLEY, SCATCHARD et coll., 1947 (18) 
ROBERTS, TMEY et coll., 1966 (19) 

SCHULTZE, HEIDE et coll., 1957 (20) 
HAZEN, 1963 (21) 
BEZKOROVAINY, RAFELSON et coll., 1963 (22) 
BEZKOROVAINY , RAFELSON, 1964 (23 ) 
BEZKOROVAINY , 1966 (24) 
ROBERTS, MAKEY et coll., 1966 (25) 

1 BEZIWROVAINY , RAFELSON, 1964 (26 ) 
82 700 
69 700 

93 OOC + 3 O00 - 
114 O00 + 5 O00 - 

73 400 
80 000 

ALLERTON, 1962 (27) 
CWL\.JOOD, 1963 (28) 
BEZKOROVAINY , RAFELSON et LIKHITE , 1963 (29) 

ROBERTS, PiAKEY et coll., 196G (30) 
TAI'JFORD, 1967 (31) 

BEZIWROVAINY , RAFELSON , 1964 (32) ) 

( SILBERZAHN, RICHARD et coll., 1967 (33) 
i 

SURGENOR, KOECHLIN et coll., 1949 ( 3 4 )  
KOECHLIN, 1952 (35) 
KATZ, 1961 (36) 
JANDL et KATZ, 1963 (37) 
BEZKOROVAINY, WELSON et coll., 1963 (38) 
ROBERTS, MAKEY et coll., 1966 (39) 



Tableau II 

Masse moléculaire de la transferrine déterminée par 
différents procédés (d'après SPII<) (40). 

l Equilibre de sédimentation 

i Méthodes app liqufes 

Constantes de sedimentation 1 et de diffusion 

f 

Masse moléculaire 

[ Teneur en fer 

Chromatographie de filtration sur gel 
Sephadc:~ G-100 
Scphadex G-200 

74 à 78 000 
76 000 

(a) Pour D~~~ 5,4 x d l  MKSA 

Teneur en acide sialique (c) 

i 

(b)  Pour Do 
20 w 5,54 x IO-'' 14I<SA 

( c l  Pour 3,5 résidus et 1,46 p.100 

74 O00 

+ 



Tableau III 

Composition centésimale (en g p.100) en glucides de 
la transferrine humaine d'après différents auteurs 

(a) Galactose + mannose. 

(b) La nature de l'osamine n'e été précisée par aucun auteur, 

(c) Exprimée en acide N-acétylneuraminiquc. 

(d) Etabli de nanière statistique et par différentes méthodes. 

(el L'osamine est la glucosamine. 

Hexoses 

(a) 

2,4 

, 294 

298 

2,5 

236 

2,3(d) 

Fucose 

0,07 

0,07 

- 

- 
- 
- 

Osamines 

(b) 

1,7-2 

2 

138 

1 ~ 3  

- 
1,9G(d) 

(el 

Acides 
sialiques 

(cl 

1-1,4 

1,4 

1,2 

1 ~ 4  

1 5 3 

1,43 

Acides 
uroniques 

0,05 

- 

Références 

----- 

SCHULTZE , SClQ4IDTBERGER et 
coll., 1958 (41) 

HEIMBURGER, HEIDE et CO 11. , 
1964 (42) 

BEZKOROVAINY, RAFELSON et 
coll., 1963 ( 4 3 )  

JONES et PERKINS, 1965 (44) 

JMIESON, 1964 (45) 

SPIK, 1968 (46) 
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r é s u l t a t  concernant l ' a c i d e  s i a l i q u e  a  C t é  confirmé pa r  JAMIESON (47) en 

1966. 

Nous avons p r é c i s é  dans l e  Tableau I V  (p.10) l a  conposit-on 

mola i re  en oses  de l a  t r a n s f e r r i n e  su ivan t  SCHULTZE, SCHMIDTBERGER e t  HAUPT 

en 1958 (48)  e t  JNYIIESON en 1965 (49) a i n s i  que l e s  r é s u l t a t s ,  donnés en 

1965 par  MONTREUIL, SPIK, MONSIGNY, DESCRTIPS, BISERTE e t  DAUTREVAUX (49).  

Ces d e r n i e r s  ont  é t é  obtenus ap rè s  une é tude  c r i t i q u e  s y s t h a t i q u e  des 

techniques u t i l i s é e s .  

En e f f e t ,  s i  l e s  a u t e u r s  s o n t  d 'accord en ce  q u i  concerne l e s  

ac ides  s i a l i q u e s  (3-4 rés idus  par  molécule de t r a n s f e r r i n e )  e t  l e s  hexosa- 

mines (8 r é s i d u s  par  molécule de t r a n s f e r r i n e )  il n 'en  e s t  pas  de même au 

s u j e t  des o ses  neu t r e s .  Ces d i f f é r e n c e s  peuvent s ' exp l ique r  p a r  l e s  condi- 

t i o n s  d 'hydrolyse e t  par  l e s  méthodcsde dosage des oses  ap rè s  hydrolyse e t  

s épa ra t ion  chromatographique . 

D - COMPOSITION EN ACIDES AMINES 

Les premiers dosages d ' ac idcs  aminés de l a  t r a n s f e r r i n e  ont é t é  

e f f ec tués  p a r  SCHULTZE, HEIDE e t  IWLLER (50) en 1957. I l s  o n t  é t é  répétds 

à p l u s i e u r s  r e p r i s e s  par  l e s  mêmes au teu r s  e t  nous avons f a i t  f i g u r e r  dans 

l e  Tableau V (p.11) l e s  r é s u l t a t s  l e s  p l u s  r écen t s  que ces  d e r n i e r s  au teurs  

nous ont  f o u r n i s .  Nous y avons a j o u t e  ceux qui  ont  é t é  e f f e c t u é s  ensu i t e  

pa r  PARKER e t  BEARN (51) en 1962, pa r  BEZKOROVAI:JY, RAFELSON e t  c o l i .  (52) 

en 1963, a i n s i  que l e s  r 6 s u l t a t s  l e s  p l u s  r écen t s  obtenus dans n o t r e  

Labora to i re .  

Dans l 'ensemble, l e s  r é s u l t a t s  obtenus pa r  l e s  d i f f é r e n t s  au t eu r s  

sont  assez  concordants sauf dans l e  cas, t r è s  important du p o i n t  de vue de 

l ' a p p l i c a t i o n  des procédés de rup tu re  s Q l e c t i v e  des chaînes pept id iques ,  de 

l a  cys t é ine ,  de l a  méthionine e c  du tryptophanne. 

E - POLYMORPHISNE DE LA TRANSFERRINE IIUEfAINE - 
Le manque d'homogénéité des r f s u l t a t s  concernant l e s  p rop r i é tgs  

physico-chimiques de l a  t r a n s f e r r i n e  peut  s ' exp l ique r  dans une c e r t a i n e  

mesure par  l e  polyrr,orphisme de ce  p r o t i d e  q u i  a  é t b  r é v é l é  p a r  SMITHIES ( 5 2 )  

en 1957 à l ' a i d e  de l ' é l ec t rophorèse  bidimensionnel le  en g e l  d'amidon. 

Cet au t eu r  montre qu 'en p l u s  de l a  bande h a b i t u e l l e  de t r a n s f e r -  

r i n e  désignée par  l e s  l e t t r e s  P c ,  il e x i s t e  dans c e r t a i n s  oCrunis, une 

bande supplémentaire  p lus  rap ide  (bande '$BI ou une bande p l u s  l e n t e  2 D ,  
q u i  on t  é t 6  i d e n t i f i é e s  à de l a  t r a n ç f e r r i n e .  

Chacune des  bandes B e t  D p rbsente ,  en ou t r e ,  des v a r i a t i o n s  



Tableau I V  

Cmposi t ion  molaire en oses dc l a  
t r a n s f e r r i n e  suivant  d i f f c r e n t s  auteurs 

(a) Pour une masse moléculaire de 88 000. 

(b)  Pour une masse moléculairc de 90 000. 

( c )  Pour une masse moléculairc de 76 000. 

Galactose 

Manno s e 

Fucose 

N-acétyl 
glucosûnine 

Acide N-acétyl 
neuraminique 

SCHULTZE, SCHMIDT- 
BERGER e t HAUPT 

1958 (a )  

8 

4 

1 

4 

JZiMLEiSON 

1965 (b) 

4 

8 

4 

SPIK (53) 1 

5 

5 

3 oii 4 



Tableau V 

Composition en ac ides  aminés de l a  t r a n s f e r r i n e  humaine cxprimde cn n o l e s  pa r  
mole de t r a n s f e r r i n e  humaine. 

Valeur de l a  masse 
molécula i re  

Acide a s p a r t i q u e  
Acide glutamique 
Arginine 
H i s t i d i n e  
Lysine 
Alanine 
Cys t ine  / 2 
Glycocol le  
I so l euc ine  
Leucine 
Méthionine 
Phénylalanine 
P r o l i n e  
S é r i n e  
Thréonine 
Tryp tophanne 
Tyrosine 
Va l i n e  

T o t a l  

P 

R é s u l t a t s  de 
PARY33R e t  BEARN 

1962 

- 

90 O00 

---- 
82 
62 
2 8 
19 
60 
5 9 
40 
5 1 
15 
60 
10 
2 8 
3 6 
4 2 
3 2 

8 
26 
4 7 

705 

R e s u l t a t s  de 
BEZKOROVi*INY, 

RAFELSOPT e t  
1963 

------ 

92 O00 

--Pd------ 

00 
6 2 
25 
2 1 
60 
58 
2 3 
5 4 
14 
57 
2 4 
30 
35 
3 9 
2 5 
2 2 
18 
46 

6 94 
- 

R é s u l t a t s  dc 
. HESIMBURGER c t  

c o l l . , c o l l . ,  1964 

-----p.- 

90 000 

---- 
G 9 
7 1 
3 0 
2 2 
6 8 
6 3 
44 
5 4 
17 
G 6 

9 
3 1 
35 
44 
32 
10 
25 
48 

827 

-- ---- 

R é s u l t a t s  de 
- ROOP e t  PUTIdi4&f 1962 

----- ----- - -. - -- - 

90 O00 90 000 76 O00 

-- ---------- 
91,O 77 
6 6 , l  7 3 6 2 
3 0 , l  2 4 20 
21,5 2 O 17 
67,5 64 54 
65,7 65 5 5 
39,6 30 26 
58,O 5 7 48 
16,8 
69,U 

9,4 
33,2 
38,8 
42,9 
33,5 - 
2 9 , l  
48,7 

762 

F 

18 
6 9 

6 
3 4 
4 3 
5 O 
35 

7 
3 1 
48 

15 
5 8 

5 
2 9 
3 6 
42 
30 

5 ou 6 
26 
4 1 

765 1 646 
-I_- -- -___________ - 4 



de mobilite. On connaît actuellement 18 variants génétiques de la transferrine, 

Ces variants possèdent les caractères identiques suivants : 

1 - Taux de fixation du fer (ALLISON) (54) 
2 - Réactions imunologiques (ALLISON) (54 bis) (PBRKER et B-) (55) 

3 - Teneur en acide sialiquc 
4 - Constante de sédimentation (PARKER et BEARN) (56) 
Toutefois, on observe des différences dans la composition et 

dans la structure des fractions proteiques par l'application de l'blectro- 

chromatographie aux hydrolysats protéasiques. Ces variants se différencie- 

raient donc par certains de leurs enchaînements peptidiques. 

II - STRUCTURE DE LA TRANSFERRINE HUMAINE 

Les résultats dont on dispose actuellement sont encore très 

fragmentaires et seul, le problème de la modalité de la liaison glycanne- 

protide peut être consid6ré comme définitivement résolu. 

A - STRUCTURE DE LA PROTEINE 
Les recherches se limitent actuellement aux résultats suivants : 

1 - NATURE DES MIDES AkIINES N-TERMIMAUX 

Un seul acide aminé N-terniinal, la valine, a été identifié par 

de nombreux auteurs : GOLLNER en 1955 (57) ; PUTNAM en 1955 (58) ; I.IONTREUIL, 

BISERTE, MLTLLET, SPIK et LEROY (59) ; BE~LRN et PARiü3R en 1966 (60) ; JEPPSSON 

en 1967 (61) ; SPIK (62). 

La présence d'un seul résidu acide aminé N-terminal a longtemps 

fait penser que la protéine était constituée par une seule chafne polypepti- 

dique. Cette manière de voir avait trouvd une confirmation dans les travaux 

de PARKER, CRESTFIELD et BEARN en 1963 (63) ainsi que dans ceux de GREEN 

et FEENEY (64) et plus récemment de BEZICOROVAINY (65) qui n'ont pas mis en 

évidence de sous-unités par r6duction et alkylation des ponts disulf~res. 

Cependant, EPPSSON (66) affirme que la rupture des ponts disulfurea entrafne 

l'apparition de deux chatnes de masse molQculaire de 39 000 et 40 000. En 

outre, sur la carte peptidique de l'hydrolysat trypsique de l'une de ces ' " 

,-J 

deux sous-unités existe un peptide qui ne se r6vèle pas à la ninhydrine maiS - 
seulement avec le réactif de RYDON et SMITH. 

