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I N T R O D U C T I O N  
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Les glycoprotéines consti tuent une c lasse  de composés biolo- 

giques, dont l 'importance e s t  maintenant bien é t ab l i e ,  El les  résul tent  de l a  

conjugaison d'une f ract ion glucidique appelée glycanne avec une fraction pro- 

t idique.  

La s t ruc ture  moleculaire d'une glycoprotéine pose donc t r o i s  

problhmes : 

- celui  de l a  s t ruc ture  du glycanne, 

- ce lu i  de l a  s t ruc ture  du groupement protidique, 

- ce lu i  du point  d 'a t tache entre  l e  glycanne e t  l a  protéine. 

C'est  au premier problème que nous avons plus particulihrement . 

consacré nos recherches, dans l e  cadre d'un t r ava i l  r é a l i s é ,  en équipe, au l a -  

boratoi re  sur  La m6thodologie de l a  s t ruc ture  des glycannes. 

L'étude chimique des glycannes f a i t  in tervenir  un grand nombre 

de techniques qui permettent de déterminer successivement leur  composition en 

monosaccharides, l e  mode d'enchafnanent de ces derniers  e t  l e s  points d 9 a t t a -  

che des l i a i sons  glycosidiques. 

L'étude de l a  composition en monosaccharides d'un polysaccha- 

r i d e  ou d'un glycanne d'une glycoprotéine e s t  importante pour connaftre l a  na- 

t u r e  e t  l e s  proportions molaires de ces monosaccharides, mais e l l e  ne fourn i t  

aucun renseignement sur l a  s t ruc ture  de l a  molécule. O r ,  seule l a  détermination 

de l a  s t ruc ture  des groupements polysaccharidiques permettra de comprendre l e s  

a c t i v i t é s  biologiques de l a  glycoprotéine. Témoins, l e s  nombreuses glycoprotei- 

nes qui  entrent  dans l a  const i tu t ion des membranes ce l l u l a i r e s  où e l l e s  jouent 

un r b l e  important dans l a  cohésion t i s s u l a i r e  e t  dans l e s  phénomhnes innnuni- 

t a i r e s  : l a  paroi  des hQnaties humaines poss&de l e s  antigènes spécifiques des 

groupes sanguins A, B e t  O qui sont de nature glycoprotéique e t  dont l a  spé- 

c i f i c i t é  e s t  l i é e  B l a  s t ruc ture  m&ne de l a  séquence terminaledes groupements 

polysaccharidiques, De m h e ,  STAUB e t  TINELLI ( 1 ) a in s i  que HEIDELBERGER 

( 2 ) ont permis de préciser  que l a  spéc i f i c i t é  immunologique des polysaccha- 

r ides  des Pneumocoques é t a i t  l i é e  à certaines séquences oligosaccharidiques 

conune l a  l i a i son  acide glucuronique -(1 .II) 4)-glucose, spécifique du Pneumo- 

coque IIJI, 



Les r é s u l t a t s  des  recherches s u r  l a  s t r u c t u r e  des glycannes 

des  g lycopro té ines  sont  l e  f r u i t  de l ' a p p l i c a t i o n  de nombreuses techniques 

complémentaires : l 'oxydat ion périodique,  I 'hydro lyse  ac ide  p a r t i e l l e ,  l ' a -  

c é t o l y s e ,  l D h y d r o l y s e  enzymatique e t  l a  pem6thy la t ion .  Bien que c e t t e  tech- 

n ique  a i t  é t é  largement d é c r i t e  e t  appliquée à l ' é t u d e  de  l a  s t r u c t u r e  d t o l i -  

gosaccharides ou de polysaçchari  des ,  nous nous sommes rendu compte t r è s  v i t e  

que s a  t r anspos i t i on  A des hétéropolysaccharides,  connne l e s  glycoprotéines,  

p o s a i t  de  nombreux problèmes. Ains i ,  l a  p ro t é ine  joue un r61e p ro t ec t eu r  v i s -  

à -v is  des  agents  de méthylat ion.  La présence d'une propor t ion  élevée d 'ac ides  

aminés provoque une consommation t r è s  importante  de groupements méthylés q u i  

s e  f i x e n t  préfBrent ie l lement  s u r  l e s  fonc t ions  amines , hydroxyles e t  t h i o l s  

des  amino-acides e t  s u r  l e s  l i a i s o n s  pept id iques .  En o u t r e ,  l a  p ro t é ine  d i -  

minue l a  s o l u b i l i t é  dans l e s  so lvan t s  u t i l i s é s .  Nous nous s o m e s  donc e f f o r -  

cé ,  dans un premier temp.s, de  résoudre l e  problème de  l a  s u b s t i t u t i o n  quan- 

t i t a t i v e  des fonc t ions  hydroxyles des  monosaccharides p ré sen t s  dans l e s  gly-  

cannes des glycoprotéines.  Pu i s ,  après  avoir  p r é c i s é  l e s  condi t ions  du con- 

t r d l e  de  l a  perméthylat ion e.t de l 'hydro lyse  du glycanne perméthylé, nous dé- 

c r i r o n s  un procédé de fractionnement des  monosaccharides méthylés l i b é r é s  p a r  

hydrolyse du glycopep t i d e  perméthylé. Ce fractionnement e s t  r é a l i s é  en deux 

temps : sépa ra t ion  par  é lec t rophorèse  prépara t ive  s u r  papier  des monosaccha- 

r i d e s  methylés neu t r e s ,  bas iques  e t  ac ides ,  s u i v i e  d'un fractionnement des  

monosaccharides neut res  méthylés se lon  l e u r  degré de  s u b s t i t u t i o n ,  c ' es t -à -  

d i r e ,  en composés mono, d i ,  t r i  e t  té t raméthylés .  Enfin,  pour terminer c e t t e  

première p a r t i e ,  nous dec r i rons  l e s  techniques q u i  nous on t  permis d ' i s o l e r  

e t  d D i d e n t i f i e r  l e s  é t h e r s  méthyliques des monosaccharides neu t r e s  : galac-  

t o s e ,  mannose e t  fucose des osamines, en p a r t i c u l i e r  l a  glucosamine. 

Dans une deuxième p a r t i e ,  nous appliquerons l e s  techniques que 

nous avons mises au p o i n t  à l a  déterminat ion de  l a  s t r u c t u r e  des glycopept i-  

des  e t  à une s é r i e  d b l i g o s a c ç h a r i d e s ,  dans l e  cadre  d'un t r a v a i l  d 'équipe s u r  

l a  s t r u c t u r e  des olkgosaccharides de l ' u r i n e  e t  de  d ive r se s  glycoprotéines 

(ovomucoTde, orosomucuPde, t r a n s f e r r i n e ) .  

Nous Ferons précéder  l ' exposé  de  nos t ravaux par  une revue gé- 

n é r a l e  exhaus t ive  de l a  méthylat ion des g luc ides .  En e f f e t ,  de  nombreuses mé- 

thodes o n t  6 t é  publ iées  e t  n é c e s s i t e n t  l e u r  desc r ip t ion .  Quant aux techniques 

de  contrf3Le de l a  perméthylat ion de  rup tu re  des l i a i s o n s  glycosidiques des po- 

polysacchar ides  p e m é t h y l é s  e t  d ' i d e n t i f i c a t i o n s  des é t h e r s  méthyliques d é c r i -  

t e s  par  l e s  au teurs ,  e l l e s  s e ron t  r e p r i s e s  rapidement, en d iscuss ion ,  dans l a  



par t i . e  expérimentale.  

Les r é s u l t a t s  que nous avons o b t e ~ u s  o n t  f a i t  l ' o b j e t  de no- 

t e s  e t  m h o i r e s  su ivan t s  : 

1 - B ,  FOURNET, G. TAKEFCKART, J. BROHON e t  J. MONTREUIL; Etudes s u r  l e s  gly-  

copro té ines .  XXXIV - S t r u c t u r e  de  mannobioses i s o l é s  des hydro lysa ts  ac i -  

des p a r t i e l s  de  l 'orosomucoîde e t  de  l'ovomucoîde., Bull .  Soc. Chim. B io l . ,  

1968, 50, 7-8, 1351.. 

2 - J. MONTREUIL, M. MONSIGNY, G. SPIK, N. DUQUESNE, A. CHERON, J. DESCAMPS 

e t  B. FOURNET - Etudes su r  l e s  glycoprotéines.  XXXV - Procédés d'explora- 

t i o n  d e  l a  l i a i s o n  glucide-pept ide dans l e s  glycoprot ides .  Hypothèse d'un 

codage pa r  l e s  chafnes pept id iques  du p o i n t  de conjugaison des  groupements 

glycanniques.,  Z.  physiol .  Chan., 1969, 350, 664. 

3 - B. FOURNET e t  J. MONTREUIL ; Recherches s u r  l e s  g lycopro té ines .  XLIV - 
I d e n t i f i c a t i o n  des monosaccharides p ré sen t s  sous l a  forme d e  dér ivés  0- - 
méthylés dans l e s  hydro lysa ts  de  glycannes perméthylés., C.R. 6ème Symp. 

I n t e r n .  Chromat. Electroph. Bruxel les ,  1970, Presses  Eur. éd., Bruxel les ,  

1971, p.  248. 

4 - B. BAYARD, B. FOURNET e t  G. STRECKER - P a r t i a l  hydro lys is  and a c e t o l y s i s  

of g lycopro t ides .  Abs t rac ts  7 th  Meeting FEBS, VARNA 1971, Bulgarian Bio- 

chernical and Biophysical Soc ie ty  éd., 1971, 219. 

5 - B. BAYARD, B. FOURNET, S. BOUQUELET, G. STRECKER, G. SPIK e t  J. MONTREUIL ; 

Etude s u r  l e s  glycoprotéines.XLIX - Isolement  e t  s t r u c t u r e  des  o l igosac-  

char ides  d e  l a  f r a c t i o n  n e u t r e  des  acé to lysa t s  de  glycopept ides  de l 'ovo- 

mucoîde. Carbohyd. Res. (sous p re s se ) .  

6 - B. FOURNET e t  J. MONTREUIL ; Procédé d ' i d e n t i f i c a t i o n  e t  d e  p répa ra t ion  

en phase gazeuse des  é the r s  d i ,  t r i  e t  té t raméthyl iques de  l'a-méthyl-D - - 
mannoside. J. Chromatog,, (sous p re s se ) .  



G E N E R A L I T E S  --------------------- ..................... 

Nous exposerons, dans c e  chapi t re ,  nos connaissances ac tue l l es  

sur  l a  méthylation des molécules glucidiques. 