L'auteur conclut qu'il existe donc, outre la valine, un autre 

amino-acide N-terminal dont la fonction NH est bloquée. 2 



2 - NATURE DES ACIDES AMINES C-TERMINAUX 
SPIK (67) et SPIK, MONSIGNY et MONTREUIL (68) ont identifié la 

proline et le glycocolle ainsi que des traces de sérine comme acides aminés 

C-terminaux. Nous avons nous-mêmes retrouvé et étendu ces résultats en 

identifiant, en plus, une cystine corne résidu C-terminal. Ce résultat sera 

discutb dans la partie réservée aux travaux personnels. 

B - STRUCTURE DE LA FPUICTION GLYCANNIQUE 
Les seules informations, trhs fragmentaires, que l'on poss2de 

actuellement sur la structure de la fraction glycannique de la transferrine 

sont les suivantes : 

1 - La trans ferrine contient deux groupements glycanniques (JAE4IESON en 
1964 (69); SPIK, MONSIGNY et MONTREUIL en 1965 (70) ; SPIK (71). La compo- 

sition en oses des 2 groupements glycanniques semble être identique pour 

SPIK (72). Au contraire, ils seraient différents pour CHEN et SUTTON (73). 

2 - L'hydrolyse partielle des glycannes fournit les enchaTnements suivants : 
N-acétyl-lactosamine, deux mannobioses isomères, un mannobiose, comme dans 

de nombreuses autres glycoprotéines (PIONTREUIL, SPIK et CHOÇSON en 1962 

(74) ; MONTREUIL, N)m-CHOSSON et SPIK en 1965 (75) ; SPIK (76) ; SPIK et 

MONTREUIL (77)). 

3 - L'acide sialique se trouve en position externe (MONTREUIL, SPIK et 
CHOSSON en 1962 (78) ; JAMIESON en 1964 (73) ; ROBINSON et PIERCE en 1964 

(80) ; MONTREUIL, ADAM-CHOSSON et SPIIC en 1967 (81) ; SPIK (82) et SPIK 

et MONTREUIL (83). L'élimination de l'acide N-acétylneuraminique s'accompa- 

gne de modifications profondes de la mobilité électrophorétique qui ont été 

étudiées par POULIK (84) dès 1959-1961, par PARKER et BEARN en 1961 (85) et 

par BLUMBERG et WARREN en 1961 (86). Ces auteurs ont montré, en faisant 

varier la concentration en enzyme qu'on pouvait obtenir jusqulà 5 bandes en 

électrophor2se en gel d'amidon qui correspondent B des transferrines conte- 

nant 0,1,2,3 ou 4 résidus d'acide N-acétylneuraminique. 

4 - L'action successive de la neuraminidase, puis de la galactose-oxydase 
montre que l'acide sialique est conjugu6 à des résidus de galactose 

(ROBINSON et PIERCE) ($71, résultats également obtenus par SPIK (88) et 

par SPIK et BOUQUELET (communication personnelle) qui ont précisé que 3 

résidus de galactose étaient liés à l'acide N-acétylneuraminique. 



C - MODALITES DE L'ATTACHE GLYCANNE-PROTIDE 
SPIK (89) et SPIK, MONSIGNY et MONTREUIL (90) ont démontré sans 

ambiguité que les deux glycannes étaient conjuguGs, dans la transferrine, 

par une liaison de type N-(  -aspartyl)-N-ac~tylglucosaminylaminc. Ce mode 

d'attache avait étb posé en hypothèse, mais non démontré par JAMIESOM (91) 

en 1964 et en 1965. Cet auteur a confirm6 ces résultats en 1967 (92) en 

isolant par dégradation récurrente de SMITH d'un glycopeptidc de la érans- 

ferrine le chatnon "nsyaraginyl-N-ac6tylglucosamine". 

D - ETUDE DES GLYCOPEPTIDES ISOLES DE L'Mo-ASIALOTRANSFERRINE 
SPIK (93) et SPIK, MONSIGHY et MONTREUIL ( 94 )  ont établi la 

nature exacte de l'attache glycanne-protide en isolant des hydrolysats 

pronasiques de l'apo-asialotransferrine par chromatographie de gel filtra- 

tion et électrophorèse préparative 2 fractions glycopeptidiques de masse 

moléculaire 2 800 : glycopeptide 1 et glycopeptide II, identiques par leur 

composition en oses mais diff6rents par leur composition en acides aminés. 

Des fractions glycopeptidiques smblables avaient été également obtenues par 

JAMIESON, par chromatographie sur DEAE-cellulose (95) 

Les compositions molaires en glucosamine et acides aminés ainsi 

que les compositions centdsimales en oses de chacun de ces glycopeptides 

sont précisées dans les Tableôux VI (p.15) et VI1 (p.15). Les proportions 

molaires galactose : nannose étant de ltl dans chacun des glycopeptides. 

L'application des procédés classiques de dgtermination des séquences pepti- 

diques a permis aux auteurs de démontrer que la fraction glycannique etait 

attachée dans le glycopeptide 1 à un reste séryl-aspartique et dans le gly- 

copeptide II à un reste aspartyl-lysine. 

L'ensemble de ces résultats leur a permis de préciser la struc- 

ture des glycopeptides 1 et II (voir Fig. 1 ; p. 16) sans qu'il leur soit pos- 

sible d'affirmer avec certitude avoir obtenu les deux groupements polysaccha- 

ridiques de la transferrine. En effet, les fractions pouvaient provenir 

du même enchatnement peptidique Ser-Asn-Lys par hydrolyse de la liaison 
rou 

séryl-asparaginerde la liaison asparaginyl-lysine. Or l'obtention à l'état 

pur des groupements polysaccharidiqueç est une nécessité si on désire effec- 

tuer leur structure détaillée. Nous nous sommes donc attache, la composition 

en oses semblant ne pas le permettre, à séparer les chafnes glycanniques en 

jouant sur des variations de séquence des acides aminés au voisinage du 

point d'attache ose-acide aminé. Pour cela nous devions utiliser un procédé 

de rupture enzymatique des chafnes peptidiques ayant une spécificité 



Tableau V I  

composition mola i re  en glucosamine e t  en  acides amines 
des glycopcpt ides  1 e t  II provenant de l 'hydro lyse  pro- 
nasique dc l a  t r a n s f e r r i n c  (d ' ap rè s  SPIK) (96). 

Tableau V I 1  

Composition centésimale en oscs  des glycopept ides  1 e t  
II (d ' ap rè s  SPIK) (~omrnunicntion ~ e r s o n n e l l e )  . 

Glycopcptide II 

8 

2 ,O4 

O 

1,88 

i 

i t 

! Glycopcptidc 1 

G l u c o s m i n e  

Acide a spa r t i que  

S ér i i le 

Lysine 

G 

1,64 à 2,24 

1,50 B 2 

O 

Glycopcptide II 

50,4 

26,46  

1,90 

i Glycopcptide 1 
1 

i 
Oses "ncutrcs" 

Osamines 

Oses "neut rcs f l  
Osamincs 

44,7 

24,3 

1,83 



G lycanne 
4,r 

/ Glycopeptide 1 l 1 Glycopeptide II 1 

Figure  1 

Schéiic dc  s t r u c t u r e  des g lycopcpt ides  I e t  II obtenus 
à p a r t i r  d 'hydro lysa t  pronasiquc de l ' apo -a s i a lo t r ans -  
f e r r i n e  par SPIK ( 9 7 )  e t  p a r  Ç P I X ,  MONSIGNY e t  FIONTREUIL 
( 9 5 ) .  



très étroite et conduisant à des chaînes pcptidiques relativement courtes. 

C'est pour ccs raisons que notre choix s'est Éix6 sur la trypsine. 





1 
ISOLEIUNT DES GLYCOPEPTIDES / 

l 

L ' u t i l i s a t i o n  de l a  t r y p s i i ~ c  co~xnc agent  de c o u p u ~ e  dc chafncs 

pep t i a iques  pour i s o l e r  l e s  c h a h e s  gi-jcunniqucs S C  j u s t i f i e  pour de non- 

breuses  r a i sons .  

Tout d 'nbord,  nous d6s i r i ons  o b t e n i r  des  glycopcpt idcs  ne  

r i s q u a n t  pas  de dCrivcr  l e s  uns des a u t r e s  à cause de rup tu re s  secondnircs .  

G r  l n  t r y p s i n e  e s t  1-'enzyme pro t6olyc ique  l e  p l u s  s p é c i f i q u e  p u i s q u l i l  

coupe exc lus ivenent  c t  totalement  l e s  l i a i s o n s  a r g i n y l  e t  l y s y l  ( l e s  

s o u i l l u r e s  chymotripsiqucs é t a n t  é l in inCcs  pa r  un i n h i b i t e u r ) .  D 'au t rc  p a r t ,  

dans l e  but  de d é t c r n i n e r  12 s6quence des anino-acides  au vo is inage  du p o i n t  

d ' a t t a c h e ,  il 6 t a i t  i n t é r e s s a n t  d ' o b t e n i r  dcs composés poss6dent une chaîne 

pep t id ique  r e l a t i v c n c n t  cou r t e .  Comc 13 t r ~ n s f c r r i n e  c o n t i e n t  envirori 80 

r é s i d u s  d ' a r g i n i n e  c t  de l y s i n e ,  l e  choix d c  l a  t r y p s i n e  s e  j u s t i f i a i t  par-  

f a i t emen t .  Enfin,  12 t r y p s i n c  2 unc grande souplesse  d ' u t i l i s a t i o n  c a r  on 

peut  faci lement  rSdu i r c  ou augmenter l e s  p o i n t s  de r u p t u r e s  s p f c i f i q ü c s  des  

cha înes  pept id iques .  En e f f e t ,  l ' a c t i o n  dc l'enzyme peut  ê t r c  l i m i t f e  aux 

s e u l e s  l i a i s o n s  a r g i n ÿ l  en "d6naturant" l e s  r 6 s i d u s  de l y s y l  par  s u b s t i t u -  

t i o n  de l a  f anc t ion  t?-aminée ou aux seu l c s  l i n i s o n s  l y s y l  en subst i tucint  

13 fonc t ion  guanidyle .  Au c o n t r a i r e ,  l ' n c ~ i o n  de l'enzyme peu t  ê t r e  6tenduc 

aux l i a i s o n s  cys tCinyl  par  m i n o é t h y l a ~ i o n  de 13 cys t6 ine .  C ' c s t  pourquoi 

nous avons c h o i s i  cl 'hydrolyser 1' a p o t r a n s f e r r i n e  par  l a  t r y p s i n e .  Nous 

avons e n s u i t e  f rûc t ionn6  l e s  hyd ro lysa t s  par  d i f f é r e n t s  procCdCs, notamment 

pa r  chromatographie de g e l  f i l t r a t i o n  c t  ds6change d ' i o n s .  Enf in ,  nous nous 

sommes a t t a c h 6  à démontrer que l e s  glycopcpt ides  a i n s i  i s o l f s  proven?.ient 

de s i t e s  d i f f f r e n t s  de 13 cha2ne pcpt id ique .  

1 - PGTERIEL E T  :JETHODES -- - - - 
b - KITERIEL 

1 - Nous u t i l i s o n s  1' a p o t r a n s f c r r i n c  fou rn i e  pa r  l a  f i rme EEtIP.ING\iERIE. Les  

p r épa ra t i ons  donnent un a r c  unique de p r k i p i t a t i o n  en immuno-électrophorèse 

e t  une s e u l e  bsnde en 6 lec t rophorèse  s u r  d i f f é r e n t s  suppor t s ,  sauf en g e l  

d'amidon où, en p l u s  d'une bande mnjeurc, il a p p a r a î t  p l u s i e u r s  banclcs 

mincures q u i  corrcspondent vra i sembl~ .b lc~xent  à des v a r i a n t s  gén6tiqucs 

(vo i r  p. 9 1. Enf in ,  e l l e  c s t  hor.iogènc cn u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  (SPIR) ( 99 ) .  
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2 - La trypsine utilisée est traitée par le D.C.C. (chlorure de diph6nyl 

carbamyle) afin d'inhiber la chymotrypsine qui souille généralement les pré- 

parations. Elle est fournie par la firme SERAVAC qui indique que son activité 

chymotrypçique ne dépasse pas 0,5 p.100. 

B - HYDROLYSE TRYPSIQUE 

1 - Le procédé que nous avons appliqué dérive de la méthode de HIRS, 1400RE 
et STEIN (100). 

L'hydrolyse est effectuée à 37OC au pH-stat pendant 8 heures. A 

une solution aqueuse d'apotransferrinc à 2 g p.100 ml, ajustéc à pH C,5 par 

de l'ammoniaque diluée, on ajoute, en 2 fois à 4 heures d'intervalles, une 
1 quantité de trypsine dans un rapport enzyme-substrat de - La quantité 
50 ' 

nécessaire de trypsine est diluée dans une solution centimolaire d'acétate 

de calcium et maintenue pendant au moins une demi-heure à la temp6rature du 

Laboratoire avant d'être utilisée.0n active, de cette manière, la trypsine 

et on détruit, en outre, la chymotrypsine éventuellement présente. L'hydro- 

lysat ainsi obtenu est congelé et lyophilisé après arrêt de la réaction par 

abaissement du pH à 6 par addition de quelques gouttes d'acide ac6tique. 

2 - CONTROLE DE L'HYDROLYSE TRYPSIQUE PAR ELECTROCHROMATOGRAPHIE 
Nous avons systhatiquemcnt v6rifi.é qie les hydrolyses étaient 

satisfaisantes, en appliquant la méthode d'électrochromatographie bidimen- 

sionnelle des pcptidcs et des anino-acidcs de BISERTE et coll. (101). Le 

mode opératoire est le suivant : 

Des volumes d'hydrolysat trypçique correspondant à 1 mg de 

protéide sont.déposés en plusieurs additions de 100 pl sur des feuilles de 

papier Whatmann n03 et soumis à une 6lcctrochromatographie bidimensionnelle 

effectuée dans les conditions suivantes : 

- Electrophorèse dans le tampon pyridine/acide ac6tique/eau 
(3: 10:387) dc pH 3,9, sous une tension de 10 V/cm, pendant 18 heures. Après 

séchage, les électrophorégrammes sont sounis à la chromatographie, dans la 

seconde dimension ; 

- Chromatographie descendzntc dans le système-solvant n-butanol/ 
acide acétique/eau (4:1:5) pendant 18 hcures. 

Après séchage, les électrochromatogrammes sont soumis à l'un des 

procédés de révélations suivants : 

a - Rév6lation des protides par la ninhydrine 
Le réactif (solution à 1 g de ninhydrine dans 94 nl d'acétone et 

6 ml d'acide acétique) est finement pulvérisé sur les feuilles qui sont 



ensuite maintenues à 100°C pendant 5 à 15 minutes. L'emplacement des composés 

aminés est marqué par l'apparition de taches rouge-violacé. 

Nota : Cette coloration est instable et, pour conserver les chromatogranmes - 
ou les électrophorégrammes, on pulvérise le réactif de K A \ J m U  (102) obtenu 

en mélangeant 1 ni1 de solution aqueuse snturce de nitrate cuivrique, 0,2 ml 

d'acide nitrique à 10 p.100 dans l'eau et 500 ml d'éthanol absolu. Lcs taches 

rouge-violacé virent au rouge brique par formation d'oxyde cuivreux inalté- 

rable. 

b - Révélation des liaisons peptidiques 
La r6vélation des liaisons peptidiques est effectuée suivant la . 

technique de RYDON et SklïTH ( 103). 

Le chromatogramme ou l'électrophorégramme est placé pendant 2 

heures dans une atmosphère saturée en chlore (obtenue en faisant réagir de 

l'acide chlorhydriqne sur du permanganate de potassium). Après une vcntila- 

tion de 2 heures dans un courant d'air frais, le papier est imprégné par 

pulvérisation d'une solution obtenue en mélangeant extemporanchent 2t volumes 

égaux, une solution aqueuse d'iodure de potassium à 1 g p.100 ml et une 

solution aqueuse de thiodhe. L'emplacement des composés contenant des liai- 

sons peptidiques se révèle par la fornation de taches brunes sur un fond 

blanc. Ces taches sont fugaces et il convient de les délimiter très rapidement. 

c - Révélation des glycannes par le réactif à l'acide 

periodique-benzidine 

Les fractions glycanniques, après chromatographie ou électrophorèse, 

sont révélées selon le procedé de MOITI'GOI4ERY et WU (104). Le papier est 

trempé rapidement dans une solution acétonique d'acide periodique frakhement 

préparée (acide periodique 0,l  acétone) (1:19). Après 5 minutes exactement 

de séchage à la température de la pièce, le papier est trempé dans une solution 

préparée extemporanément de benzidine dans l'acétone (0,15 g p.100 ml). L'em- 

placement des glycanncs est révélé par l'apparition de taches blanches sur 

un fond unifornément bleu. 

C - FRACTIONNEMENT DE L'HYDROLYSAT TRYPSIQUI-. 
Les fractionnements des hydrolysats trypsiques de la transferrine 

ont été effectuasen appliquant successivcmcnt les procédés suivants : 

1 - Chromatographie de tamisage moléculaire sur gcl de Sephadex ; 
2 - Chromatographie d'échanges d'ions ; 
3 - Chromatographie ou électrophorèse préparative sur papier. 



1 - CHROMATOGRAPHIE DE GEL FILTRATION 

La poudre de Sephadex G-50 ("medium") e s t  mise à gonf l e r  pendant 

24 heures  dans une t r è s  grande q u a n t i t e  d 'eau.  Le g e l  obtenu e s t  i n t i o d u i t ,  

sous l a  forr;ic d 'une b o u i l l i e  épa isse ,  dans une colonne de v e r r e  (3  x  120 cm) 

t r è s  propre.  La " s t a b i l i s a t i o n "  de l a  colonne de Sephadex e s t  r f a l i s c c  pa r  

l e  passage d'une d i zn ine  de l i t r e s  d func  s o l u t i o n  tampon d 1 a c 6 t a t c  c l l m o -  

nium 0 , l  M de pH 7 (d6bi t  : 120 n l / h ) .  

Une t e l l e  colonne permet de chromatographier des quan t i t 6 s  de 

500 mg d 'hydro lysa t  t ryps iquc .  Ceux-ci, d i ssous  dans 10 m l  dc tampon, son t  

i n t r o d u i t s  au sommet de l a  colonne avec unc p i p e t t e  à bout recourbé apres  

avoir  é l iminb l ' e x c è s  de tampon surmontant l c  g e l .  Dès que l f h y d r o l y s a t  a  

entièrenient pGnétr6 dans l e  g e l ,  on a j o u t e  du tampon. Des f r a c t i o n s  dc 5 in1 

sont  r e c u e u i l l i e s  au c o l l e c t e u r  de f r a c t i o n s  (déb i t  de 60 ml / l~eu re ) .  Le  repé- 

rage  des glycopept ides  dans l ' e f f l u e n t  c s t  c f f c c t u é  par  l a  méLhode au phénol 

su l fu r ique  de DUBOIS e t  c ~ l l .  (105) qu i  e s t  spéc i f ique  des g luc ides .  L e s  

f r a c t i o n s  qu i  donnent unc r é a c t i o n  p o s i t i v e  s o n t  rassembl6es,  c3ncentrées  à 

quelques m i l l i l i t r e s  e t  addi t ionnées dc 13 volumes d 'é thanol  absolu.  Le  pré- 

c i p i t é  de glycopcpt i2c e s t  r e c u e i l l i  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  e t  d i ssous  dans unc 

f a i b l e  q u a n t i t e  d 'eau  d i s t i l l é e .  La s o l u t i o n  e s t  e n s u i t e  sounioc à l a  chro- 

matographie d'échange d ' i ons .  

Unc chror~a togrcphie  su r  r 6 s i n e s  hchangeuses d ' i o n s  du type 

Dowex 50 x  2  ( fo rnc  ac ide  ; "mesh" 200-400) pcrmet de f r ac t ionne r  l e s  glyco- 

pept ides .  La r 6 s i n e  e s t  préalablcment l a v f e  e t  a c t i v é e  pu i s  r6gCnérCe en 

colonnc pa r  l e  passage de 500 m l  d ' ac idc  chlorhydrique 1 N pour 100 m l  c?e 

r e s i n e ,  e t  r i n c é e  à l f e n c  d i s t i l l é e  jusqu15 ce  que l ' e f f l u e n t  deviennc 

neut re .  

La r 6 s i n c  a i n s i  prCparée e s t  i n t r o d u i t e  dans une colonne d e  

v e r r e  ( 1 x 80 cm) e t  " s t a b i l i s é e "  pa r  l c  passage d'eau d i s t i l l é e .  Une colonne 

a i n s i  préparce permet de f r ac t ionne r  100 à 200 mg de glycopept idcs .  

L ' é l u t i o n  e s t  r e a l i s é e  par  l e  passage de 300 m l  d 'eau J i s t i l l C e ,  

p u i s ,  à pH cons tan t  (PH 3 ) ,  par  un g rad ien t  de concent ra t ion  en formia tc  dc 

py r id ine  de 0 , 2  M à 4 M formé à l ' a i d e  d'un système de dcux r f s c r v o i r s  cy l in -  

dr iques contenant ,  l e  premier : 8 m l  de py r id ine ,  12,5 m l  d ' a c ide  fo in ique  

e t  479,5 m l  d 'eau c l i s t i l l é e  e t ,  l e  second : 160 m l  de pyr id inc ,  250 m l  

d ' ac ide  formique e t  90 m l  d 'eau d i s t i l l C e .  

Le d é b i t  d ' é l u t i o n  e s t  de 25 mllheure.  Les f r a c t i o n s  de 5 nl 

sont  r e c u e i l l i e s  à l ' a i d e  d'un c o l l e c t e u r  d e  f r a c t i o n s .  Les f r a c t i o n s  



glycopeptidiques , repérées par l a  méthode au phénol sulfurique, son5 rassemblées, 

concentrées à quelques mi l l i l i t r e s  sous pression r 'duite e t  l e s  glycopeptides 

sont précipités par l 'addit ion de 10 volumes dléthanol absolu. 

La pureté des fractions obtenues e s t  contrôlée par électro$horèse 

sur papier Whatman nQ 3, SOUS une tension de 10  cm dans l e s  systèmes-tampons 

suivants : 

pH 1 ,5 : acide formique/acide acétiqueleau (5: 1 5:80) 

pH 2,4 : acide acétique/eau ( 6 :  94) 

pH 3,9 : pyridine/acide acétique/eau ( 3: 1 0 : 387) 

3 - CHROMA'POGRAPHIE ET ELECTROPHORESE PR3PARATNES SUR PAPIER 

Les fractions obtenues peuvent ê t r e  soumises à une dernière 

purification par électrophorèse effectuée dans un des systèmes c i t é s  ou par 

chromatographie prépara t ive descendan te, sur  papier MACHEREY-NAGEL 281 dépourvu 

d' acides aminés, avec l e  système-solvant de PARTRIDGE (1 06) n-butanol/acide 

acé tique/eau (4: 1 : 5). 

D - RUPTURF: DES PONTS DISULFURES PAR OXYDATION PERFORMIQUE 

Nous u t i l i sons  l e  procédé préconisé par BIRS (1 07). L1 acide 

performique es t  préparé en ajoutant à 9,5 m l  d'acide fornique pur, 0,5 m l  

d'eau oxygénée à 110 volumes e t  en abandonnant l e  mélange pendant 2 heures à 

l a  température du Laboratoire. 

D'autre part,  20 m g  de protéine ou de glycopeptide sont dissous 

dans 1 m l  d'acide formique pur additionné de 0,3 m l  de méthanol absolu pour 

évi ter  la congélation. 

Les solutions sont refroidies séparément à - lOQC e t  mélangées 

volume à volume. Après 2,5 heures de réaction à - IOOC, l a  solution e s t  

diluée avec 10 volumes d' eau d i s t i l l é e  e t  lyophilisée. 

E - COMPOSITION EN ACIDES AMINES 

Les constituants aminés des protides sont dosés dans l e s  

hydrolysats acides par chromatographie automatique à l'Auto-analyseur TECHNICON 

selon l e  procédé de PIEZ e t  MORRIS (109). 

L'hydrolyse e s t  effectuée en tubes scel lés  sous-vide, par de 

l 'acide chlorhydrique 5,6 N, pendant 24, 48 e t  72 heures, à 105OC, 



8 ,  3 ,. 
Les hydrolysats sont ensuite  dosés à l'Auto-analyseur TEHNICOG 8!..r.q: 

. -. 

suivant l e  principe général de MOORE e t  STEIN (1 09), adapté par MONSIGHY (1 10) 

à l 'analyse des const i tuants  des glycoprotides e t ,  en par t icu l ie r ,  des osamines. 

Ire tryptophanne e s t  recherché systématiquement dans l e s  g lycopep 

t ides  en effectuant  l e  syect re  U.V. e t  par  l a  réaction d'Ehrlich au para- 

diméthylaminobenzaldéhyde . 

F - COMPOSITION EN GLUCIDES 

a - Dosage des oses neutres 

Les oses neutres sont  dosés par l a  méthode colorimétrique à l l o r c i n o l  

sulfurique de TILLMANS e t  PHILIPPI ( 1  9 1 ), modifiée par RIMINGTON (1 1 2). Les 

"témoins internes" sont des solut ions t i t r é e s  de galactose + mannose, en 

proportions égales. 

b - Dosage des osaaines 

Les tsamines sont  dosées par  la méthode colorimétrique dtELSON 

e t  MORGAFI (1 13), modifiée par BEïCHER e t  co l l .  (1 14) (après avoi r  é t é  l ibéréas  

par une hydrolyse effectuée à 100QC, en tube s c e l l é  sous vide, avec de l ' a c i d e  

chlorhydrique 4 N, pendant 4 heures ) e t  par  chromatographie à 1 lAuto-analyseur $ "  

TECKNICON suivant  l e  procédé préconisé par  MONSIGNY (1 1 5 ) .  

c - Dosage des acides s i a l iques  

L'acide N-acétylneuraminique e s t  dosé par l a  méthode à la  

diphénylamine de WERNER e t  ODIN (1 1 6). 