LES PROCEDES DE PERBEl3iYLA'I-TON DES GLUCIDES 

1 - PROCEDE DE PURDIE e t  IRVINE ( 3 ) 

A - Pr inc ipes  

Les premiers  t ravaux su r  l a  méthylat ion on t  é t é  communiqués en 

1902 pa r  PURDIE et: IRVINE à l a  B r i t i s h  Associat ion.  Un an après ,  ces deux au- 

t e u r s  ( 4 ), sous l e  t i t r e  "The Alkylat ion of  sugars",  pub l i a i en t  l a  première 

méthode d e  méthylat ion des sucres .  Ces au t eu r s  o n t  essayé,dans un premier 

temps, d e  t ransposer  l e s  condi t ions  u t i l i s é e s  pa r  IRVINE en 1901. ( 5 ) pour 

méthyler l e  s a l i cy l a ldéhyde  en u t i l i s a n t  l 'oxyde d 'a rgent  e t  l ' i o d u r e  de  mé- 

t h y l e  pour l b l k y l a t i o n  des o ses .  Les r é s u l t a t s  obtenus par  l e s  au teurs  o n t  

é t é  décevants.  En e f f e t ,  lo rsque  l 'oxyde d 'a rgent  est a jou té  à l a  s o l u t i o n  mé- 

thanol ique  de  glucose contenant  l ' a g e n t  de  méthylat ion : l ' i o d u r e  de méthyle,  

l e  monosaccharide e s t  d 6 t r u i t  p a r  oxydation e t  l e s  au t eu r s  i s o l e n t  parmi l e s  

p rodu i t s  d e  dégradat ion,  de l f o x a l a t e  de  méthyle. L ' u t i l i s a t i o n  de  l ' i o d u r e  

d ' é t h y l e  dans l e s  mêmes condi t ions  conduit  aux mêmes r é s u l t a t s .  

Pour é v i t e r  ces  r éac t ions  d'oxydation; il f a l l a i t  donc masquer 

l a  fonc t ion  r é d u c t r i c e  e t  t r a v a i l l e r  su r  l e  méthyl-glycoside. Dans c e  c a s ,  l e  

méthyl-glucoside d i s sous  dans l e  méthanol r é a g i t  rapidement avec l ' i o d u r e  de  

méthyle en prgsence d'oxyde d 'a rgent .  Le s i r o p  visqueux obtenu après  él imina-  

t i o n  des r é a c t i f s  e s t  so lub le  dans l ' é t h e r ,  n ' a  pas  d ' ac t ion  s u r  l a  l i q u e u r  

d e  Fehl ing e t  d i s t i l l e  sous v i d e  sans s e  décomposer. Dans ces  condi t ions ,  l e s  

au teurs  obt iennent ,  p r inc ipa lement ,  un méthyl-tri-g-méthyl-glucoside. La quan- 

t i t é  de méthyl-tétra-2-méthyl-glucoside e s t  encore f a i b l e  quand l a  méthylat ion 

e s t  r é a l i s é e  avec de  l a r g e s  q u a n t i t é s  de r é a c t i f s .  Ce t  échec dans l a  s u b s t i t u -  

t i o n  q u a n t i t a t i v e  d e  t o u t e s  l e s  fonc t ions  hydroxyles e s t  dO au f a i t  que l a  

r é a c t i o n  s e  déroule  constarmnent dans l e  méthanol. O r ,  en présence de l ' i o d u r e  

d e  méthyle, nous avons l ' é q u i l i b r e  : 

q u i  e s t  déplacé v e r s  l a  d r o i t e  en présence d'oxyde d 'a rgent  e t  d 'un excès 

d ' iodure  d e  méthyle. Au l i e u  d e  s e r v i r  à l a  méthyla t ion  du méthyl-glucoside, 

une p a r t i e  de  l ' i o d u r e  de  méthyle e s t  u t i l i s é e  pour méthyler l e  solvant .  C e t t e  . 
r é a c t i o n  concurrente  impose une l i m i t e  à l a  méthyla t ion  e t  c o n s t i t u e  l e  p r i n c i -  

p a l  f a c t e u r  qui  s 'oppose, dès  l e  dépar t ,  2t une pennéthylat ion du monosaccharide. 



Cependant, l a  perméthylat ion peut  ê t r e  r é a l i s é e  en t i r a n t  p a r t i  du f a i t  que 

l e s  g lucos ides ,  p a r t i e l l e m e n t  méthylés obtenus pa r  ce  premier cyc l e  de mé- 

t h y l a t i o n ,  son t  par fa i tement  so lubles  dans l ' i o d u r e  de méthyle. La s o l u t i o n  

des é t h e r s  méthyliques dans l ' i o d u r e  de  méthyle r é a g i t  rapidement avec l 'oxy-  

de  d ' a rgen t  e t  l e  méthyl-tétra-9-méthyl-glucoside peut  ê t r e  préparé.  Le s i r o p  

a i n s i  obtenu bout  à 144-145" sous 17 m de mercure. L 'hydrolyse du p rodu i t  

obtenu f o u r n i t  du perméthyl-glucose q u i  d i s t i l l e  à 182-185"Csous 20 rmn de mer- 

cure.  Le d i s t i l l a t  c r i s t a l l i s e  en longues a i g u i l l e s  dont l e  p o i n t  de fus ion  

e s t  de  81-83°C. 

B - Protocole  expérimental o r i g i n a l  de  PURDIE e t  IRVINE 

11 nous a  paru  i n t é r e s s a n t ,  B t i t r e  h i s t o r i q u e ,  de d é c r i r e  l e s  

méthodes o r i g i n a l e s  des anciens au teurs ,  mais,  a f i n  d ' é v i t e r  d ' a l o u r d i r  n o t r e  

t e x t e ,  nous l e  f e rons  f i g u r e r  dans l ' appendice  technique ( v o i r  p.246 ). C e t t e  

technique de méthyla t ion  a  permis aux au teu r s  de  s y n t h é t i s e r  l e  perméthyl- 

glucose qu i  c o n s t i t u a i t  l e  premier monosaccharide méthylé pur ,  i s o l é  à l ' é t a t  

c r i s t a l l i s é .  

C - Applicat ions d e  l a  méthode de méthylat ion 

Dès c e t t e  époque, ces  au t eu r s  appl iquérent  l e u r  méthode de mé- 

t h y l a t i o n  à l ' é t u d e  de l a  s t r u c t u r e  des  monosaccharides : s t r u c t u r e  cyc l ique  

de l ' o s e ,  anomèrie a e t  p, e t  des o l igosacchar ides  : déterminat ion des po in t s  

d ' a t t a c h e  des l i a i s o n s  os id iques .  

C ' e s t  a i n s i  que dans l e  même mémoire o r i g i n a l  décr ivant  l e u r  

méthode de méthylat ion,  PURDIE e t  IRVINE ( 6 ) appliquent  l e u r  procédé au su- 

c r e  de  canne. Les condi t ions  opé ra to i r e s  é t a i e n t  peu d i f f é r e n t e s  de c e l l e s  

d é c r i t e s  pour l a  méthyla t ion  du méthyl-a-glucoside. 

Une mole de suc re  de canne d i s s o u t e  dans 3 m l  d 'eau chaude e s t  

addi t ionnée  à 20 m l  de  méthanol. 20 moles d ' i odure  de  méthyle e t  10 moles 

d'oxyde d 'a rgent  son t  a jou tées  par  p e t i t e s  po r t ions  à l a  so lu t ion .  Lorsque 

tous  l e s  r é a c t i f s  son t  addi t ionnés ,  l e  mélange r éac t ionne l  e s t  chauffé  q u a t r e  

heures .  Après re f ro id issement ,  on f i l t r e  e t  l e s  s e l s  d 'a rgent  sont  l avés  par  

du méthanol. La s o l u t i o n  de  sucres  méthylés e s t  évaporée e t  l e  r é s i d u  soumis 

à deux nouveaux cyc le s  de méthylat ion dans l e s  mêmes condi t ions .  Enfin,  l a  

d e r n i è r e  r é a c t i o n  d e  méthylat ion e s t  e f f e c t u é e  sans  méthanol. 

L 'hydrolyse d e  l ' o l i gosaccha r ide  méthylé par  de l ' a c i d e  chlo- 

rhydrique à 1 , 5  p .  100 pendant 30 mn f o u r n i t ,  ap rè s  p u r i f i c a t i o n ,  des  c r i s -  



taux de tétra-Q-méthyl-glucose, la partie non cristallisée contenant fort pro- 

bablement le tétra-Q-méthyl-fructose. 

En 1904, PURDIE et I R V I N E  ( 7 j Studient les propriétés opti- 

ques du inéthyl-tétra-Q-méthyl-glucoside et du tétra-2-méthyl-glucose. Ils démon- 

trent que 70 p. 100 du méthyl-tétra-Q-méthyl-B-glucoside sont formés par ac- 

tion du mélange méthanol/'chlorhydrique sur le tétra-2-méthyl--glucose alors que 

la même réaction sur le glucose pr~duit~préférentiellement, le dérivé méthyl- 

a-glucoside. De même,ces auteurs observent une différence dans les vitesses 

d'hydrolyse des dérivés méthyl-tétra-2-méthyl-a et B-glucosides, l'anomère 

p étant hydrolysé plus rapidement que l'anomère a. 

"La même année, IRVTNE et CAMERON ( 8 ) publient les résultats 

qu'ils obtiennent sur la méthylation du galactose. Les conditions expérimen- 

tales (méthylation dans le méthanol à 'L'aide de l'iodure de méthyle et de 

l'oxyde d'argent) étaient identiques à celles utilisées pour perméthyler le 

méthyl-a-glucoside. Les observations effectuées sur les dérivés méthyl-tétra- 

O-méthyl-a et B-galactosides comme les vitesses d'hydrolyse par l'acide chlo- - 
rhydrique, concordent avec celles décrites au sujet des méthyl-tétra-Q-méthyl- 

glucosides. 

En 1905, PURDIE et IRVINE ( 9 ) utilisent le tétra-Q-méthyl- 

glucose comme monosaccharide de départ dans la synthèse d'un disaccharide octa- 

O-méthylé. La réaction est effectuée par chauffage du tétra-Q-méthyl-glucose - 
dans l'éther contenant 0,4 p. 100 d'acide chlorhydrique ou dans le benzéne con- 

tenant 0,25 p. 100 d'acide chlorhydrique. Après purification, le résidu obtenu 

ne réduisait plus la liqueur de Fehling et contenait le mélange des disaccha- 

rides glc(lrclicl)glc non réducteurs. Dans la même publication, ces deux au- 

teurs'déerivent la préparation de l'octa-2-méthyl-saccharose et de l'octa- 

O-méthyl-maltose B partir de ces deux disaccharides. - 
La même année, IRVINE et MOODIE (10 ) travaillant sur le man- 

nose signalent, des cette époque, des différences de comportement entre ce mo- 

nosaccharide, le galactose et le glucose. Ainsi, l'action du mélange méthanol/ 

chlorhydrique sur le perméthyl-mannose fournit, presque exclusivement, le 

méthyl-tétra-2-méthyl-a-mannoside alors que le même traitement réalisé sur les 

dérivés perméthylés du glucose et galactose fournit le mélange des deux anomè- 

res. 

IRVINE et ROSE ( 11) en 1906 appliquent le protocole de méthy- 

lation à un glucoside : la salicine (ou salicoside). Ils obtiennent une penta- 



O-méthyl-sal ic ine qui  c r i s t a l l i s e  (poin t  de fus ion  : 62-64"] e t  q u i ,  par  hy- - 
dro lyse ,  f o u r n i t  l e  perméthyl-glucose. 

En 1907, PURDIE e t  PAUL ( 12)  pub l i en t  l e u r s  r é s u l t a t s  sur  l a  

méthylat ion d ' un  cé tose  : l e  f r u c t o s e .  Les méthodes de  prépara t ion  de l % t h e r  

perméthylique sont  i den t iques  à c e l l e s  appl iquées pa r  PURDIE e t  I R V I N E  (13 ) 

en 1903 au méthyl-a-glucoside. Cependant, l e s  au t eu r s  mentionnent l a  grande 

d i f f i c u l t é  q u ' i l s  ont r encon t r ée  pour c r i s t a l l i s e r  l e  méthyl-tétra-2-méthyl- 

f r u c t o s i d e .  Leur a r t i c l e  e s t  i n t é r e s s a n t  c a r  il f a i t  l e  po in t  des  connaissan- 

ce s  s u r  l e s  p r o p r i é t é s  des  méthyl-tétra-2-méthyl-hexosides syn thé t i s é s .  A ins i ,  

l e s  au teurs  remarquent que l a  s u b s t i t u t i o n  des groupements hydroxyles des mo- 

nosaccharides l o r s  de l a  r é a c t i o n  de méthylat ion ne  change pas considérablement 

l e  pouvoir r o t a t o i r e  de c e  d e r n i e r .  Par  exemple, l e  glucose a  un pouvoir r o t a -  

t o i r e  de + 106", l 'anomère a  du tétra-2-méthyl-glucose a  un pouvoir r o t a t o i r e  

de + 101". C e t t e  remarque s e  v é r i f i e  dans l e  cas  du f r u c t o s e  ; l e  cétohexose 

ayant  un pouvoir r o t a t o i r e  de  - 104", son dé r ivé  perméthylé : - 124". La deu- 

xième remarque concerne l e  taux  r e l a t i f  de  synthèse des  anomères a  e t  l o r s  de  

l a  méthylos ida t ion .  Ains i ,  l e s  dé r ivés  pennéthylés des  hexoses e t  du f r u c t o s e  

donnent p ré fé ren t i e l l emen t  l 'anornère a  lo rsque  l a  méthylos ida t ion  e s t  e f f e c t u é e  

avec l e  mélange méthanol/chlorhydrique a l o r s  q u ' i l  s e  forme l 'anomère s i  l a  

r é a c t i o n  e s t  conduite  dans l e s  condi t ions  de  méthylat ion : iodure  de méthyle 

e t  oxyde d ' a r g e n t .  

I l  convient ,  e n f i n ,  de s i g n a l e r  l ' u t i l i s a t i o n  de  l a  méthode d e  

PURDIE e t  IRVINE dans l a  méthyla t ion  des o l igosacchar ides  ou des  polysacchari-  

des  pa r t i e l l emen t  méthylés.  Ce procédé e s t  largement u t i l i s é  pour compléter l a  

s u b s t i t u t i o n  des  fonc t ions  hydroxyles après  un premier cyc le  de  méthylat ion dans 

l e s  condi t ions  des au t eu r s  précédemnent c i t é s  ou ap rès  d ' a u t r e s  méthodes de  mé- 

t h y l a t i o n  comme dans l e  mode o p é r a t o i r e  de KUHN, BAER e t  GAUHE ( 1 4 )  qui  f o n t  

s u i v r e  l e  premier cyc le  de rnéthylation dans l a  diméthylformamide, iodure  de  mé- 

t h y l e ,  oxyde d ' a rgen t  de  p l u s i e u r s  cyc les  à r e f l u x  dans l ' i o d u r e  de  méthyle e t  

l ' oxyde  d ' a rgen t .  Le p ro toco le  expérimental e s t  l e  su ivant  : l e  polysaccharide 

pa r t i e l l emen t  méthyle e s t  d i s sous  dans 1 à 4 f o i s  son poids d ' i odure  de méthyle.  

On a j o u t e  éventuellement de  l ' a c é t o n e  ou du méthanol s i  l e  composé s e  d i s s o u t  

d i f f i c i l e m e n t .  La so lu t ion ,addi t ionnée  de s u l f a t e  de  calcium ou de s u l f a t e  de  

sodium anhydre pour a s su re r  l a  déshydra ta t ion  du m i l i e u ,  e s t  e n s u i t e  chauffée 

à r e f l u x  e t  sous a g i t a t i o n  pendant 12 à 20 heures .  Pendant c e t t e  pér iode,  q u a t r e  

ou c inq  add i t i ons  d'oxyde d ' a r g e n t ,  fraîchement préparé ,  correspondant B 2 à 4 



f o i s  l e  poids du p r o d u i t  de dépa r t ,  sont  e f f ec tuées  t o u t e s  l e s  t r o i s  à q u a t r e  

heures .  Le mélange r e f r o i d i  e s t  ensu i t e  f i l t r é  e t  l e  f i l t r e  e s t  l a v é  avec du 

chloroforme. Le f i l t r a t  e s t  évaporé à sec  e t  peu t  ê t r e  red issous  dans l ' i o d u r e  

de  méthyle pour ê t r e  soumis à un nouveau cyc le .  

D - Conclusions 

En conclusion,  nous pouvons d i r e ,  à propos de c e t t e  première 

méthode de  méthylat ion,que s i  des  monosaccharides ou des o l igosacchar ides  o n t  

pu ê t r e  perméthylés,  l e  rendement de  l a  r é a c t i o n  e s t  t r è s  f a i b l e .  La cause d e  

c e  demi échec e s t  l ' u t i l i s a t i o n  du méthanol comme so lvant  de méthylat ion.  Pour 

augmenter l e  degré de  méthyla t ion  d'un monosaccharide ou d'un polysaccharide,  

il f a u t  donc s ' a d r e s s e r  à un so lvant  a u t r e  que l e  méthanol. 

En 1915, HAWORTH a montré que l a  méthylat ion peut s ' accompl i r  

de  manière s a t i s f a i s a n t e  en mi l i eu  aqueux en prenant  l e  s u l f a t e  de  méthyle com- 

me agent méthylant.  

11 - PROCEDE DE HAWORTH ( 15 ) 

A - Pr inc ipe  

Le procédé o r i g i n a l  de méthylat ion despolysaccharides d o i t  

ê t r e  a t t r i b u é  à DENHAM e t  WOODHOUSE ( 16 ) q u i ,  en 1913, u t i l i s è r e n t  l e  s u l f a t e  

de  méthyle comme agent  de  méthylat ion de l ' a l c a l i - c e l l u l o s e .  Ce t t e  " p r i s e  de  

da te"  e s t  mentionnée dans l a  revue généra le  s u r  l a  méthylat ion des polysaccha- 

r i d e s  pub l i ée  en 1922 p a r  IRVINE,  STEELE e t  SHANNON ( 17 ). Dans l e u r  premier 

a r t i c l e ,  RENHAM e t  WOODHOUSE p r é c i s a i e n t  que l a  méthylat ion de l a  c e l l u l o s e  

pouvait  ê t r e  e f f ec tuée  pa r  l e  s u l f a t e  de méthyle après  q u ' e l l e  a i t  é t é  impré- 

gnée dans une s o l u t i o n  d e  soude à 15 p.  100. La c e l l u l o s e  méthylée g a r d a i t  s a  

s t r u c t u r e  f i b reuse ,  mais ,  su ivant  l e  degré c r o i s s a n t  de  méthylat ion,  l a  substan- 

c e  séchée devenai t  d e  p l u s  en p l u s  rugueuse. 

L 'année su ivante ,  ce s  mêmes au teu r s  ( 18 ),  par  hydrolyse de l a  

c e l l u l o s e  méthylée, i s o l e n t  un d é r i v é  t r i -méthylé  du glucose q u ' i l s  parvien-  

nent à c r i s t a l l i s e r .  Ce dé r ivé  t r i -méthylé  unique e s t  en faveur d 'une  s t r u c t u r e  

"symétrique" de l a  c e l l u l o s e .  La s t r u c t u r e  exac t e  de ce  t r iméthyl  glucose n ' a  

pas é t é  é luc idée .  Les q u a t r e  s t r u c t u r e s  p o s s i b l e s  pour c e  dér ivé  t r imé thy lé  

sont  données dans l a  f i g u r e  1 ( p. 10). Le d é r i v é  t r iméthylé  i s o l é  de l a  ce l -  

l u l o s e  ne  donne pas d 'osazone,  l a  s t r u c t u r e  1 e s t  donc exclue. Un d é r i v é  t r i-  
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Structures des dériv6s triméthylés du glucose selon 

DENHAM et WOODHOUSE (1914) (19) et du saccharose selon HAWORTH et 

LAW (1916) ( 2 0 ) .  



méthylé ayant l a  s t r u c t u r e  II préparé  par  I R V I N E  e t  D I C K  a  des p rop r i é t é s  d i f -  

f é r e n t e s  du d é r i v é  t r imé thy lé  i s o l é  de l a  c e l l u l o s e .  Les deux s t r u c t u r e s  pro-  

pos6es par  l e s  au teurs  pour l e  de r ivé  t r iméthylé  i s o l é  de l a  c e l l u l e  sont  donc 

l e s  fomiules III e t  I V .  

En 1915, HAWORTH ( 21) p u b l i a  "A new method of preparing a lky-  

l a t e d  sugars".  L e  p o i n ~  Lmporcant de ~ + : t t e  inéthode esC que l e s  sucres réduc- 

t e u r s , a u s s i  b i e n  l e s  monosaccharides que l e s  disaccharides l o r s q u ' i l s  sont d i s -  

sous dans une base e t  t r a i t é s  avec l e  s u l f a t e  de méthyle,  sont  conver t i s  dans 

un premier temps en l e u r s  méthyl-glycosides.  Dans un deuxième temps, commence 

l a  s u b s t i t u t i o n  des hydroxyles a lcool iques .  Ceci e s t  extrêmement précieux l o r s -  

que l ' o n  connaî t  l e s  d i f f i c u l t é s  que l ' o n  rencontre  dans l a  prépara t ion  des  

g lycos ides  de  d i s a c ~ h a r i d e s ~ p a r  exemple. C ' e s t  a i n s i  qu ' a  p a r t i r  de c e t t e  d a t e  

des  d isacchar ides  corne l e  l a c t o s e ,  l e  maltose e t  l e  c e l l o b i o s e  ont  pu ê t r e  

é tud ié s .  