2 - COmSITION MOLAIRE 

Les oses neutres sont dosés par chromatographie s u r  papier (MONTRE[TIL, 

D l J l U B N I L ,  SPIK e t  MONSIGNY) (1 1 7). Les glycopeptides sont d1 abord hydrolysés 

par 1' acide chlorhydrique 1 , 5  N,  pendant 1 ,5 heure, à 1 00% e t  l e s  hydrolysats 

sont  purif iés  par  passage s u r  échangeurs de cat ions (~owex 50 ; forme acide ; 

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

bs  solutions ef f luentes  neutres  sont évaporées à s i c c i t é  e t  l e  rés idu  e s t  

r ep r i s  par 0,2 à 0,5 m l  d ' eau d i s t i l l é e  e t  soumises à 1 ' analyse par  chromstographie 

s u r  papier. 



Les oses neutres sont  a lo r s  dosés par l e  procédé de DATE (1 18) 

modifié ; l e s  taches d'oses neutres,  révélées par un r é a c t i f  au c i t r a t e  

d 'an i l ine ,  sont  t r a i t é e s  pendant 2 heures par une solut ion d'éthanol chlorhy- 

drique e t  llabsorbance des solut ions e s t  inesurée à 390 nm par rapport à des 

témoins in ternes  contenant des quanti tés  connues dl oses. (vo i r  l a  revue 

générale de NONTREUIL e t  SPIK) (1 1 9). 

II - RESULTATS 

A - ISOLEMENT DES GLYCOPEPTIDES A PARTIR DES HYDROLYSATS TRYPSIQUES DE 

LIAPOTRANSFERRINE 

LI élec  trochroma tographie bidimensior#d& de 1 ' hydrolysat trypsique 

indique qul il ne re s t e  pratiquement aucun ltnoyautl enzymatico-résis t an t  malgré 

un temps d hydrolyse relativement court  ( a f in  d ' é v i t e r  toute rupture secondaire). 

D'autre par t ,  l a  révélation par l ' a c i d e  periodique benzidine montre l a  

présence de deux f rac t ions  &lycopeptidiques. 

1 - Pur i f ica t ion  par chromatographie su r  g e l  de Séphadex G 5 0  

Le tamisage moléculaire sur  une colonne de Séphadex 6-50 fourni t ,  

une seule  f r ac t ion  glycopeptidique éluée immédiatement après l e  noyau 

enzymatico-résistant e t  l a  trypsine. Après concentration, l e s  "glycopeptides 

totauxt1 sont préc ip i tés  par l 'é thanol .  Le rendement e s t  de 100 m g  environ 

pour 1 g de t ransferr ine.  Dans un second temps, l e s  tlglycopeptides totaux" 

sont soumis à l a  chromatographie s u r  échangeurs d'ions. 

2 - Chromatographie sur résine échanmuses d'ions 

La f rac t ion  glycopeptidique e s t  dissoute dans l a  quanti té  d'eau 

d i s t i l l é e  nécessaire pour obtenir  une solut ion à 5 p. 100, e t  chromatographiée 

s u r  résine échangeuse de cat ions faiblement ré t icu lée  (~owex 50 x 2 ; t'mesh" 

200-400) . 
L1élution à l ' e au  fourn i t  deux f rac t ions  glycopeptidiques, 

glycopeptide A e t  glycopeptide B. Ceux-ci sont récupérés e t  lyophilisés.  

L1élution par un gradient forn ia te  de pyridine fourni t  une au t re  f rac t ion  

glycopeptidique correspondant au glycopeptide C qui e s t  récupéré par 

préc ip i ta t ion  éthanolique . 



3 - &nclusions 

Nous avons rassemblé dans l a  Figure 2 (p,27) l e s  d i f f é r enhs  

étapes du fractionnement que nous avons appliqué. Le bilan pondéral e s t  l e  

suivant : à  parti^ de 103 mg de "glycopeptides totaux" (correspondant à 1 g 

de transferrine) , nous obtenons, en noyenne : 

Glycopeptide A 3 %  

Glycopeptide B 19 mg 

Glycopeptide C 30 mg 

s o i t  un rendement de 50 p. 100. 

B - PROPRIETES ELECTFtOPHOIIETIQUES ET CO~SITION DES GLYCOPEPTDES 

Chacune de ces fractions a é té  soumise aux différents essais 

permettant d'en déterminer l'homogénéité. Sa composition chimique a ensuite 

é té  précisée. 

I - Etudtt du alycopeptide A. L'électrophorèse sur papier effectuée dans des 

tampons de pH 1,5, 2,4 e t  3,9 révèle l a  présence de nombreux constituants 

peptidiques e t  glycopeptidiques. 

Les fa ibles  quan t i t h  que nous avons isolées ne nous ont pas permis, 

jusqu'à présent, d'effectuer une étude poussée de ce t te  fraction. 

2 - Etude du glycopeptide_8. Le glycopeptide B soumis à 1' électrophorèse sur 

papier dans l e s  tampons de pII 1,5 - 1,4 e t  3,9 se révhle homogène t il donne, 

en effe t ,  une seule tachs après révélation par l e  réactif  à l a  ninhydrine e8 

par l e  réact i f  à l 'acide periodique benzidine. 

a - Composition en acides aminés. La composition en acides aminés, pour une 

masse moléculaire de J 200 e s t  précisée dans l e  Tableau V I 1 1  (p. 28). 

On vo i t  que l e s  acides aminés sont entre eux dans des rapports 

simples, ce qui peut ê t re  considéré comme une preuve supplémentaire de 

l'homogénéité du glycopeptide. En outre, la présence de deux résidus de 

cystéine permet d'envisager l 'existence d'un pont disulfure. Ekfin, il 

convient de noter l'absence de lysine e t  d'arginine, ce qui, en tenant compte 

de l a  spécif ic i té  de l a  trypsine e s t  en faveur d'une provenance C-terminale 

du glycopeptide B par rapport à l a  t rmsferr ine  native, 
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Figure 2 

Schéma de fractionnement des g i y ~ ~ p e p t i d e s  présents 
dans l e s  hydrolysata trypsiques de l a  transferrine. 



Tableau VI11 

Composition rnoiûire des glycopcpt ides  B e t  C 

(a) Galactose e t  mannose (1: 1 )  

Glycopeptide C 

5 

4 

2 

4 

1,1 

1 9 3  

1 

1 ,6  

0, 6 

1. 

1 , 4  

1,3 

0, 4 
1 

2 

Oses n e u t r e s  (3) 

N-acétylglucosmine 

Acide N-acétylneuraminique 

Acide a spa r t i que  

Thréonine 

S é r i n e  

Acide glutamique 

Glycocolle 

Alanine 

Va 1 ine  

~ y s  t e i n c  

Leucine 

Tyros i n e  

Phénylalanine 

Lysine 

i 

Glycopeptide B 

5 

4 

2 

3 

1 

2 

- 
2 , 1  
- 
0,9 

2 , 1  

1,1 
- 

291 
- 



b - Composition en oses 

COMPOSITION CENTESDULE (*). La composition en oses est donnée par le 

Tableau IX (p.30). Cette composition correspond à celle de la transferrine, 

en tenant compte des masses moléculaires. 

COMPOSITION MOLAIRX. La composition mclaire en osés est donnée par le 

%bleau~111(~. 28 ). Elle correspond sensiblement au rapport molaire de la 

tramferrine native. 

3 - Etude du glycopeptide C. Le glycopeptide C, soumis à l'électrophorèse sur 

papier dans les différents tampons, est hétérogène. 

En utilisant le tampon de pH 2,4, 7 taches correspondant à des 

glycopeptides apparaissent ( ~ i ~ .  3 ; p. 31 ). Il existe, en outre, une tache 

uniquement révélée par la méthode à l'acide periodique benzidine et que nous 

avons identifiée à de l'acide sialique libre. 

a - Composition en acides aminés 
La composition en ncides aminés de la fraction C est décrite 

dans le Tableau VI11 (p. 28). 

L'hétérogénéité de cette fraction, se confirme à l'analyse de ce 

tableau car les nombres de résidus d'acides aminés ne sont pas, entre eux, 

dans des rapports simples. On note, en ~utre, 

1 - la présence de lysine ; 
2 - la présence de cystéine qui correspond vraisemblable- 

ment à l'existence d'un pont disulfure dans le glycopeptide. 

b - Composition en oses. La composition centésimale en oses du glycopeptide 
C est précisée dans le Tableau IX (p.30 ). Sa cqmpcsition molaire en oses 

"neutrestt est identique à celle de la transferrine native (~zibleau VI11 ; pz8 ) . 

(*) Nous remercions vivement Mlle R. VANDERSYPPE et M. L. BERTHIAUX pcur 

leur pr6cieuse collaboration technique. 



Tableau I X  

Composition centbsimalc en g luc ides  , 

des glycopept ides  B e t  C 

Oses neu t r e s  

Glucosmine  

Acide N-acétylneuraminiqui 

Glycopep t i d e  B Glycopep t i d c  C 



Figure 3 

Electrophor&se P pH 2,4  (papier Whitman W3 HH ; 8  cm ; 15 hl  

de la fraction glycopeptidique C.  acide N-acatyl-neuraminique 

est utilise connue t b o i n  latéral, 



4 - Conclusions 
Si le glycopeptide B est suffisamment homogène pour que l'étude 

de sa structure puisse être effectuée, il n'en est pas de même de la 

"fraction glycopeptidique Cu. Nous nous sommes donc attaché à purifier cette 

fraction. 

C - PURIFICATIOIT DU GLYCOPEPTIDE C . 
.-- 

1 - Elec trophorèse préparative-sur papier 

A partir du glycopeptide C, par électrophorèse préparative dans 

le tampon de piI 2, 4, nous obtenons 3 fractions glycopeptidiques que nous 

avons appellées fractions C C2 et C3 (~igure 3 ; p. 31 ) dont les compositions 

en acides aminés sont pratiquement identiques à celle du glycopeptide C natif 

 a able au X ; p. 33). 
La composition centésimale en oses neutres et en acide sialique 

est précisée dans le Tableau Xbis (~.)33bis). La composition en oses neutres est 

la même pour chacune des fractions et correspond à la composition en oses 

neutres du glycopeptide C natif. 

Au contraire, les compositions en acide sialique sont nettement 

différentes pour chacun des glycopeptides et, en considérant que la masse 

molaire de ces glycopeptides est de l'ordre de 3 600, les glycopeptides C 
1 ' 

C et C possèderaient respectivement 3 résidus, 2 résidus et 1 résidu 
2 3 
d'acide sialique. 

L'hétérogénéité du glycopeptide C est donc due en partie aux 

différences de composition en acides sialiques des glycopeptides. Nous 

pensons que cette hétérogénéité s'explique, non pas par la préexistence de 

glycannes différents dans la traasferrine native mais par une hydrolyse partielle 

des liaisons sialyl au. cours de la chromatographie sur résines échangeuses de 

cations. En effet, comme nous l'avons vu plus haut, de l'acide sialique 

libre est présent dans les préparations de glycopeptide C (voir ltélectro- 

phorégramme de la figure 3 ; p. 31 ) . 
Mais les fractions C C et C sont encore hétérogènes car les 

1' 2 3 
résidus d'acides aminés ne sont pas, entre eux, dans des rapports simples. 

Pour pouvoir effectuer une séparation chromatographique ou 

électrophoré tique, il était donc nécessaire de modifier la masse moléculaire. 



Tableau X 

Composition n o l a i r e  des glycopep t i d e s  C l ,  C2 e t  C 3 

1 

l I Glycopeptides 

Oses neu t r e s  

N-acétylg lucosamine 

I 
1 Acide N-acétylneurminique 3 
1 

Acide a s p a r t i q u e  

Thr 6onine 

S é r  i n e  

Acide glutamique 

Glycocol le  

Alanine 

Valine 

Cys tGine 

Leucine 

Tyrosine 

Phénylalnninc 

Lysine 4 



33 b i s  

Tableau X -b i s  

Composition ccntésinale en glucidcs des glycopeptides C 1 2  ,C et Cj 

1 G lycopcp tidcs 

Oses neutres p.100 

N-acétylglucoçmine p. 100 

Acide N-acétylneuraminique p. 100 

Acide N-acbtylneuraminique 

Oses neutres 



ou l e s  groupements ion isables  de chacun des cons t i tuants  glycopeptidiques du 

mélange. 

Nous avons coupé l e s  ponts d i su l fures  par oxydation perfomique. 