B - Protocole  expérimental o r i g i n a l  de HAWORTH 

La technique o r i g i n a l e  de méthylat ion se lon  HAWORTH e s t  d é c r i t e  

dans l ' appendice  technique ( v o i r  p .  2 4 7 ) .  Dans c e t t e  pub l i ca t ion ,  l ' a u t e u r  ap- 

p l i q u a i t  son procédé à l a  méthy1.ation du saccharose, du méthyl-a-glucoside, du 

méthyl-mannoside, du méthyl-galactoside e t  du mannitol .  Dès c e t t e  époque, 

l ' a u t e u r  c o n s t a t e  que c e r t a i n s  hydroxyles du mannitol sont  p ré fé ren t i e l l emen t  

s u b s t i t u é s  e t  q u ' a i n s i  des  p rodu i t s  i n t e rméd ia i r e s ,  correspondant à des é t h e r s  

sous-méthylés, peuvent ê t r e  i s o l é s  e t  déf in i t ivement  c a r a c t é r i s é s .  Pour c e  q u i  

e s t  du saccharose,  l e s  condi t ions  d é c r i t e s  p lus  haut  permettent  d 'ob ten i r  

l 'hepta-0-méthyl-saccharose, - HAWORTH u t i l i s e  a l o r s  l e  procédé de  PURDIE e t  

IRVINE à l ' i o d u r e  de méthyle oxyde d ' a rgen t  pour i s o l e r  l'octa-0-méthyl-sucrose. - 
Des modi f ica t ions  ont  é t é  apportées au procédé o r i g i n a l  de 

HAWORTH pour l a  méthylat ion des monosaccharides. Ains i ,  WEST e t  HOLDEN ( 2 2 )  en 

1934, dans l e u r  pub l i ca t ion  s u r  l a  prépara t ion  du tétra-c-méthyl-glucose, pro- 

posent  une méthode qui  permet d ' o b t e n i r ,  avec de bons rendements, c e t  é t h e r  mé- 

t hy l ique  en 8 à 10 heures .  Pour c e  f a i r e ,  l e s  au teurs  modif ient ,  d'une p a r t ,  l e  

procédé de méthylat ion,  e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  l e s  condi t ions  d 'hydrolyse du méthyl- 

tétra-2-méthyl-glucoside. Le glucose ou l e  méthyl-gluc.oside sont  méthylés com- 

plétement e t  rapidement pa r  t r a i t emen t  avec une s o l u t i o n  de s u l f a t e  de méthyle 

dans l e  t é t r a c h l o r u r e  de  carbone e t  une s o l u t i o n  de soude B 60 p .  100. Les 

condi t ions  expérimentales sont  l e s  su ivantes  : 25 g  de glucose sont  dissous 

dans 15 m l  d ' eau  e t  i n ~ r o d u i t s  dans un f lacon  muni d ' un  a g i t a t e u r  mécanique, 



d 'un  condenseur e t  de deux ampoules renfermant l e s  r é a c t i f s  de méthylat ion e t  

plongé dans un bain-marie r é g l é  à 55°C. Rapidement e t  sous a g i t a t i o n  énergique, 

90 m l  de s u l f a t e  de méthyle dans 125 m l  de t é t r a c h l o r u r e  de carbone son t  a l o r s  

addi t ionnés  à l a  s o l u t i o n  de  monosaccharide. Pu i s ,  400 m l  de soude à 60 p. 100 

son t  addi t ionnés  g o u t t e  à gou t t e  jusqu 'à  ce que l e  t é t r a c h l o r u r e  de carbone 

a i t  c e s sé  de d i s t i l l e r  c e  qu i  e s t  généralement r é a l i s é  en 20 rnn , p u i s ,  p lus  

rapidement pour l e s  70 à 90 m l  de soude r e s t a n t s .  La température monte a l o r s  

rapidement e t  e s t  maintenue à 70-75'C. 16 m l  de s u l f a t e  de méthyle sont  addi- 

t ionnés  à r a i s o n  de 3 à 4 gou t t e s  par  seconde, Après l ' a d d i t i o n  de t o u t  l e  su l -  

f a t e  de  méthyle,  l e  bain-marie e s t  p o r t é  à é b u l l i t i o n  pendant 30 mn . Après 

re f ro id issement ,  l e  méthyl-tétra-0-méthyl-glucoside - e x t r a i t  par  l e  ch lorofor -  

me (4 f o i s  150 m l ) , e s t  d i s t i l l é  sous p re s s ion  r é d u i t e  (0,15 mm) à une tempéra- 

t u r e  de  88-90°C. 

C e t t e  modi f ica t ion  à l a  technique o r i g i n a l e  de HAWORTH e s t  i n -  

t é r e s s a n t e  c a r  e l l e  condui t  en une s e u l e  é tape  à l ' o b t e n t i o n  du d é r i v é  permé- 

t h y l é .  E l l e  a  d ' a i l l e u r s  é t é  u t i l i s é e  par  CUTLER, HAWORTH e t  PEAT ( 2 3 )  pour 

p répa re r  l e  m é t h y l - 2 - a c é t a m i d o - 2 - d e s o x y - 3 , 4 , 6 - t r i - ~ i n i d e  - 

avec un rendement de 90 O / ,  pa r  méthylat ion dans l e  t é t r a c h l o r u r e  de carbone 

du méthyl-2-acétamido-2-désoxy-3,4,6-tri-~-acétyl-~-Q-glucosaminide. - 

C - Applicat ions de l a  méthode de méthylat ion 

La méthode de HAWORTH marque un progrès  c e r t a i n  par  rappor t  à 

c e l l e  de PURDIE e t  IRVINE, s u r  l e s  po in t s  su ivan t s  : 

1 - Comme nous l ' avons  p r é c i s é  précédemment, e l l e  e s t  directement app l i cab le  

aux monosaccharides e t  o l igosacchar ides .  

2 - Le taux de méthyla t ion  e s t  accru,  c e  qu i  s e  mani fes te  par  l ' a p p a r i t i o n  de 

monosaccharides perméthylés.  

3 - Les r é a c t i f s  u t i l i s é s  sont  moins onéreux. 

Il n ' e n  demeure pas moins que l a  perméthylation e s t  l o i n  d ' ê t r e  

t o t a l e  e t  q u ' a i n s i  de t r è s  nombreuses modi f ica t ions  à l a  méthode o r i g i n a l e  ont  

6té d é c r i t e s  pour essayer  de  r é a l i s e r  une s u b s t i t u t i o n  t o t a l e .  C ' e s t  a i n s i  que 

l a  méthode de HAWORTH e s t  u t i l i s é e  pour r é a l i s e r  une méthylat ion p a r t i e l l e  d 'un  

o l igosacchar ide  qu i  e s t  e n s u i t e  parachevée à l ' a i d e  d 'un cyc le  de méthylat ion 

su ivan t  l a  méthode de PURDIE e t  IKVINE à l ' i o d u r e  de méthyle, oxyde d ' a rgen t .  

Cependant, l e  procédé à l a  soude s u l f a t e  de méthyle permet d ' e f f e c t u e r  l a  mé- 

t h y l a t i o n  t o t a l e  d 'un  o l igosaccha r ide  dans c e r t a i n e s  condi t ions  expérimentales 

q u i  v a r i e n t  avec l a  n a t u r e  de  l a  molécule. Nous déc r i rons ,  successivement, l e s  



procédés de méthylat ion p a r  l e  s u l f a t e  de méthyle des o l igosacchar ides ,  des 

polysaccharides e t  des g lycopro té ides .  

1 - Méthylat ion des o l igosaccha r ides  

Dans son mémoire o r i g i n a l ,  HAWORTH ( 24 ) applique son procédé 

de  méthylat ion au saccharose.  Il remarque que l ' u t i l i s a t i o n  de l a  soude e t  du 

s u l f a t e  de méthyle seu ls  n e  permettent  pas  d ' o b t e n i r  du saccharose perméthylé. 

Dans c e  ca s ,  l a  méthylat ion e s t  po r t ée  à son terme à l ' a i d e  de l ' i o d u r e  de mé- 

t h y l e  e t  de l ' oxyde  d ' a rgen t .  

En 1916, HAWORTH e t  LAW ( 25 ) pub l i en t  l a  première d 'une  s é r i e  

de notes  su r  l a  c o n s t i t u t i o n  des d isacchar ides .  I l s  proposent une s t r u c t u r e  

du saccharose (Fig.  1 ; p.10 1 ,  dans l a q u e l l e  l e s  deux monosaccharides sont 

l i é s  par  l e u r  fonc t ion  r é d u c t r i c e ,  l e  glucose ayant un pont oxydique de type 

"butylène oxyde'' e t  l e  f r u c t o s e  un pont oxydique de  type "éthylène oxyde". 

En 1918, HAWORTH e t  LEITCH ( 26)  pub l i en t  l e s  r é s u l t a t s  concer- 

nant  l e  l a c t o s e  e t  l e  mél ib iose .  Les condi t ions  expérimentales de  méthylat ion 

du l a c t o s e  son t  l e s  su ivan te s  : 30 g de  l a c t o s e  sont  d i ssous  dans une quant i-  

t é  minimale d 'eau  chaude e t  i n t r o d u i t s  dans un f lacon  muni d 'un  a g i t a t e u r  mé- 

canique e t  d 'un condenseur. La s o l u t i o n  e s t  e n s u i t e  r e f r o i d i e  à 30°C. 114 m l  

de  s u l f a t e  de  méthyle e t  111 g de soude d issous  dans 210 m l  d 'eau son t  addi- 

t ionnés  su ivant  l e  pro tocole  su ivant  : 14 m l  de s u l f a t e  de méthyle pu i s  26 m l  

de  l a  so lu t ion  de soude s o n t  i n t r o d u i t s ,  gou t t e  à gout te ,  sous a g i t a t i o n  éner- 

gique pour é v i t e r  une concent ra t ion  l o c a l e  é levée  d ' a l c a l i .  La température e s t  

e n s u i t e  amenée à 40°C e t  une nouvel le  a d d i t i o n  de  14 m l  de s u l f a t e  de  méthyle 

e s t  e f fec tuée ,  s u i v i e  de c e l l e  de 26 m l  de l a  s o l u t i o n  de soude a jou tée  gou t t e  

à gou t t e .  L ' a g i t a t i o n  e s t  e n s u i t e  maintenue une n u i t  à température o r d i n a i r e .  

Lorsque l ' o n  reprend l a  manipulat ion,  l e  lendemain, l e s  p r o p r i é t é s  r éduc t r i ce s  du 

suc re  ont  d i spa ru .  La température e s t  a l o r s  po r t ée  à 60°C e t  une nouvel le  mé- 

t h y l a t i o n  e s t  r é a l i s é e  avec 43 m l  de s u l f a t e  de méthyle e t  79 m l  de  l a  s o l u t i o n  

' d e  soude. Le r e s t e  des r é a c t i f s  e s t  addi t ionné  à 70°C, dans l e  même ordre ,  l ' a g i -  

t a t i o n  é t a n t  maintenue durant  t ou te  l ' o p é r a t i o n .  Finalement, l a  température 

e s t  montée à 100°C pendant une demi-heure pour décomposer l ' e x c è s  de  s u l f a t e  

de  méthyle. La s o l u t i o n  r e f r o i d i e  e s t  e x t r a i t e  pa r  l e  chloroforme. La phase o r -  

ganique, séchée, e s t  d i s t i l l é e  sous p re s s ion  r é d u i t e  ce  qu i  f o u r n i t  qua t r e  f r a c -  

t i o n s .  La f r a c t i o n  1 passe  à 160-190°C sous 0 , 2  mm de mercure, l a  f r a c t i o n  11 

d i s t i l l e  à 193°C sous 0 ,22  mm de mercure, l a  f r a c t i o n  III passe  à 204-210°C SOUS 

0,38 mm de mercure,  en f in ,  une f r a c t i o n  I V  e s t  obtenue B 2 1 7 " ~  sous 0 ,63  m de 

mercure. La t ro i s i ème  f r a c t i o n  donne à l ' a n a l y s e  des r é s u l t a t s  correspondant au 



Une nouvel le  méthylat ion e s t  donc néces sa i r e  pour s u b s t i t u e r  

complètement l a  molécule de d i saccha r ide .  Ceci e s t  r é s l i s é  par  deux nou- 

v e l l e s  rnéthylat ions dans l a  soude e t  l e  s u l f a t e  de  méthyle ou dans l ' i o d u r e  

de méthyle en présence d'oxyde d ' a r g e n t .  Le rés idu  obtenu ap rès  ces  d e r n i e r s  

cyc l e s  de  méthyla t ion  e s t  soumis à l a  d i s t i l l a t i o n  sous p re s s ion  r édu i t e .  Une 

f r a c t i o n  majeure d i s t i l l e  à 195°C sous 0 , 0 5  mm de mercure e t  c r i s t a l l i s e  

dans l ' é t h e r  de p é t r o l e  (poin t  de  fus ion  des a i g u i l l e s  77-82°C ; Ca] 2: = 

+ 5,1g0 dans l ' e a u ) .  

La t ro is ième p u b l i c a t i o n  concernant l a  s t r u c t u r e  des disaccha- 

r i d e s  p a r a î t  en 1919 (HAWORTH e t  LEITCH)( 27 ) s u r  l e  maltose.  Comme dans l e  

ca s  du l a c t o s e ,  l a  méthylat ion e s t  e f f e c t u é e  par  l e  s u l f a t e  d e  méthyle dans 

l a  soude, s u i v i e  p a r  une méthylat ion dans l ' i o d u r e  de  méthyle en présence 

d'oxyde d ' a rgen t .  

Comme nous venons de  l e  v o i r ,  l a  s e u l e  méthode de  méthylat ion 

dans l e s  cond i t i ons  d é c r i t e s  p a r  HAWORTH ne  permet pas  d ' ob ten i r ,  en un temps, 

l a  perméthylat ion des  o l igosacchar ides .  C'est pourquoi, beaucoup d 'au teurs  

r é a l i s e n t ,  comme dans l e  cas des  polysaccharides,  p l u s i e u r s  t ra i tements  par  

l ' i o d u r e  de  méthyle,  en f i n  de  r é a c t i o n ,  pour r é a l i s e r  l a  perméthylation des 

o l igosacchar ides .  

Cependant KUHN, BAER e t  GAUHE ( 2 8  ) on t  obtenu un dé r ivé  per-  

méthylé du lacto-N-fucopentaose II (* ) en u t i l i s a n t  exclusivement, comme 

agents  de  m é t h y l a t i o n , l e  s u l f a t e  de méthyle e t  l a  soude à 40 p. 100 à des  tem- 

pé ra tu re s  i n f é r i e u r e s  à 4°C. Le p ro toco le  expérimental e s t  l e  su ivant  : à une 

s o l u t i o n  d e  2 g d 'o l igosacchar ide  dans 30 m l  d 'eau, constamment maintenue à 

O°C, on a j o u t e  lentement,  sous a g i t a t i o n  douce, 30 m l  de  s u l f a t e  de méthyle 

p u i s ,  g o u t t e  à g o u t t e  e t  pendant 8  heures ,  sous a g i t a t i o n  énergique, 45 m l  d'une 

s o l u t i o n  d e  soude à 40 p. 100 (p : v ) .  On a g i t e  encore l e  mélange pendant 12 

heures  à 0°C. 72 m l  de s u l f a t e  d e  méthyle sont  de nouveau a j o u t é s  en 2 à 3 heu- 

r e s  pu i s ,  100 m l  de  soude à 40 p. 100, gou t t e  à gou t t e ,  en 9 heures  à 0°C. 

Une d e r n i è r e  add i t i on  de 72 m l  d e  s u l f a t e  de  méthyle e s t  r é a l i s é e  en 3 heures  

en l a i s s a n t  l a  température remonter à + 3°C. On ramène e n s u i t e à l a  température 

o r d i n a i r e  en p l u s i e u r s  étapes : 2 heures  à + 5°C pu i s  7 heures  à 17°C e t  

(a) Le lacto-N-fucopentaose II de  KUHN ou o l igosacchar ide  9 de  MONTREUIL e s t  

un c o n s t i t u a n t  normal de l a  f r a c t i o n  g luc id ique  du l a i t  de femme. 



e n f i n  12 heures  à 20-22°C. S i  l e  mi l i eu  r éac t ionne l  devien t  t rop visqueux, 

on a jou te  environ 10 m l  d e  chloroforme. On e x t r a i t ,  e n s u i t e ,  8 f o i s  par  150 

m l  d e  chloroforme. L ' e x t r a i t  chloroformique e s t  l a v é  2 f o i s  à l ' e a u  e t  l e s  

eaux de lavage réunies  s o n t  elles-mêmes lavées 4 f o i s  par  du chloroforme. Les 

s o l u t i o n s  ch lo ro fomiques  sont  r éun ie s ,  séchées s u r  carbonate  de potassium 

anhydre e t  évaporées à s i c c i t 6 .  

Cet te  méthode e s t  assez  longue e t  n é c e s s i t e  un c o n t r s l e  sévère  

de  l a  température ; cependant,  e l l e  ne provoque pas de dégradat ion de l a  mo- 

l é c u l e  d 'o l igosacchar ide .  

On peut donc conclure que dans l e c a s  des o l igosacchar ides ,  l a  

méthylat ion p a r  l e  s u l f a t e  de méthyle dans l a  soude c o n s t i t u e  une première 

é t a p e  dans l a  s u b s t i t u t i o n  des fonc t ions  hydroxyles.  Ces de rn i è re s  sont  ensui-  

t e  perméthylées par  l ' i o d u r e  de méthyle.  C ' e s t  de c e t t e  façon que COURTOIS e t  

C o l l .  ( 2 9  ) méthylent l e u r s  ga l ac tos ides  de même WHISTLER e t  CONRAD ( 30) mé- 

t h y l e n t  l e  ga lac tobiose ,  i s o l é  à p a r t i r  de c e r t a i n s  mucilages,  par  deux trai- 

tements s u c c e s s i f s  au s u l f a t e  de méthyle,  s u i v i s  de  deux "cycles" à l ' i o d u r e  

de  méthyle. 

2  - Méthylation des polysacchar ides  

Comme nous l ' avons  mentionné dans l e s  g é n é r a l i t é s  s u r  l a  méthy- 

l a t i o n  par  l e  procédé &HAWORTH, l a  méthode o r i g i n a l e  de méthylat ion des poly- 

sacchar ides  a é t é  pub l i ée  pa r  DENHAM e t  WOODHOUSE ( 3 1  ) en 1913. Ces au t eu r s ,  

dès  c e t t e  d a t e ,  u t i l i s é r e n t  l e  s u l f a t e  de méthyle comme agent de méthylat ion 

de l ' a l c a l i - c e l l u l o s e .  

La méthylat ion des polysaccharides peut  ê t r e  e f f ec tuée  en so lu-  

t i o n  aqueuse ou en présence de so lvan t s  organiques.  

a  - Méthylarion des polysaccharides en s o l u t i o n  aqueuse 

Le polysacchar ide  e s t  d i ssous  dans l e  minimum d 'eau  e t  l a  

s o l u t i o n  e s t  p l acée  dans un ba l lon  à t r o i s  co l s .  Le c o l  c e n t r a l  r e ç o i t  l ' a g i -  

t a t e u r  ind ispensable  pour r é a l i s e r  une méthylat ion dans de bonnes condi t ions .  

Les deux c o l s  l a t é r aux  r eço iven t  l e s  ampoules ; une pour l a  so lu t ion  aqueuse 

d e  soude, l ' a u t r e  pour l e  s u l f a t e  de méthyle.  L ' a g i t a t i o n  d o i t  ê t r e  r ég l ée  de  

t e l l e  façon que l e  l i q u i d e  s o i t  en turbulence e t  non en mouvement s u r  l e s  pa- 

r o i s  du ba l lon .  Pour ces  r a i sons ,  l a  t a i l l e  du r é c i p i e n t  d o i t  ê t r e  c h o i s i e  pour 

q u ' à  l a  f i n  de  l a  r é a c t i o n ,  c e l u i - c i  ne  s o i t  q u ' à  m o i t i é  rempli .  Le f lacon  d e  



r é a c t i o n  e s t  plongé dans un bain-marie r é g l é  à des températures v a r i a n t  de 

20 à 60°C. Enfin,  pour qu'une l égè re  b a s i c i t é  s o i t  maintenue durant  t ou te  

l a  r é a c t i o n ,  l a  q u a n t i t é  de soude addi t ionnée d o i t  ê t r e  stochiométriquement 

p lus  é levée  que l e  s u l f a t e  de  méthyle. 

C e t t e  méthode s tandard de méthylat ion en so lu t ion  aqueuse a 

é t é  u t i l i s é e  en 1941 p a r  WHITE ( 3 2 )  pour é t u d i e r  l a  s t r u c t u r e  d 'un  arabo- 

ga l ac t ane  i s o l é  de l a  s c i u r e  de  mélèze p a r  e x t r a c t i o n  aqueuse. Le mode opé- 

r a t o i r e  e s t  l e  su ivan t  : 100 g d 'arabo-galactane,  d i ssous  dans 100 m l  d 'eau 

sont  méthylés ,  à 25"C, sous courant  d ' a z o t e ,  par  285 m l  de s u l f a t e  de  méthy- 

l e  e t  855 m l  de s o l u t i o n  aqueuse de soude à 30 p. 100. Les r é a c t i f s  sont  ad- 

d i t i onnés ,  gou t t e  à g o u t t e ,  e t ,  simultanément sous a g i t a t i o n  vigoureuse pen- 

dant une période de 5 heures .  Après n e u t r a l i s a t i o n ,  l e  produi t ,débar rassé  de  

se s  s e l s  par  d i a l y s e ,  e s t  concent ré  sous p re s s ion  r é d u i t e  à 60°C. Quatre  cy- 

c l e s  de  méthylat ion s o n t  néces sa i r e s  pour o b t e n i r  une s u b s t i t u t i o n  t o t a l e  

des fonc t ions  hydroxyles .  Le polysaccharide perméthylé e x t r a i t  pa r  l e  chlo- 

roforme e s t  p r é c i p i t é  p a r  l ' é t h e r  de p é t r o l e .  Le p r é c i p i t é  l avé  e t  séché 

f o u r n i t  une b e l l e  poudre blanche.  Le polysaccharide perméthylé e s t ,  en f in ,  

méthanolysé par  l e  mélange méthanol/chlorhydrique à 2 p. 100 à 115OC pen- 

dant 6 heures .  