De c e t t e  manière, nous avons,dlune par t ,  f a i t  v a r i e r  l e s  masses moléculaires 

des glycopeptides const i tuant  l e  mélange, par l i b é r a t i o n  des peptides l i é s  aux 

glycopeptides par des ponts d i su l fures  e t ,  d ' au t r e  par t ,  in t rodui te  dans 

ce r t a in s  glycopeptides des groupements So H fortement acides.  
3 

2 - Rupture des ponts d i su l fures  

a - Fractionnement du "glycopeptide C'' oxydé 

Après oxydation performique l a  f r ac t ion  glycopeptidique C e s t  lgo- 

phi l i sée  e t  soumise à une chromatographie s u r  rés ines  échangeuses de ca t ions  

(~owex 50 x 2 ; forme acide) .  L 'é lut ion par l ' e a u  fou rn i t  3 f r ac t ions  glyco- 

peptidiques "acides" COa (glycoPeptide C oxydé, f r ac t ion  acide) : l e s  f r ac t ions  

COa 1 ,  C O a  2 e t  COa 3. 

L' é lu t ion  par  un gradient  de formiate de pyridine (0,2 à 4 M) 

fou rn i t  une f r ac t ion  "basique" COb. 

Pondéralement, pour 300 mg de glycopeptide C t r a i t é ,  nous avons 

récupSré : 

68 mg de glycopeptide de COa 1 

20 mg de glycopeptide de COa 2 

30 mg de glycopeptide de COa 3 

70 mg de glycopeptide de COb 

Chaque f r ac t ion  glycopeptidique e s t  a l o r s  pur i f iée  par chromato- 

graphie préparative s u r  papier. Les glycopeptides r e s t e n t  au t r a i t  de départ. 

On débarrasse ainsi l e s  glycopeptides des sou i l l u re s  peptidiques. 

b - Propriétés  électrophorétiques et_compositions chimiques des glycopeptides 

1 c )  Chaque f r ac t ion  e s t  soumise à électrophorèse à bas voltage dans l e s  

d i f f é r en t s  tampons de pH 1,5, 2,4 e t  3,9. Chacun des glycopeptides se  décompose 

en plusieurs  f r ac t ions  d'importance variable  ( ~ i g .  4 ; p.35 ). 

20 )  La composition en acides aminés de chacune des f r ac t ions  C O a  1 ,  COa 2 e t  

COa 3, e s t  décr i te  dans l e  tableau X I  (p.36 ), 



Figure 4 

. Electrophorhse Za pH 2 ,4  (papier Wlhatman Wg ; 8  cm ; 15 h ) 
des fractions glycopeptid6quea Ceal; COa2 e t  COai. 



Tableau XI 

Composition en acides aminés des glycopeptides 

COal., Goa2, COa 
3 



L'hétérogénéité des fractions COa 1 ,  COa 2, COa 3, se confirme 

à l'analyse de ce tableau, car les nombres de résidus ne sont pas entre eux 

dans des rapports simples. 

3 9  Le glycopeptide COb possède une composition en amino-acides beaucoup plus 

simple ; en effet, il contient 1,1 résidu d'acide aspartique pour 0,9 résidu 

de lysine souillé par des traces d'autres amino .etcides. 

40) La composition centésimale en oses est donnée dans le tableau XII ( ~ . 3 8 ) .  

Elle correspond, compte tenu des masses moléculaires, $ celle de la trans- 

f errine native. 

: 8 

5" La simplicité de la composition en acides aminés du glycopeptide nous 

permet d'aborder l'étude de sa séquence peptidique. L'hétérogénéité électro- .:' 

phorétique provenant des modifications de la fraction glucidique au cours 

des divers traitements chimiques. 

D - CONCLUSIONS 

L'hydrolyse trypsique nous fotirnit deux glycopeptides dans un 

état de pureté tel que l'étude des séquences peptidiques de part et d:autre 

du point d'attache puisse être envisagée de façon à confirmer ou à infirmer 

les hypothèses concernant le problème du codage par la chaîne pept'idique, de 

la conjugaison sur l'asparagine du premier résidu de N-acétylglucosamine qui 

constitue la première étape à partir de laquelle s'édifie le groupement 

glucidique. 

Cette étude doit également bous permettre de montrer : 10 - que 
les séquences d'acides aminés au voisinage du point d'attache sont suffisamment 

différentes ; 20 - que chacun des glycopeptides est issu d'un endroit différent 
de la molécule de transferrine ; 3 0  - que nous avons ainsi isolé chacune des 
2 chabes glucidiques dont l'existence a été démontrée par le calcul par 

JAMIESON (120) et SPIK et MONTREUIL (121). 

L'exploration de la structure de deux groupements glucidiques 

ainsi séparés pourrait donc dès à présent être envisagée. 



Tableau XII 

Composition centésimale en glucides du glycopeptide COb 

Oses "neutres " 

N-acétyl glucosamine 
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i DETERMINATION DE3 SEQUENCES 

PEPTIDIQE3S DES GLYCOPEPTIDES ! 

i - MATEREL ET METHODES 

Les glycopeptides, une f o i s  i so l é s ,  sont soumis aux d i f f é ren t s  

procédés d 'explorat ion de s t ruc tu re  des chaînes peptidiques : composition en 

acides aminés ; masse moléculaire ; nature des acides aminés N- e t  C-terminaux* 

La séquence complète de 2 glycopeptides a é t é  déterminée. 

A - DETERNINATION DE LA MASSE MOLECULAIRE PAR DOSAGE DES GROUPEMENTS NH, 

LIBRES 

La méthode que nous u t i l i s o n s  e s t  adaptée du procédé or ig ina l  

de GHUYSEN e t  a l .  (122). 

- Mode opératoire  : Dans un tube à hémolyse (8 x 70 mm) on 

in t rodu i t  200 micro l i t res  de subs t ra t  contenant 25 à 100 nanomoles de groupe- 

ments aminés l i b r e s  e t  200 micro l i t res  d'une solut ion aqueuse de borate de 

sodium à 2 p. 100 (p:v) e t  après ag i t a t i on ,  50 pl d'une so lu t ion  de fluoro- 

dinitrobenzène (FDNB) obtenu en dissolvant  0,651 m l  de FDNB dans 65 m l  

d1 éthanol absolu. 

Le mélange e s t  maintenu pendant une demi-heure au bain-marie à 

Après avoi r  r e f r o i d i  sous eau courante, on ajoute  400 311 d'acide 

chlorhydrique 1 0 N . 
L1 absorbance e s t  dé terminée au spec tropho tomè t r e  à une longueur 

d'onde de 420 nm e t  llabsorbance e s t  cornplgrth à c e l l e s  que donne une gamme 

étalon obtenue à p a r t i r  d'une so lu t ion  t i t r é e  de nor-leucine. 

Le nombre de groupement NH l i b r e s  dans une quant i té  connue de 
2 

glycopeptides e s t  a i n s i  déterminé e t  sa masse moléculaire peut a l o r s  ê t r e  

calculée. 



B - RUPTCTRE DES PONTS DISULFURES 

Mous avons utilisé, pour rompre les por ts disulfures, l'oxydation 

perfomique et la réduction par le mescapto-éthanol suivie du blocage des 

groupements SH par l'acide isodoacétique ou par l'éthylène-imine. 

1 - OXYDATION PEKFORMIQUE 

Nous avons utilisé, la méthode de HIRS (1 23) qui a été exposée 

précédemment (voir p. 23 ) . 

2 - REDUCTION ET ALKYLATION 

Le principe de la réduction et du blocage des ponts disulfures 

d'un protide est illustré par le schéma de la figure 5 ( p .  41 ) . 

a - Réduction 
Nous utilisons la méthode générale de réduction par le 

mercap to-é thanol. 

Dans le cas d'une protéine, 100 mg sont dissous dans 10 ml d'une 

solution 0,55 M en "Tris" et 4 M en urée, ajustée à pH 8,6 avec de l'acide 

chlorhydrique. Après dégazage de la solution sous vide pendant 5 mn, une 

quantité de mercapto-éthanol 100 fois supérieure à &a quantité théoriquement 

nécessaire est ajoutée et la solution est maintenue pendant 2 h sous un courant 

d'azote. 

Dans le cas d'un glycopeptide, le même procédé est utilisé mais 

il n'est pas utile de se trouver en milieu urée 4 M. 

b - Blocage des groupements SH par l'acide iodoacétique 

Une quantité d'acide iodoacétique, légèrement supérieure à la 

quantité théorique, est dissoute dans du tampon "Tris" 0,55 M et est ajoutée 

à la solution précédente dans laquelle passe continuellement un courant d'azote. 

Le pH du mélange est maintenu à 8,6 par addition d'une solution aqueuse de 

triéthyl-amine à 25 p. 100. La réaction est terminée quand l'essai suivant 

au nitroprussiate est négatif : à une aliquote d'une solution de nitroprussiate 

de sodium à 1 g p. 100 ml d' ammoniac 2 N, une goutte de mélange réactionnel ne 

doit plus donner de coloration rouge. On élimine alors l'excès des réactifs : 

1 - Dans le cas d'une protéine, la solution est dialysée 3 fois 
contre une grande quantité d' eau distillée ; 
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Figure .5 

Réduction des ponts disulfures et alkylation des groupenents SH 



2 - Dans l e  cas d'un glycopeptide, la solution e s t  ramenée B 

pH 7 par quelques gouttes d'acide chlorhydrique e t  précipitée par addition 

de 10 volumes d' éthanol absolu. 

c - Blocage par 1' éthylbne-Mine 

L'action de l'éthylène-imine sur l e s  groupements SH de l a  

cystéine transforme celle-ci en S-aminoéthyl-cystéine qui, é t m t  un isostère 

de l a  lysine, vo i t  ses l iaisons coupées par l a  trypsine e t  e s t  sensible à 

l ' ac t ion de la carboxypeptidase B (Fig. 6 ; p. 43 ). 

La réduction e s t  menée de l a  même manière que dans l e  cas précé- 

dent. Le blocage des groupements SR l i b r e s  e s t  réal isé  par l'éthylène-imine 

liquide. Une quantité supérieure à l a  quantité théoriquement nécessaire e s t  

ajoutée en 3 ou 4 fois. Le pH es t  rigoureusement maintenu 8,6 tout au Long 

de la  réaction par addition continue d'acide acétique 2 N. Quand l a  réaction 

e s t  terminée, l a  solution e s t  t r a i t ée  comme dans l e s  autres cas. 

C - IDENTIFICATION ET DOSAGE DES ACIDES AMINES C-TERMINAUX 

Nous avons u t i l i s é  pour iden t i f i e r  l e s  acides aminés s i tués  

en position C-terminal l a  méthode dlhydrazinolyse e t  l 'act ion des carboxy- 

peptidase A e t  B. 

1 - METHODE DIRYDRAZNOLYSE 
a - PRINCIPE 

Nous avons u t i l i s é  l a  méthode dlhydrazinolyse dtAKABORI e t  a l .  

( 1 24), dont l e  principe général i l l u s t r é  par l a  figure 9 (P. 44) e s t  l e  

suivant : l'hydrazine coupe l e s  l iaisons peptidiques en transformant l e s  acides 

aminés constituant l e  protéide en hydrazide sauf 1' acide aminé C-terminal 

qui reste in tact .  Après purification, ce t  acide aminé peut ê t r e  iden t i f i é  e t  

dosé. 

Nota : Dans l e  cas d'une cystine en position C-terminale, celle-ci doi t  - 
préalablement ê t r e  oxydée ou réduite e t  alkylée avant d'effectuer l'hydrazi- 

nolyse. (Fig. 8 ; p.45 e t  Fig.9 ; p.43 ). 

b - MODE OPERATOIRE 

Une micromole de protéine ou de glycoprotéine convenablement 

desséchée e s t  dissoute dans 1 m l  dlhydrazine anhydre obtenue suivant l e  
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Oxydation par l'acide pcrfornique des ponts 
disulfures suivi de l'hydrazinolyse qui libere 
llacidc amin4 en position C-terminale. 





procédé de KUSAMA (125) puis maintenue en tube s c e l l é  8 heures à 105QC. 

Le mélange réactionnel e s t  ensuite s6ché une n u i t  en exsiccateur 

sous vide en présence d'acide sulfurique. 

Le résidu e s t  pu r i f i é  sur  résine échangeuse de cat ions faible-  

ment acide Amberlite IRC-50 "meshv 150-200, suivant l e  protocole déc r i t  par  

DE LA LWSA e t  co l l .  (1 26). 

Le résidu r ep r i s  par 2 m l  d'eau d i s t i l l é e  e s t  in t rodui t  su r  l a  

colonne de résine (0,g x 2 cm). 

L'élution e s t  réa l i sée  : 

1 - par 40 m l  d'eau d i s t i l l é e  : élut ion des acides aminés 

neutres e t  acides e t  de l 'asparthydrazide 4 e t  l e  glutaahydrazide 5 (*). 