ANDREW, HOUGH e t  JONES ( 33 ) on t  u t i l i s é  c e t t e  technique pour 

méthyler un ga lac tane .  Dans c e  ca s ,  l a  façon d 'addi t ionner  l e s  r é a c t i f s  d i f -  

f è r e  de c e l l e  p r a t i q u é e  par  WHITE ( 3 4  ) .  Le polysaccharide (2 ,5  g )  d i ssous  

dans de l a  soude 2 N (100 ml) e s t  congelé. Le s u l f a t e  de méthyle (10 ml) e s t  

a l o r s  addi t ionné,  g o u t t e  à g o u t t e ,  durant  1 heure. Une deuxième add i t i on  

de soude (10 g)  e t  de  s u l f a t e  d e  méthyle (12 ml) e s t  e f fec tuée ,  s u i v i e  d 'une 

t ro i s i ème  de 20 g de soude e t  de  24 m l  de s u l f a t e  de  méthyle q u i  termine l a  

méthylat ion.  La s o l u t i o n  e s t  a l o r s  n e u t r a l i s é e  par  de  l ' a c i d e  acé t ique  e t  

d i a l y s é e  cont re  eau courante .  L ' ad i a lysab le  e s t  concentré  à 100 m l  e t  un nou- 

veau c y c l e  de s i x  méthyla t ions  e s t  e f f e c t u é  pa r  a d d i t i o n  a l t e r n a t i v e  de sou- 

de (40 g )  e t  de s u l f a t e  de méthyle (95 ml) .  Le polysaccharide méthylé débar- 

r a s s é  de  se s  s e l s  e s t  e x t r a i t  p a r  l e  chloroforme. Le taux de groupements 

"méthoxy" r e s t e  cons t an t ,  même après  des méthylat ions par  l a  soude e t  l e  s u l -  

f a t e  de  méthyle ou pa r  l ' i o d u r e  de méthyle dans l'ammoniac l i q u i d e  ou en f in  

dans l e s  condi t ions  d e  PURDIE e t  IRVINE : iodure  de méthyle en présence d'oxy- 

de d ' a rgen t .  

Généralement, l a  méthode de  HAWORTH conduit  à un polysacchari-  

de pa r t i e l l emen t  méthylé que l ' o n  soumet à un nombre v a r i a b l e  de cyc les  iden- 

t i ques  j u squ là  c e  que l e  taux  des groupements "méthoxy" déterminé pa r  l e s  



méthodes de  Z E I S E L  (35 ) ou de VIEBUCK e t  BRECKER (36 ) demeure cons t an t  ou 

en su ivan t  l a  d i s p a r i t i o n  des fonc t ions  hydroxyles par  spec t romé t r i e  dans 

l ' i n f r a r o u g e .  ANDERSON, HIKST,  MANNERS e t  ROSS ( 3 7  ) ont  appl iqué  c e t t e  tech- 

n ique  à l ' é t u d e  de l a  s t r u c t u r e  d ' u n  glucomannane. 

D 'au t res  au t eu r s  terminent  l a  méthylat ion en couplant  l a  mG- 

thode de HAWORTH avec une a u t r e  technique : - 

1") Méthylat ion du polysaccharide dans l a  soude e t  l e  s r i l f a t e  de  méthyle su i -  

v i e  d ' un  ou p l u s i e u r s  cyc l e s  dans l ' i o d u r e  de  méthyle,  oxyde d ' a rgen t  : méthy- 

l a t i o n  d e  glucomannane (AsPINALL, LAIDLAW e t  RASHBROOK (38 )) ,  méthyla t ion  de 

polysacchar ides  r i c h e s  en ac ides  uroniques (ANDERSON e t  DEA ( 39)) .  

2")  Méthylat ion du polysacchar ide  dans l a  soude e t  l e  s u l f a t e  de  méthyle su i -  

v i e  d 'un  c y c l e  de  méthylat ion se lon  l a  technique de  KUHN, L ~ w  e t  TR~SCH:TAI~ 

(40 ) : méthyla t ion  de galactomannane (LESCHZINER et CEREZO ( il)), méthyla- 

t i o n  d e  glucomannane (GOFSN e t  SPENCER (42 )). 

3") Méthylat ion du polysacchar ide  dans l a  soude e t  l e  s u l f a t e  de  méthy1.e su i -  

v i e  d 'un  c y c l e  de  méthyla t ion  se lon  l a  méthode d e  HAKOMORI (43 ) : méthylat ion 

de  galactomannane i s o l é  de  g ra ines  d e  c a e s a l p i n i a  pulcher ina  (UNRAU e t  CHOY 

(44 1). 

Enf in ,  il f a u t  p r é c i s e r  que de  t r è s  nombreuses modi f ica t ions  

o n t  été appor tées  à l a  méthode o r i g i n a l e  de  HAWORTH en fonc t ion  de  l a  n a t u r e  

du polysacchar ide  à s u b s t i t u e r  : u t i l i s a t i o n  de s o l u t i o n s  d e  soude p l u s  con- 

c e n t r é e s  suggérée pa r  WADMAN, AYDERSON e t  HASSID ( 45 ) e t  appl iquée  avec suc- 

cè s  pa r  HOUGH e t  JONES ( 46) ,  température p l u s  é levée  pour des  polysaccharides 

d i f f i c i l e s  à méthyler  ('HAWORTH, H I R S T ,  OWEN, PEAT e t  AVERILL ( 4 7 )  ; HAVORTH, 

MONTANNA e t  PEAT ( 48 ) ) . 
b - Méthylat ion des polysacchar ides  en présence  de so lvan t s  or -  

ganiques 

Quelques polysacchar ides  so lub le s  dans l ' e a u  deviennent i n -  

so lub le s  durant  l e  processus de méthyla t ion ,  il e s t  a l o r s  n é c e s s a i r e  d 'addi -  

t i onne r  de  11ac6 tone ,  du dioxane, du benzène ou du t é t r a c h l o r u r e  de  carbone 

pour garder  l e  m a t é r i e l  méthylé en s o l u t i o n .  

@ 

C ' e s t  a i n s i  que de  m e i l l e u r s  r é s u l t a t s  o n t  é t é  obtenus par  

HAWORTH, MûXTANNA c t  PEAT ( 4 9 )  en méthylant  de l ' a l c a l i - c e l l u l o s e  en présence 

de  dioxane. H I R S T  e t  JONES ( 50 ) o n t  niéthylé l a  c e l l u l o s e  dans l ' a c é t o ~ i e .  Le  

p ro toco le  expérimental  e s t  l e  su ivan t  : 4,5 g de c e l l u l o s e  s o n t  a g i t é s  dans 

350 m l  d ' acé tone .  2 0 0  ml de  s u l f a t e  d e  methyle e t  400 m l  d e  soude à 30 p.  100 



sont  a j o u t é s ,  gou t t e  à gou t t e ,  simultanéznent, en d i x  por t ions .  Durant l ' a d d i -  

t i o n  des r é a c t i f s ,  l e  f lacon  e s t  a g i t é  vigoureusement. L'excès de s u l f a t e  de 

méthyle e s t  décomposé e t  l ' a c é t o n e  déplacé  en augmentant l a  température à 8 5 O C .  

On f i l t r e  e t  on l a v e  p l u s i e u r s  f o i s  l e  p r é c i p i t é  de  c e l l u l o s e  méthylée à l ' e a u  

chaude. Le polysaccharide e s t  e n s u i t e  t r i t u r é  dans l ' a c é t o n e  e t  e x t r a i t  pa r  

l e  chlorofonne. L' a d d i t i o n  d q  é t h e r  de p é t r o l e  à l a  so lu t ion  chloroformiquè pré- 

c i p i t e  l a  c e l l u l o s e  méthylée. C e t t e  d e r n i e r e  e s t  e n f i n  soumise & un secordcy- 

c l e  de methyla t ion  dans l e s  mêmes condi t ions .  

Une amél iora t ion  aux techniques de méthylat ion en phase orga-  

nique e s t  i n t r o d u i t e  par  HAWORTH e t  Col l .  qu i  e f f ec tuen t  l a  r é a c t i o n  s u r  l e s  

polysaccharides a c é t y l é s ,  t e l s  : l ' a c é t a t e  de  c e l l u l o s e  ( 5 1 )  e t  l ' a c é t a t e  

d ' i n u l i n e  ( 5 2 ) .  Les r é s u l t a t s  obtenus s u r  ce  d e r n i e r  polysaccharide son t  in -  

t é r e s s a n t s  puisqu 'en un seu l  cyc l e  de méthylat ion ces  auteurs  isoLent l e  po- 

lysacchar ide  perméthylé. Ce procédé a  é t é  appl iqué notamment p a r  HAWORTH e t  

PERCIVAL ( 5 3 )  au glycogène e t  pa r  HAMILTON e t  KIRCHER ( 5 4  1, BISHOP e t  COOPER 

( 5 5 )  aux glucomannanes. Ce d e r n i e r  procédé e s t  d é c r i t  dans l ' appendice  tech- 

nique ( v o i r  p .  247). 

3 - Méthylat ion de  l a  copule glycannique des g lycopro té ines  

La perméthylat ion de l a  copule glycannique des glycoprotéines 

pose des problgmes p a r t i c u l i e r s  par  s u i t e ,  probablement, du r ô l e  p ro t ec t eu r  que 

joue l a  p a r t i e  p ro t é ique  de l a  molécule. Il a donc é t é  admis t r è s  v i t e  que l a  

s u b s t i t u t i o n  q u a n t i t a t i v e  des fonc t ions  hydroxyles ne p o u r r a i t  ê t r e  r é a l i s é e  

que s i  l a  copule p ro t é ique  é t a i t  pa r t i e l l emen t  ou totalement hydrolysée. 