2 - par 15 m l  d 'acé ta te  d'ammonium 0,1 M de pH 7 : 

élut ion des acides aminés basiques e t  l 'asparthydrazide 1 e t  l e  glutamhydra- 

zide 1 .  

Les é lua t s  sont concentrés à sec sous pression réduite  e t  l e s  

acides aminés sont i d e n t i f i é s  e t  dosés par l'Auto-analyseur TECETICON. 

2 - HYDROLYSE PAR LES CARBOXYPEPTIDASES 

Nous u t i l i sons  l e s  préparations enzymatiques fournies par l a  

firme WORTHINGTON. Les préparations sont préalablement t r a i t é e s  par l e  DIFP 

( ~ i i s o ~ r o ~ ~ l  f luoro phosphate) de façon inhiber l e s  t races de trypsine e t  

chymotrypsine sou i l l an t  l e s  préparations. 

a - TRAITEMENT DE L'ENZYME. On prélève 1 m g  d'enzyme qui e s t  dissous dans 

0,100 m l  de tampon acé ta te  de N-éthyl morpholine 0,.2 M a jus t é  à pH 8,5, on 

ajoute a l o r s  2 mi de DIF'P pur. Le mélange e s t  maintenu 2 heures à l a  température 

ambiante puis une n u i t  à 4QC. La solution e s t  ensui te  conservée à -20%. 

5 - HYDROLYSE ENZYMATIQUE. Une quantité exactement connue de peptide ou 

glycopeptide correspondant à 3 ou 4 pmoles e s t  dissoute dans 3 m l  d'une 

éolution l e  nor-leucine 0,5 mM ; l a  solut ion obtenue e s t  lyophilisée. 

(*) Dans l e  cas ou un résidu d'asparagine ou de glutamine s e  trouve en 

posi t ion C-terminale. 



UI pouare esr; r ep r l s e  par  2 ml de tarpon acé t a t e  ae  n-etkyl mor- 

pholine 0,2 M, pH 8,5. La carboxypeptidase e s t  a joutée à raison de 0,005 fi 

moles par p mole de subs t ra t .  Les prélèvements de 200 m l  sont  effectués au 

temps O - 0,25 - 0,5 - 1 - 2 - 3 - 4 - 8 - 20 heures. 

- Chaque prélèvement e s t  immédiatement a c i d i f i é  par  de l ' a c ide  

acétique, puis  congelé e t  lyophylisé.  

- Les acides aminés l i b é r é s  sont i d e n t i f i é s  e t  dosés à l 'analy- 

s eu r  d ' mino-acides TECHNICON. 

D - IDENTIFICATION DES ACIDES AMINES N-TERIVIINAUX 

1 - ME!PHODE DES DNP AMINO-ACIDES DE SANGER 

Nous u t i l i s o n s  deux techniques d i f f é r en te s  de dinitrophénylation 

se lon  que l e  subs t ra t  é t a i t  une protéine ou un glycopeptide. 

a - Dinitrophénylation des gl'icoprotéines 

1 à 2 p moles de protéines sont dissoutes  dans 10 m l  d'une 

so lu t ion  0,1 M de KC1 a j u s t é  à pH 8 ,5  par de la  soude 1 N, puis 0 ,2  m l  de 

f luorodinitrobenzène (FDNB) sont  a joutés en deux fo i s .  La dinitrophénylation 

e s t  menée 24 h au pH st8t, à une température de 37% e t  sous une ag i ta t ion  

e f f i cace  de façon à maintenir l e  FDNB en suspension. 

L'excès de FDNB e s t  a l o r s  e x t r a i t  par l ' é t h e r ,  a c i d i f i é  à pH 1 

e t  de nouveau e x t r a i t  . 
S i  l a  glycoprotéine ne préc ip i te  pas en milieu acide, on a joute  

5 volumes dl un mélange éthanol-éther (v:v) , l e  milieu devenant moins pola i re  

favor i se  a l o r s  l a  précipi ta t ion.  

b - Cas d'un glycopeptide 

Nous u t i l i s o n s  la  technique déc r i t e  par  MONSIGNY (1 3). Deux p 

moles sont dissoutes  dans 5 m l  d'eau contenant 200 mg de bicarbonate. A c e t t e  

solut ion,  on ajoute  5 m l  d'une so lu t ion  éthanolique à 5 p. 100 (v;v) de 

FDNB e t  l e  mélange e s t  a g i t é  pendant 4 heures à l ' obscu r i t é  e t  à la  

température du laboratoire .  On a joute  a lors ,  à nouveau 200 mg de bicarbonate 

de sodium e t  5 m l  de so lu t ion  éthanolique de FDNB e t  l a  réact ion e s t  prolongée 

pendant 24 h. 



La purif icat ion du DNP glycopeptide e s t  effectuée suivant l a  

: "^technique préconisée par MONSIJNY (1 28). 

On a joute à l a  solut ion de l ' é t h e r  éthylique jusqutà apparition 

d'un louche. Après un repos d'une heure, l e  précipi té  e s t  redissous dans l a  

quanti té  minimale d'eau d i s t i l l é e .  La solut ion obtenue e s t  additionnée d'un 

volume d'éthanol absolu e t  l e s  s e l s  minéraux sont de nouveau précipi tés  par 

l ' é ther .  Les deux solutions surnageantes sont réunies e t  évaporées à s i c c i t é  

sous vide h l 'évaporateur r o t a t i f .  Le résidu e s t  r ep r i s  par l ' e au  d i s t i l l é e  

e t  l a  solut ion obtenue e s t  débarrassée du FDNB en excès de l a  même façon que 

précédemment. La f rac t ion  aqueuse e s t  enfin évaporée à s i c c i t é  sous pression 

rédui te  à l 'évaporateur r o t a t i f .  

c - Hydrolyse des DNP glycoprotides e t  analyse des hydrolysats 

Les DNP glycoprotides sont  ensuite hydrolysés e t  analysés suivant 

l e s  techniques décr i tes  par BISERTE e t  a l .  (1 29). En outre, nous avons parfois  

dosé l e s  acides aminés non dinitrophénylés qui se  trouvent dans l a  phase 

aqueuse. 

2 - PlETHODE DES DANSYL AMINO-ACIDES (*) 

Nous avons u t i l i s é  l a  méthode de GRAY e t  HPlRTLEY (1 30 ) dont l e  

principe e s t  rappelé dans l e  schéma de l a  f igure 10 (p. 50). 

ci - Dansglation des glycopeptides 

Une nanomole de peptides dans 10 $L d'eau e s t  placée dans un 

tube de verre spécial.  

On a joute 10 $l de solut ion de bicarbonate de sodium 0,2 M e t  

20@ de solution acétonique de chlorure de l ' ac ide  diméthylamino-5 naphtalène 

sulfonique (DNSC~ ) . 

(*) Nous adressons nos plus v i f s  remerciements à Monsieur l e  Professeur 

G. BISEHTE et à Monsieur P. SAUTERE qui  nous ont a c c u e i l l i  dans leur  

Laboratoire, e t  nous ont  enseigné c e t t e  technique, 
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On bouche le tube avec une f e u i l l e  de papier paraff ine e t  on l a i s s e  

en contact 2 à 6 heures à l 'obscur i té  e t  à température ambiante. Le tube e s t  

ensui te  placé dans un dessiccateuren présence d'acide sulfurique e t  son 

contenu évaporé à sec sous vide pa r t i e l .  On in t rodui t  ensui te  dans l e  tube 

!$? pl d' acide chlorhydrique 5,6 N e t  on hydrolysd à 105OC pendant 1 6 heures. 

L'hydrolysat e s t  séché dans un d e s s i m t e u r e n  présence de 

p a s t i l l e s  de soude sous vide p a r t i e l  puis repr is  dans 20 @ de pyridine à 

50 p. 1 00 en vue de l a  chromatographie . 

b - Chromatographie des DANSYL aminb9clidea 

Nous avons u t i l i s é  l a  chromatographie en couche mince su r  g e l  

de s i l i c e  G en suivant l a  technique préconisée par STmLII? e t  DURANTON 
1 

(1 32) qui  par migrations successives dans d i f férents  systèmes solvants, 

sépare tous l e s  Dansyl-amino-abàdes . 
Dans l e s  cas simples que nous avons rencontrés ; nous avons 

u t i l i s é  un système solvant unique : benzène, pyridine, acide acétique, 

acide formique 75 : 25 : 1 : 0,2. 

Sur l a  plaque de s i l i c a g e l  de 0,25 mm d'épaisseur, nous traçons 

à l a  pointe sèche des couloirs de 1 cm de large perpendiciilairement au sens 

de coulage de l a  plaque. La plaque e s t  activée une heure à 1 OOQC, re f ro id ie  

en exciccabmr.  

Dans chaque couloir  e s t  a lo r s  déposé s o i t  un ou plusieurs Dansyl- 

acides amintkétalons judicieusement choisis,  s o i t  un échanti l lon à analyser. 

La plaque e s t  saturée pendant 0,5 h avant l a  première migration. 

La plaque e s t  a lo r s  séchée à l ' a i r  l i b r e  e t  placée 5 mn à 

lOOQC de façon à éliminer l e  solvant,  puis e s t  examinée en lumière u l t r a -  

v i o l e t  te.  

Préparation des DNS-dérivés étalons 

Dans l e s  tubes à essa i s  contenant 10 y moles de chaque acide 

aminé, on ajoute 0,S m l  de solution tamponnée à pH 9,5 (boratevacide borique 

0,05 N) puis 0 ,5  m l  d'une solution à 10 &ml de chlorure de dansyl dans 

l 'acétone. Les tubes sont m i s  à l ' obscur i t é  à température ambiante, pendant 

30 mn avant de pouvoir ê t r e  u t i l i s é s .  S i  l e s  r éac t i f s  sont t rop  concentrés, 

on l e s  d i lue  par l 'acétone. A l 'obscur i té ,  ces dérivés s e  conservent plusieurs 

semaines. 



Nous avons u t i l i s é  l a  méthode de dégradation récurrente selon 

EDMAN (133). Le principe en e s t  rappelé par l a  schéma réactionnel de l a  

f igure  11 (p. 53). 

Les phenylthiohydantouies formées ne sont  pas systématiquement 

ident i f iées .  Nous avons couplé ce t t e  méthode avec l e s  méthodes des Dansyl 

amine-acides après chaque dégradation, l e  nouvel amino-acide N-terminal e s t  

ident i f ié .  Nous avons également u t i l i s é  l a  méthode de HIRS (1 34) de dosage 

des amino-acides r e s t an t  après chaque dégradation. 

Le protocole expérimental u t i l i s é  e s t  ce lu i  que DOPHEIDE, MOORE 

e t  STEm (1 35) ont  adapté, à p a r t i r  de ce lu i  qulEDMAN préconise pour son 

apparei l  automatique. 

Une micromole de peptide ou de glycopeptide e s t  dissoute dans 

1 m l  de tampon pyridine, H O, N-éthyl morpholine (1 50 : 1 00 : 29) a jus té à pH 
2 

8,5 par de l ' a c ide  acétique. Puis 50 &i de phenylisothiocyanate sont a joutés  

e t  1' ensemble placé sous courant d'azote e s t  maintenu à 37QC pendant 1 à 

2 h 30. 

Le phenylisothiocyanate en excès e s t  o lors  e x t r a i t  à 5 repr ises  

par du benzène sa turé  d'eau. 

La phase aqueuse e s t  lyophilisée. Le lyophi l i sa t  e s t  ensui te  

désséché sous vide pendant une demi-heure en présence de P O 
2 5' 

Le résidu e s t  a lo r s  repr is  par 100 pl d'acide t r i f luoracét ique 

qui  cycl ise e t  l i b è r e  l a  thiazolinone de l'aminî-acide N-terminal ; c e t t e  

réaction s 'e f fec tue  à 37% pendant 0,5 heure sous azote. 

L'acide t r i f luoracét ique e s t  ensui te  chassé par iui courant 

d'azote e t  l e  résidu e s t  r e p r i s  par 1 m l  d 'acide acétique 0 ,4  M. La 

phenylthiohydantoïne formée e s t  ex t r a i t e  par 3 f o i s  2 m l  de benzène. 

Une al iquote e s t  prélevée pour dansylation, une au t re  pour l e  

dosage des amino-acides. 

Le r e s t e  lyophil isé  e s t  a lo r s  p rê t  pour subir  un nouveau cycle. 



R- CH- COOH 
1 
rn 
l 
C =-s 
I 

Phénylthiocarbamyl peptide 

(PE - peptide) 

réarrangement -\ .-- ..\ 

R-CH- CO 

Phényl thiocarbamyl amino acide 

Figure 1 1  

M é d s m e  de la dégradation récurrente dlEDMAN 



E - NETWODE Da RUPTURE SPEE IF IQm DES CHAINES PEPSID IQUES 

Afin de déterminer la  s t ruc tu re  p r i m ~ i r e  du glycopeptide B, nous 

avons é t é  amend à recouper l e s  chaînes peptidiques, de façon à i s o l e r  des 

peptides e t  glycopeptides plus courts ,  

a - Hydml~se par l a  ch.ymotrypsine 

A une solut ion à 2 p. 100 du glycopoptide de 0,Ûûl M en ac.6tatc 

d'ammonium a jue t é  A pH 8 , 5 ,  on a joute  de l a  chymotrypsine en quant i te  suff i -  

sante pour obten i r  un rapport enzyme/substrat de 1 p. W .  La c h y m o t ~ y p s ~ e  

a été au  préalable a c  t iv6e par incubation d ' une demi-heure à tempL .rri ture 

ambiante dans une so lu t ion  0,001 M d 'acé ta te  de calcium, 

L'hydrolyse e s t  nende penda.it 2 heures à une température de 37%. 