La première t e n t a t i v e  de  perméthylat ion d'une g lycopro té ine  e s t  

a t t r i b u é e  à STACEY e t  WOLLEY ( 5 6  ) q u i  appl iquérent ,  en 1940, l e  procédé de  

HAWORTH à l a  rnéthylation de l'ovomucoîde. Dans l e u r  pub l i ca t ion ,  l e s  au t eu r s  

p r é c i s e n t  que l a  r é a c t i o n  d ' a l k y i a t i a n  e s t  e f f ec tuée  non pas s u r  l a  glycopro- 

t é i n e  n a t i v e  mais s u r  l e s  chaînes g luc id iques  obtenues par  a c t i o n  de l 'hydro-  

xyde de baryum su r  l 'ovomucoîde. Le r é s i d u  obtenu posséda i t  o u t r e  l e s  mono- 

saccharides neu t r e s  (ga l ac tose  e t  mannose), une osamine : l a  glucosamine, q u i ,  

dans l e s  condi t ions  dshydsolyse  de  l a  p ro t é ine ,  é t a i t  N-désacétylée. C ' e s t  

pour c e t t e  r a i son  que ces  au teurs  e f f e c t u e n t  une pe racé ty l a t ion  de l a  copule 

g luc id ique  (IOvg de dé r ivés  g luc id iques  son t  chauffés  quelques minutes à 70°C, 

puis  24 heures  à 15°C sous a g i t a t i o n  avec 30 g d'anhydride acé t ique  e t  50 m l  

de py r id ine )  avant d ' e f f e c t u e r  l a  perméthylation dans les condi t ions  expér i -  

mentales d é c r i t e s  p a r  HAWORTH, HIRST e t  WEBB ( 57 ) pour s u b s t i t u e r  l 'amidon. 

La méthylatkon de l a  copule g luc id ique  peracé ty lée  pas  l e  s u l f a t e  de méthyle 



e t  une s o l u t i o n  de soude à 30 p. 100 en présence de  t é t r a c h l o r u r e  de carbone 

(WEST e t  HOLDEN (58  1) donne un rendement de  10 p.  100 sup6r ieur  en d é r i v é  

méthylé, p a r  rappor t  à l a  première méthode. Le mode op6ra to i r e  de méthylat ion 

dans l e  t é t r a c h l o r u r e  de carbone e s t  l e  suivarit : 10 g  de copule g luc id ique  

peracgty lée  sont  d i s sous  dans 100 m l  d ' e a u  e t  300 m l  de t é t r a c h l o r u r e  de car -  

bone son t  add i t i onnés .  5 m l  d ' une  s o l u t i o n  aqueuse de  soude à 35 p. 100 sont  

a l o r s  a j o u t é s  s u i v i s  par  80 m l  de s u l f a t e  de mgthyle. La s o l u t i o n  e s t  mainte- 

nue à 50°C sous a g i t a t i o n  vigoureuse.  160 m l  d 'une s o l u t i o n  aqueuse de soude 

à 35 p .  i O O  sont v e r s é s ,  gou t t e  B gou t t e ,  pu i s ,  1.00 m l  de s u l f a t e  de méthyle,  

200 m l  de  soude à 35 p .  LOO e t  100 m l  de  t é t r a c h l o r u r e  de carbone sont  addi- 

t ionnés .  L e  mélange e s t  a l o r s  a g i t é  pendant 2  heures  à 65°C pour d é t r u i r e  

l ' e x c è s  d e  s u l f a t e  d e  méthyle. Ce premier cyc le  de  méthylat ion e s t  s u i v i  d 'un  

second dans l a  soude (200 m l  de  s o l u t i o n  de soude à 35 p. 100) e t  l e  s u l f a t e  

de méthyle (100 ml) en présence d 'acé tone  (100 ml) à 45°C. Le dosage des r a -  

dicaux "méthoxy" donne l e  c h i f f r e  de  31,5 p .  100 a l o r s  qu 'avec l a  première 

méthode, c e  pourcentage n ' a t t e i n t  que 19 p .  100. 

Ce mémoire e s t  i n t é r e s s a n t  à p l u s i e u r s  poin ts  de  vue : d 'une  

p a r t ,  il c o n s t i t u e  l a  première adap ta t ion  des  méthodes de méthylat ion à l a  co- 

pule  g luc id ique  des g lycopro té ines ,  d ' a u t r e  p a r t ,  il nous f o u r n i t  quelques ren- 

seignements s u r  l a  s t r u c t u r e  de l a  copule g luc id ique  de l'ovomucoîde ; en e f -  

f e t ,  c e s  au t eu r s  i s o l e n t ,  apres  hydrolyse,  de l a  peméthyl-glucosamine, c e  qu i  

indique l a  présence d e  r é s idus  de N-acétylglucosamine en p o s i t i o n  terminale  

non r é d u c t r i c e .  

Deux ans ap rè s ,  STACEY e t  WOOLEY ( 5 9  ) publ ihrent  un schéma de 

s t r u c t u r e  d e  l a  copule g luc id ique  de l'ovomucoîde (F ig .2  ; p . 2 0  ) .  Cet t e  s t r u c -  

t u r e  e s t  fondke s u r  l e  dosage des é t h e r s  méthyliques obtenus par  hydrolyse de 

l a  copule g luc id ique  pemé thy lée  : 7 moles de perméthyl-glucosamines, 2  moles 

de Q-mannopyranoses, - 1 mole de 3,4,6-tri-Q-méthyl-D-mannopyranose - e t  1 mole de 

perméthyl-galactose. Pour a r r i v e r  à ce  r é s u l t a t ,  l e s  au teurs  u t i l i s é r e n t  l a  

technique de  méthylat ion d é c r i t e  dans l e u r  première pub l i ca t ion ,  complétée par  

un cyc le  de  methylat ion su ivant  PURDIE e t  I R V I N E  à l ' i o d u r e  d e  méthyle, oxyde 

d  ' a rgen t .  

Er1 1961, BRAGG e t  HOUGH ( 6 0  ) reprennent l e s  t ravaux concernant 

l ' é t u d e  de  l a  s t r u c t u r e  de l'ovomucoli'de e t  en p a r t i c u l i e r  l a  méthylat ion de 

c e t t e  g lycopro té ine .  I l 5  cons t a t en t  que des méthodes de méthylat ion q u i  u t i l i -  

sen t  l e  sodium dans l'ammoniac l i q u i d e  e t  l ' i o d u r e  de méthyle (FREUDENBERG, 

PLANKENNORN e t  BOPPEL (61 ), HODGE, KARJALA e t  HILBERT ( 6 2  ) )  ou des techniques 

de méthylat ion avec l 'hydroxyde de tha l l i um e t  l ' i o d u r e  de méthyle (CAMPBELL, 
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HIRST e t  JONES ( 64 1) ne sont  pas app l i cab le s  à une glycoprotéi.ne comme l ' ovo -  

mucoi'de. 

C ' e s t  pour ce s  r a i sons  q u ' i l s  s e  sont  adressés  à l a  méthode de  

méthyla t ion ,  s e lon  l e  procédé de HAWORTH, moaif io  par  STACEY e t  WOOLLEY en 

1940 ( 6 5 )  e t  1942 ( 6 6 )  pour l'ovomucoi'de. Dans c e  c a s ,  l e s  au teurs  t r a v a i l -  

i c n t  s u r  l a  g lycopro té ine  n a t i v c  sans a c é t y l a t i o n  p réa l ab le .  La méthylat ion 

e s t  condui te  dans l e s  condi t ions  su ivantes  : 25 g d'ovomucoTde dissous dans 

100 m l  d ' e a u  e t  300 m l  de t é t r a c h l o r u r e  de carbone sont  méthylés par  100 m l  de  

s u l f a t e  de méthyle e t  200 m l  de  soude à 35 p .  100 addi t ionnés ,  gou t t e  à g o u t t e ,  

pendant une durée de 2 heures .  Après 1 heure d ' a g i t a t i o n ,  100 m l  de s u l f a t e  d e  

méthyle e t  200 m l  de soude à 35 p .  100 sont  addi t ionnés  simultanément pendant 

une durée d e  2  heures .  Le mélange r éac t ionne l  e s t  a g i t é  durant  24 heures p u i s  

f i l t r é .  Le f i l t r a t  n e u t r a l i s é  par  l ' a c i d e  acé t ique  e s t  évaporé à s i c c i t é .  Le 

r é s i d u  e s t  e x t r a i t  par  l e  méthanol e t  l a  s o l u t i o n  méthanolique évaporée e s t  

d i s s o u t e  dans 400 m l  du mélange eau:acétone (v:v)  p u i s ,  méthylée deux f o i s  

comme précédemment. Après l e s  e x t r a c t i o n s ,  lavages e t  séchages, l e  r é s idu  do- 

s a i t  19 ,3  p. 100 en radicaux "méthoxy", c h i f f r e  f a i b l e  s i  on s e  r e p o r t e  aux 

r i - s u l t a t s  de  STACEY e t  WOOLLEY ( 6 7 )  q u i  ob tena ien t , su r  18 même g lycopro té ine ,  

31,5 p .  100. Ce pourcentage n'augmente pas d 'une fason s i g n i f i c a t i v e  après  un 

c y c l e  de méthylat ion dans l ' i o d u r e  de méthyle, oxyde d ' a r g e n t .  L 'hydrolyse d e  

l a  g lycopro té ine  perméthylée l e u r  a  fou rn i  du perméthyl-mannose e t  du perméthyl- 

g a l a c t o s e  ind iquant  que ces  deux monosaccharides occupent une p o s i t i o n  termi- 

n a l e  non r é d u c t r i c e  dans l e s  charnes g luc id iques .  Par  con t r e ,  i l s  ne t rouvent  

pas  de  r é s i d u s  de mannose l i b r e ,  comme l ' a v a i e n t  s i g n a l é  STACEY e t  WOOLLEY ( 6 8 )  

mais ,  un diméthyl-mannose q u i  ne f o u r n i t  pas ,  par  oxydation periodique,  de 

formaldéhyde avant ou après  r éduc t ion  e t  qu i ,  par  conséquent,  s e r a i t  du 2,6-di-  

O-métwl-mannose. Cependant, i l s  ne mirent  pas en évidence de dér ivés  méthylés - 
de l a  glucosamine. 

Ces procédés de méthylat ion qui  u t i l i s e n t  l e s  r é a c t i f s  de 

HAWQRTH dans l e  t é t r a c h l o r u r e  de  carbone ont  é t é  appl iqués avec succès à quel -  

ques glycoaminoglycannes. A ins i ,  HIRANO, HOFFMAN e t  MEYER ( 6 9 ) ,  par  méthyla- 

Lion dans l e  t é t r a c h l o r u r e  de carbone d 'un  k é r a t o s u l f a t e  de l a  cornée de Boeuf, 

par  l a  soude e t  l e  s u l f a t e  de méthyle,  on t  pu donner l a  séquence de l ' u n i t é  de  

r é p é t i t i o n  : ( 1 ~ 3 ) - ~ - ~ - ~ - g a l a c k o p y r a n o s y l - ( l d 4 ) - ~ - ~ - ~ - 2 - a c é t a m i d o - 2 -  - - 

désoxy-glucopyranosyl-6-sulfate (Fig.  3 ; p. 22 ) .  Ce procédé f u t  a u s s i  appl iqué  

à l ' h é p a r i n e  (DANISHEFSKY, EIBER e t  WILLIAMS (70 ) )  avec de bons r é s u l t a t s  de  

méthylat ior ,  (31, 91 p .  100 en radicaux "méthoxy" l a  va l eu r  ca l cu lée  é t a n t  de 

35,63 p .  100) en t r a v a i l l a n t  s u r  de l ' h é p a r i n e  dont l e  groupement carboxylique 



Figure 3 

SchCima de structure de l'unité de répétition d'un 

kératosulfate de la cornée de Boeuf. (HIRANO et al., ( 7 1 ) )  



d e  l ' a c i d e  g lucuron ique  é t a i t  r e d u i t .  Dans c e  c a s ,  p l u s i e u r s  c y c l e s  d e  méthy- 

l a t i o n  dans l e  t é t r a c h l o r u r e  d e  ca rbone ,  soude e t  s u l f a t e  d e  méthyle  a i n s i  que 

dans l ' i o d u r e  de méthy le  e t  l ' o x y d e  d ' a r g e n t  s o n t  n é c e s s a i r e s  pour o b t e n i r  c e s  

r é s u l t a t s ,  c ' e s t - à - d i r e  : l ' i d e n t i l i c a t i o n  c e s  2 ,  3 ,  6-tri-2-méthyl-Q-glucopy- - 

ranose  e t  d e  l a  3 ,  6-di-2-méthyl-Q-glucosamine - c e  q u i  permet d e  c o n c l u r e  des 

l i a i s o n s  g l y c o s i d i q u e s  f e i s a n t  i n t e r v e n i r  l e  carbone 4 de  La glucosaminî  e t  de  

l ' a c i d e  g lucuron ique .  