La réac t ion  e s t  a r r ê t ée  par  ac id i f i ca t ion  h pH 1 par de l ' a c ide  acétique. 

b - H'rdrolvae par  l a  s u b t i  l i s i n e  

L'hydrolyse e s t  mende dans 16s conditions ident iques ?i c a l l e s  

u t i l i s é e s  avec la Shymotrypsine. E l l e  est  prolongée pendtint 8 heuras, e t  

arr&t6e par ac id i f  ication. 

c - H ~ d r o l ~ s e  par la t h e m o l m i n e  

Nous avons u t i l i s é  la  themclysine fournie par l a  f i m e  

C&BIOCm. Cet te  protéinase coupe préférentiellement l e s  l i a i sons  valine, 

phénylalanine e t  leucine. E l l e  a é t é  u t i l i s é e  dans l e s  mêmes conditions 

que les aut res  protéincises. 

2 - HYDROLYSE CHIMIQUE 

Hydrolyse par l e s  acides dilucis. Nous avons u t i l i s é  l 'hydrolyse 

par l t a c i d e  chlorhydrique 0,03 N qu i  l i b è r e  préférentiellement l t a c i d e  

aspartique. Corne l ' ind ique  l e  schéma de 13 f igure  1 2  (p. 55). 

L'asparagine e s t  l i bé rée  plus  lentement, c a r  il y s d'abord 

désamidation .Le résidt, . 3' asparagine l i é  au glycanne, il n t  o s  t pas l i bé ré  

c a r  La l i a i son  asparaginyl-glucosaine joue un r81e protùcteur. 

Nous u t i l i s o n s  l e  protocole priconisé par  ISUNG e t  FRAEN1CEL- 

CONftarX (136) : 



Figure 12 

MBcaniame de libération préférentielle de l'acide aepartique 

par 1 (acide chlorhydrique O, Om. 



Le glycopeptide e s t  dissous dans l ' a c i d e  chlorhydrique 0,03 N 

à une concentration de 2 m g  par ml. 

L'hydrolyse e s t  menée en tube s c e l l é  sous vide pendant 16 h. 

L'hydrolysat e s t  congelé e t  lyophil isé .  

II - RESULTATS 

A - SEQUENCE PEPTIDIQm DU GLYCOPEPTIDE B 

L'ensemble des opérations qui nous ont  permis de déterminer 

l a  séquence du glycopeptide B e s t  résumée dans l a  f igure  13 (p.57 ). 

1 - Détermination de l a  masse moléculaire 

La masse moléculaire déterminée par l e  dosage des fonctions 

amines l i b r e s  e s t  de 3 200 pour un groupement NH l i b re .  Cette  valeur 
2 

e s t  t r è s  certainement f a i b l e  car  il peut r e s t e r  dans l e  glycopeptide des 

t races  d'acides aminés l ib res .  

2 - Rupture des ponts disulfures 

La présence de deux résidus de cystéine suggérait  l 'existence 

d'un pont disulfure dans l e  glycopeptide B. Afin de v é r i f i e r  c e t t e  

hypothèse, nous avons oxydé l e  glycopeptide par l ' a c ide  performique. Les 

électrophorèses dans l e s  divers  tampons n'ont a l o r s  donné qu'une seule tache 

de nature glycopeptidique ( ~ i ~ .  14 ; p. 58 ) . O r  si l e  glycopeptide B a v a i t  

possédé 2 chaîne peptidiques l i é e s  par un pont disulfure,  un peptide a u r a i t  

é t é  l i b é r é  e t  au ra i t  é t é  m i s  en évidence par électrophorèse. 

Ce r é s u l t a t  e s t  en faveur d'un pont disulfure intra-caténaire. 

3 - Acides aminés N-terminaux 

La présence d'un seul  résidu d'acide aminé N-terminal, l e  

glycocolle, confirme l ' ex is tence  d'une seule chaîne peptidique. 

La dégradation récurrente dlEDMAN couplée avec l a  méthode 

des dansylations de GRAY e t  R A R W Y ,  nous a permis de déterminer sur  l e  

glycopeptide l a  séquence N-tsrminale suivante : 



GLYCANNE 

B r u  I 

Figure 13 

Schéma de structure du glycopeptide B . 
O indique les umino-acides dont la position a et6 dafinie par le8 

méthodes de dQtennination .des mnino-acides N et C tersainaux . 
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glycanne 

I 
gly - Ser - Asn - Val 

4 - Acides aminés C-terminaux 
L1 hydrazinolyse effectuée sur le glycopeptide natif ne libère 

aucun acide aminé. Au contraire, après oxydation performique, elle libère 

l'acide cystéique, ler glycopeptide possède donc une cystine en position C- 

terminale. Le résultat a été confirmé par l'action de la carboxypeptkdss~ 

B. En effet, sur le glycopeptide E réduit et S-amino-éthylé (cf est-à-dire, 

dont la cystue est transformée en ieoaoère de la lysine), nous avons 

fait agir la carboxypeptidase B qui libère llamino-éthyl cystéine. Cette 

préparation de carboxypeptidase B était souillée de carboxypeptidase A. 

Il apparaît donc en même temps de la phénylalanine et de la leucine. 

La vitesse de libération est telle que l'interprétation de la séquence 

est délicate  a able au X I I 1  ; p. 60 ) . 
Elle nous indique cependant la présence d'un résidu de 

leucine et de 2 residus de phénylalanine au voisinage de la cyst&&e..~i-t~éc 

et position C-terminale dans le glycopeptide B. 

5 - Hydrolyse par la trypsine 
Nous avons fait agir la trypsine sur le glycopeptide B réduit 

en S-amino-é thylé 

L'hydrolyse a été effectuée pendant 24 heures en ajoutant 

trois fois de la trypsine dans le rapport enzyme-substrat 1:50 de façon 

à bien couper les liaisons S-amino-éthyl cystéinyl qui sont moins labiles 

que les liaisons lysyl. 

Par chromatographie de filtration sur gel de Sephadex4 50, 

nous avons isolé 2 fractions : un glycopeptide B et un peptide PBT. Le 

glycopeptide est repQré par la réaction au phénol-sulfurique effectuée 

sur 0,2 ml dt éluat prélevé de chaque tube. Le peptide est rep6r6 par colora- 

tion à la ninhydrine effectuée automatiquement à l'auto-analyseur TECHNICON. 

Le glycopeptide B possède la composition en amino-acides T 
fourni par le tableau X N  (p. 61 ) . 
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~ & b r e  de &idus -d'acides .iin6; l ibhr6i  par act ion du &lanne 
carboxypsptidase A et B sur le  glycopeptide B rdduit et ~ - a m i ~ a e t h ~ l e  

ReprBsentation graphique 
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temps en 
heures 

Ph6 

Leu 

C Y ~  

> 

0.25 

0.68 

0.40 

0.5 2 

0.5 

0.68 

0.45 

0.60 

2 

1.04 

0.50 

0.80 

1 

0.85 

0.46 

0.65 

3 

1.01 

451 

0.80 

8 

0.90 

0.57 

0.83 

* 

2 4  

1.1 

-. 

0.59 

0.84 



Tableau XIV 

Composition en amino acide du-giycopeptide B e t - d k p e p t i d e  PBT T 
obtenu après act ion de l a  trypsine s u r  l e  glycopeptide 

B &duit e t  S-amino-éthylé. 

1 
/ Glycopeptide Peptide PB* I 

1 I 
BT 

ASP 

T h r  

Se r  

G ~ Y  

V a l  

Leu 

Phe 

Cys lu3 



La dégradation récurrente d ' EDMAN appliquée à ce glycopep t ide  

l ibk re  du glycocolle puis de l a  sér ine.  

Le peptide PBq possède la composition fournie par l a  tableau 

XIV (p. 61 ) . Ce peptide a é t é  pur i f ié  par électrophorèse su r  papier dans l e  

tampon de pH 3,9. 

La dégradation récurxente dtEDMAN effectuée s u r  l e  peptide 

l i b è r e  de l a  sér ine  puis du glycocolle. 

Le manque en phénylalanine e t  en amino-éthyl-cystéine s'explique 

par l e  f a i t  que l a  trypsine u t i l i s é e  possède une a c t i v i t é  chymotrypsique 

non négligeable qui a l i b é r é  partiellement l e s  fragments Phe-Cys AE éliminés 

par électrophorèse préparative à pH 3,9 dans la fract ion basique. 

En tenant compte, d'une par t ,  des r é su l t a t s  obtenus antérieure- 

ment par SPIK, MONSIGNY e t  MONTREUIL (1 37) démontrant l 'existence d'une 

chaîne Ser-Asn (glycanne) e t ,  dl au t r e  part ,  de l a  spéc i f i c i t é  de l a  coupure 

par la trypsine des l i a i sons  3-amino-éthyl-cystényl, nous pouvons a t t r i b u e r  

à l a  chaîne peptidique du glycopeptide B l a  séquence suivante : 

Glycanne 
1 

6 - Hydrolyse par l a  chnotrypsine 

Le glycopeptide B oxydé par l ' a c ide  performique e s t  hydrolysé 

par la chymotrypsine pendant 2 heures, l a  réaction e s t  a r r ê t ée  par ac id i f i -  

cat ion ; l a  solut ion e s t  ensuite congelée e t  lyophilisée. 

Le seul  aminmacide l i b r e  présent dans l 'hydrolysat  e s t  l ' a c ide  

cystéique ce qui  e s t  en faveur d'une séquence Phe-Cya. 

La dégradation récurrente dtEDMBN a é t é  effectuée su r  

l 'hydrolysat complet. Nous avons dosé l e s  amino-cides avant e t  après 

chaque cycle. Ces r é su l t a t s  sont résumés dans l e  tableau XV (p. 63 ). 

Au premier cycle 0,9 résidu d'acide cystéique disparaissent  a i n s i  que du 

glycocolle (en position N-terminale dans l e  glycopeptide B n a t i f )  e t  de l a  

leucine. Au deuxième cycle, nous voyons disparaetre  de l a  sé r ine  e t  de l a  

phénylalanine. 

Ces r é s u l t a t s  confirment l a  séquence Gly-Ser- N-terminale 



Tableau XV 

Dégradation récurrente dlEDMAN effectude sur le glycopeptide B 

oxydé et hydrolysé par la chymotrypsine. 

Dosage des amino acides après chaque cycle. 

Ser 

Val 

Leu 

Phe 



dans l e  glycopeptide B nat i f  e t  démontrent, compte tenu de l a  spécif ic i té  

d'action de l a  chymotrypsine, la séquence C-termimle Leu-PheCy pour 1 3  

glycopeptide . 
D'autre part, après chromatographie préparative sur papier, 

nous avons isolé,  2 fractions, à partir du glycopeptide B oxydé e t  hydrolysé 

pendant 8 heures par l a  chymotrypsine. 

L'une des fractions e s t  un peptide Pch qui e s t  composé d'acide 

cys téique (voir Tableau XVI ; p. 65 ) 0,6, de leucine 0,6 e t  de phénylaline 1 ,O. 

Nous avons iden t i f i é  l 'acide cystéique en position C.iiamhale. 

L'autre fraction e s t  un glycopeptide de B qui possède l a  
Ch 

composition donnée par l e  tableau XVI (p .  65 ), e t  dans lequel l a  phénylalanine 

se trouve en position C-terminale. 

Cet ensemble de résul ta ts  nous permet de fournir pour l e  

g1ycopepti.de de B nat i f  l e  schéma de structure suivant : 

Glycanne 

Enfin l e  glycopeptide de B fournit:  sous l 'ac t ion de le  subti- 
Ch 

l is ine  a - un peptide PBchS un glycopeptide ~ ~ c h ~ ( v o i r  tableau XVI ; p. 65). 

Le glycopeptide possède de l 'ac ide  cystéique en position 

Ces résul ta ts  confirment 1 ' existence de l a  séquence Cys-Ser- 

Gly-Asx-Phe . 

7 - Hydrolyse par la thermolysine 

L'hydrolyse par l a  thermolysine du glycopeptide B oxydé a permis 

d ' isoler  par chromatographie préparative sur papier un glycopeptide B dont 
Th 

l a  composition t r è s  simple e s t  l a  suivante : 

Asp 1 ; Ser 0,85 ; Gly 0,8. 

Ce résu l ta t  compte de l a  spécif ic i té  df action de la themolysina 

qui coupe préférentiellement l e s  l ia isons  valines, nous permet de confirmer 

l a  position de ce résidu de valine par rapport à l'asparagine l i é e  au glycanne. 



Tableau XVI 

Composition en aaino-acides du glycopeptide B du peptide P obtenus 
Ch' Ch 

par hydrolyse chymotrypsique du glycopeptide B oxydé, et du peptide P 
chs 

et du glycopeptide B obtenus après hydrolyse par la subtilisine 
Chs 

du glycopeptide B 
Ch* 

Ser 

Val 

Leu 

Phe 



8 - Hydrolxse par l ' a c i d e  chlorhydrique d i lué  

a - Hydrolyse du glycopeptide B na t i f  

L'hydrolyse du glycopeptide B na t i f ,  par l ' a c ide  chlorhydrique 

0,03 N fou rn i t  par chromatographie su r  p ~ p i e r  un glycopeptide B (B hydrolysé 
HC 1 

par H C ~ )  dont l a  composition e s t  l a  suivante (voir  tableau X V I I  ; p. 67). 

Le seu l  amino-acide l ibgré  dans l 'hydrolysat  e s t  l ' a c ide  aspartique. Ces résul- 

t a t s ,  compte tenu de l a  spéc i f i c i t é  de ce type d'hydrolyse qui l i b è r e  préféren- 

tiellement l ' a c ide  aspartique e t  compte tenu de l a  séquence N-terminale du 

glycopeptide B na t i f ,  nous permet de proposer l a  séquence suivan-lepour ce 

glycopeptide : 
Glycanne 

Gly &er-&n-~a.l-~hr 

b - Hydrolyse du ~ lycopep t ide  B oxydé 

Le glycopeptide préalablement oxydé par l ' ac ide  perfomique 

a é t é  hydrolysé par H C l  0,03 N dans l e s  mêmes conditions : l 'hydrolysat  ne 

contient qu'un seul  amino a d d e  l i b r e  : l ' a c i d e  aspartique. 

Par chromatographie su r  papier nous isolons : 

1 c )  un glycopeptide de BO (glycopeptide B oxydé e t  hydrolysé par H C ~ )  HC 1 
dont 'a composition en acides aminés e s t  l a  suivante (vo i r  tableau XVII  ; 

P. 6'1). 

Ce glycopeptide possède en posi t ion C-terminale, un résidu de 

glycocolle e t  des t races  de thréonine, d'acide aspartique e t  de sérine. 

20 )  une f r ac t ion  peptidique P 
BO H C l  

dont l a  composition e s t  l a  suivante : 

CyS03H 0,75 ; Asp 0 ,5  ; Gly 0,4 ; Leu 0,9 ; Phe 2. 

Ce ré su l t a t ,  compte tenu de l a  spéc i f i c i t é  de l 'hydrolyse, 

confirme l a  séquence Gly-Asx du glycopeptide dont l a  s t ruc ture  e s t  donc l a  

suivan t e  : 

Glycanne S03H 
I i 

~ly-Ser-~n-~al -Thr-~sx-~~s-Ser-Gl~-~sn  



Tableau X V I I  

Composition en mino acides du glycopeptide B du glycopeptide BO e t  
H C ~ '  HC 1 

du peptide P 
WHC1 

obtenu par act ion de l ' a c ide  chlorhydrique 0'03 N sur 

l e  glycopeptide B n a t i f  e t  oxydé. 



Il faut  remarquer que la  présence d'un groupement fortement 

acide : l e  groupement sulfurylé de l 'ac ide  cystéique, empêche l a  libération 

de 1' acide aspartique numéro 6. 

CONCLUS IONS 

Le glycopepk3de B correspond donc au schéma de structure 

présenté 6 l a  f igure 13 (p. 57 ). 

Il nous reste encore à préciser l a  nature des amino acides 6 

e t  10, acide aspartique ou asparagine. Pour cela l 'étude systématique 

par des méthodes enzymatiques des séquences de chacun des glycopeptides 

isolés e s t  en cours. 

B - ETUDE DU GLYCOPEPTIDE C 

1 - Fraction glycopeptidique C to ta le  

Sur l a  fraction glycopeptidique C ,  nous avons ident i f ié ,  par 

l a  méthode de dinitrophénylation, du glycocolle e t  de l 'acide aspartique 

en position N-terminal, ainoi-.que de- la) lysine. en position C-terminal. 

2 - Fraction ~lscopeptidique COa 1 ,  COa 2 e t  COü 3 

Chacune des fractions glycopeptidiques e s t  encore hé témgène. 

Nous avons cependant, sur l e  mélange de ces 3 fractions, 

dé terminé par dégradation récurrente d t  EDMAN, 1' existence d'une séquence 

glycocolle-sérine en position N-terminale. 

D'autre part, nous avons ident i f ié  sur l e  mélange de c h a q .  
' -  

8 ,--<y 
de ces fractions de l a  phénylalanine e t  des traces de lysine en position 

C-terminale. 

Ces résul ta ts  semblent indiquer que ces glycopeptides sont 

l ibérés par ruptures secondaires chymotrypsiques. 

3 - Séquence du alscopeptide COb 

La composition t rès  simple en amino-acides de ce glycopeptide 

nous a permis d'envisager l 'étude de l a  séquence des amino acides. 

a - Amino acide N-terminal : Les méthodes de dinitrophénylation 

e t  de dansylation révèle l a  présence d'acide aspartique en position 



N-terminale dans le glycopeptide COb. 

b - Amino acide C-terminal : La méthode d'hydrazinolyse nous 
a permis dtidentifier la lysine en position C-terminale. 

c - La dégradation récurren.bdtEDMAN libère exclusivement la 
phénylthiohydantolne de l'acide aspartique liée au glycanne et de 1' t-phényl- 

thioecarbamyl-lysine . 
Nous avons séparé ( ~ i ~ .  15 ; p.70 ) ces deux composés par 

chromatographie sur papier dans le solvant n-butanol/acide acétique/eau 

(4:1:5). Le glycanne lié à la phénylthiohydantoine de l'acide aspartique 

reste au trait de départ. Il est révélé par le réactif de CHER- ( a  38) 

spécifique des hydantoïnes mais n'est pas révélé par le réactif à la ninhy- 

drine, la fonction NH n'étant plus libre. 
2 

Par contre, 1' c-phinyl-thiocarbamyl-lysine qui possède un 

Rf de 0,8 est révélée,à la fois, par la ninhydrine et par le réactif de 

CHER$ULLIEZ. 

Cet ensemble de résultats nous permet d'attribuer au . 
glycopeptide.COb le schéma suivant : 

Glycanne 

1 - Les schémas de structure des glycopeptides B et COb 
sont suffisamment différents pour que nous puissions conclure que les 2 

glycopeptides proviennent de points différents de la chaîne protéique de 

la transf errine , 

2 - La présence d'une cystéine en position C-terminale ne 
correspond pas à la spécificité de la trypsine, puisque cet enzyme coupe 

exclusivement les liaisons arginyl-et lysyl. Le glycopeptide B correspond 

donc 21 une séquence ?-terminale de la transferrine native. Nous devons donc 

retrouver ce résidu en position C-terminale dans la glycoprotéine native. 

Or SPIK, MONSIGNY et MONTREUIL (139), dans une étude comparative antérieure 

de la transferrine et de la lac to transferrine humaines, n' avaient identifié 

que le glycocolle, la proline et des traces de sérine en position C-terminale 



Figure 15 

Chromatographie sur papier Wbatman WI dana 1. agathe  - aolvunt 
a-butiilol/aci& acdt lguf  eau (421:s )pendant 15 heure6 hi plycopeptide COb 
rprer un cycle de P.T.H. 



but de confirmer l'hypothèse précédente et de montrer demi-résilu 

de cystine se trouvait en position C-terminale dans la transferrine native. 

III - RECHFlRCHE DES ACIDES AMINES TEFMINAUX 

- - - - 

DE LA TRANSFERRINE SERIQUE HUNAINE 

A - ACIDE AMINES C-TERMINAUX 
Ce résultat avait été obtenu en appLiquant à llapotransferrine 

la méthode d'hydrazinolyse dlAKAl?ûRI. Or celle-ci ne libère pas la cystine 

en position terminale. 

C'est pourquoi, nous avons appliqué la même méthode sur 

l'apotransferrine préalablement oxydée par l'acide performique et sur llapo- 

transferrine réduite, puis alkylée par l1 acide iodo-acétique (voir les 

schémas de principe des Figures 8 et 9 ; p.45 et 46 ). Dans le premier cas, 

llkydrazinolyse a libéré outre le glycocolle, la proline et une faible propor- 

tion de sérine, un résidu d' acide cystéique, 

Dans le deuxième cas, l'hydrazinolyse a détaché, outre les 

acides aminés déjà identifiés, un résidu de S-carboxyméthyl-cystéine. 

La transferrine sérique humaine possède donc bien, en position 

C-terminale, trois acides aminés : le glycocolle, la proline et la 

cys tine. 

Donc la molécule de transferrine possède au moins 3 chaînes 

peptidiques. 

D1qutre part, la présence parmi le produit de l'hydrazinolyse 

de 0,4 résidu de sérine p.mole de protéide (sPIK, MONSIGNY et MONTREUIL) 

(1 40) peut s ' expliquer soit par 1' existence d'une quatrième chaîne peptidique 
et, dans ce cas, on s'explique mal le déficit que l'on observe, soit par 

1 ' existence de deux Brafisferrines (voir, à ce su jet, JEPPSSON et SJOQUIST 

(141)), l'une possèdant la sérine en position C-terminale à la place de 

l'un des autres résidus. 



B - ACIDES AMIMES N-TERMINAUX 

Par contre, GREEN e t  FEENEY (1 42), BEZKOROVAINY (1 43 ) affirment 

que l a  transferrine e s t  constituée d'une seule chaîne peptidique. O r ,  il 

n'a é té  iden t i f i é  qu'un seul résidu amino acide en position IV-terminale : 

l a  valine. 

Nous avons effectué l a  dinitrophénylation sur l a  transferrine 

réduite e t  S-carboxyméthylée de façon à iden t i f i e r  un éventuel résidu de I 

.?>Y 
cystine en position N-terminale, Le dinitrophényl dérivé de l a  S-carboxyméthyl . 

'I-Q 

cystéine a é t é  recherché suivant l e  protocole préconisg par MOSCHETTO e t  

BISERTE (144). 

Nous avons uniquement iden t i f i é  l a  valine en position N-terminale. 

En conséquence, s i  l a  transferrine e s t  réellement constituée par plusieurs 

chafnes peptidiques, e l l e  doit  possèder des acides aminés N-substitués 

qu ' i l  s e r a i t  intéressant de mettre en évidence. 



CONCLUSIONS GE3lEn*Y:3 
i 

Les conclusions que nous pouvons t i r e r  de notre étude sur  l a  

transferrine humaine sont l e s  suivantes : 

1 - L'hydrolyse trypsique nous a permis d'atteindre l e  but que nous nous 

étions f ixé  : i so le r  deux glycopeptides, chacun portant un des deux groupements 

glucidiques. Ce résu l ta t  a é té  obtenu en fractionnant l e s  hydrolysats trypsiques 

de l a  transferrine. L'exploration de l a  structure des deux groupements 

glycanniques a ins i  séparés peut donc, à présent ê t re  envisagée. 

2 - Les eéquences Ser-Asn-Glycanne e t  Glycanne-Asn-Lys déterminées par SPIK 

(1 45) ; SPIK, MONSIGNY e t  MONTREXJIL (1 46) e t  par SPIK et  MONTREüIL (1 47), sont 

confirmés a in s i  que l 'existence de deux groupements glucidiques par mole de 

transf err ine  . 

3 - Dans l e  glycopeptide B l a  position l a  position du résidu de thréonine en 

B de l'asparagine l i é  du glycanne, du côté C-terminal de l a  chaîne peptidique 

confirme llhypaSi*se proposée par MONTREUIL en 1964 (1 48), puis par EYLAR en 

1965 (1 49), e t  par NmTBERGER en 1968 (1 50) selon LaqueJie ïa- 

présence d'un hydroxy-amino-acide en position B-.de l'asparagine e s t  nécessaire 

pour que l e  premier résidu de N-acétyl-glucosamine se f ixe  sur ce t t e  dernière. 

4 -Nous avons démontré qu'un résidu de cystine se trouvait en position C- 

terminale dans l a  transferrine sérique humaine. 

Ce résidu vient s 'ajouter aux résidus de glycocolle e t  de 

proline déjà m i s  en évidence. La transferrine possède donc une structure 

pluricaténaire. 

5 - Deux glycopeptides ont é té  isolés, dont la séquence en aminc-acides a été 

déterminée. Dans l ' un  d1 eux, l a  fraction glucidique e s t  con jugüée à un résidu 

d'asparagine voisin du résidu de demi-cystine qui se trouve en position 

C-terminale d'une des 3 chaînes peptidiques de l a  transferrine que nous avons 

caractérisées jusqu' à présent. 
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