Récemment, YAMAGUCHI, lKENAKA e t  MATSUSIiIMA ( 7 2 )  o n t  méthylé 

l e  g l y c o p e p t i d e  de l a  Taka-amylase A p a r  l e  procédé de HAWORTH e t  a p r è s  deux 

c y c l e s  d ' a l k y l a t i o n  o n t  obtenu un composé q u i  donna i t  une l é g è r e  a b s o r p t i o n  
- 1 

en i n f r a r o u g e  à 3.200-3.700 cm . Un a n  a p r è s ,  c e s  mêmes a u t e u r s  (73 ) donnent 

l a  s t r u c t u r e  complète du g l y c a n n ~  d e  c e t t e  g l y c o p r o t é i n e .  La t echn ique  de mé- 

t h y l a t i o n  u t i l i s é e  e s t  d e  nouveau l a  méthode d e  HAWORTH complétée p a r  un c y c l e  

d e  m é t h y l a t i o n  dans l a  diméthylfornami.de s u i v a n t  l e  procédé d e  KUHN ( 74 ) .  

D - Conclusions  

En c o ~ i c l u s i o n ,  s u r  l a  m é t h y l a t i o n  de  l a  copu le  glycannique des 

g l y c o p r o t é i n e s  p a r  l e  procédé de  HAWORTH e t  à l a  vue des  r é s u l t a t s  obtenus  p a r  

l e s  a u t e u r s  e t  pa r  nous-même au l a b o r a t o i r e ,  nous c o n s t a t o n s  l e s  d i f f i c u l t é s  

que  l ' o n  r e n c o n t r e  dans l a  m é t h y l a t i o n  d i r e c t e  des  g l y c o p r o t é i n e s .  A i n s i ,  

BRAGG e t  HOUGH ( 7 5 )  n ' o b t i e n n e n t  que 1 9 , 3  p .  100 de  r a d i c a u x  "méthoxyl' par  

m é t h y l a t i o n  d i r e c t e  de  l'ovomucofLde e t  SEGARD ( 76 ) a p r è s  d i x  c y c l e s  d e  méthy- 

l a t i o n  d i r e c t e  s u r  l 'ovomucofde o b t i e n t  encore  des  d é r i v é s  monométhylés e t  d i -  

méthyles  du g a l a c t o s e .  Ces r é s u l t a t s  s ' e x p l i q u e n t  à l a  f o i s  p a r  une "dév ia t ion"  

d e  nombreux r a d i c a u x  méthy le  p a r  l e s  f o n c t i o n s  amines e t  amides p r é s e n t e s  dans 

l e s  molécules  d e  p r o t é i n e s  e t  p a r  des  empêchements s t é r i q u e s  dûs à un e f f e t  

p r o t e c t e u r  d e  l a  p r o t é i n e  v i s - à - v i s  de  l a  copu le  glycannique.  I l  e s t  donc i n -  

d i s p e n s a b l e  d ' o p é r e r  s u r  l e s  glyco-amino-acides ou s u r  l e s  g l y c o p e p t i d e s  comme 

d ' a i l l e u r s  l ' a v a i e n t  c o n s t a t é  STACEY e t  WOOLLEY en 1940 e t  1942 l o r s q u ' i l s  

t r a v a i l l a i e n t  s u r  de I ' ovomu~oTde  préa lab lement  t r a ~ t é  pa r  d e  l 'hydroxyde de 

baryum. Actue l l ement ,  l e s  a u t e u r s  u t i l i s e n t ,  p r é f é r e n t i e l l e m e n t ,  l e s  glycopep- 

t i d e s  obtenus  p a r  h y d r o l y s e  p ronas ique  q u i  permet d ' o b t e n i r ,  p a r f o i s ,  l e s  

g lyco-amino-acides .  

LI - PROCEDES DE METHYLATION DES GLUCIDES SOlJS LA FORME DE COMPLEXES DU THALLIUM 

A - P r i n c i p e  

La m é t h y l a t i o n  des  compos6s hydroxylés  sous forme d e  d é r i v é s  

t h a l l i q u e s ,  avec  l ' i o d u r e  de  méçhyle,ü é t é  d é c r i t e  p a r  FEAR e t  MENZIES ( 7 7 )  



e t  m o d i f i é e  pour  l ' a l k y l a t i o n  des  g l u c i d e s .  Les groupements h>droxylés  des 

monosaccharides ou des  p o l y s a c c h a r i d e s  son t  r e l a t i v e m e n t  a c i d c s ,  a i n s i ,  

l ' a d d i t i o n  d 'hydroxyde d e  t h a l l i u m  à une s o l u t i o n  aqueuse d e  po lysacchar ides  

l e s  p r é c i p i t e ,  généralement ,  sous l a  forme d e  s e l s  de  t h a l l i u m .  L ' a d d i t i o n  de  

l ' h y d r o x y d e  d e  t h a l l i u m  s e r a  p o u r s u i v i e  j u s q u ' à  c e  que La q u a n t i t é  é q u i v a l e n t e  

aux groupements hydroxyles  a i t  é t é  a j o u t é e  ou j u s q u ' à  c e  que l a  p r é c i p i t a t i o n  

s o i t  complète.  S i  l e s  s e l s  de t h a l l i u m  des  p o l y s a c c h a r i d e s  ne  p r é c i p i t e n t  p a s ,  

ceux-c i  peuvent  ê t r e  i s o l é s ,  s o i t  p a r  p r é c i p i t a t i o n  é t h a n o l i q u e ,  s o i t  pa r  éva- 

p o r a t i o n  à s i c c i t é  en atmosphère i n e r t e .  La m é t h y l a t i o n  e s t  a l o r s  e f f e c t u é e  

s u r  l e  s e l  de  t h a l l i u m  s e c  p a r  l ' i o d u r e  de  méthyle  à l ' é b u l l i t i o n  avec ou 

s a n s  s o l v a n t  t e l  l e  méthanol .  Quand l a  r é a c t i o n  e s t  t r è s  l e n t e ,  on peut  opé- 

r e r  à 100°C en tubes  s c é l l é s .  C e t t e  méthode d e  m é t h y l a t i o n  e s t  spécia lement  

u t i l i s é e  pour  l a  s u b s t i t u t i o n  des  p o l y s a c c h a r i d e s  comme l e s  a c i d e s  p e c t i q u e s  

e t  a l g i n i q u e s  q u i  ne  s o n t  pas  s t a b l e s  en m i l i e u  t r o p  b a s i q u e  e t  q u i  s e  méthy- 

l e n t  d i f f i c i l e m e n t  p a r  l e  s u l f a t e  d e  méthyle .  La f i n  de  l a  r é a c t i o n  e s t  mar- 

quée p a r  l e  v i r a g e  de  l a  c o l o r a t i o n  du m i l i e u  r é a c t i o n n e l ,  du brun au jaune 

c l a i r ,  co r respondan t  à l a  fo rmat ion  de l ' i o d u r e  de t h a l l i u m .  Le po lysacchar i -  

d e  méthy lé  p r é c i p i t e  e t  on l e  r e c u e i l l e  p a r  f i l t r a t i o n .  Le r é s i d u  p e u t  s u b i r  

un second c y c l e  de  m é t h y l a t i o n  en p résence  d 'hydroxyde d e  t h a l l i u m  e t  d ' i o d u r e  

d e  méthy le  dans l e s  c o n d i t i o n s  d é c r i t e s  précédemment ou ,  s i  l e  po lysacchar ide  

méthy lé  d e v i e n t  s o l u b l e  dans l ' i o d u r e  de  méthy le ,  l a  m é t h y l a t i o n  p e u t  ê t r e  

achevée p a r  p l u s i e u r s  c y c l e s  dans l e s  c o n d i t i o n s  d é c r i t e s  pa r  PURDIE e t  IRVINE 

( v o i r  p .  5 ) . 

B - A p p l i c a t i o n s  de  l a  méthode d e  m é t h y l a t i o n  

1 - Méthyla t ion  des  nionosaccharides 

Dans l e u r  p u b l i c a t i o n  o r i g i n a l e  FEAR e t  MENZIES ( 7 8  ) d é c r i v e n t  

une niéthode d e  m é t h y l a t i o n  du méthy l -g lucos ide  dont l e  protoc .ole  expér imental  

e s t  d é c r i t  dans l ' a p p e n d i c e  t e c h n i q u e  ( v o i r  p . 2 4 8 ) .  Les a u t e u r s  o b t i e n n e n t ,  à 

p a r t i r  de  36 ,5  g  de  s e l  de  t h a l l i u m  du méthyl-glucoside ,  9 , 8  g  d ' u n  mélange des  

méthyl-tri-O-méthyl-glucosides sous  forme d e  s i r o p .  

2 - Méthyla t ion  des  p o l y s a c c h a r i d e s  

La méthode d e  m é t h y l a t i o n  des  g l u c i d e s  sous  l a  forme de  l e u r  s e l  

de  t h a l l i u m  a  s u r t o u t  é t é  u t i l i s é e  pour La perméthy la t ion  des  p o l y s a c c h a r i d e s .  

En 1938, HIRST e t  JONES ( 7 9  ) t r a v a i l l a n t  s u r  un complexe arabane-acide  p e c t i -  

que du P o i s ,  montrent que c e t t e  t echn ique  de  m é t h y l a t i o n  e s t  l a  s e u l e  capab le  

d ' a l k y l e r  l e u r  po lysacchar ide  s a n s  l e  d é t r u i r e .  La p a r t i c u l a r i t é  d e  c e t t e  métho- 

de  e s t  q u ' e l l e  c o n d u i t ,  d i r e c t e m e n t ,  dans l e  c a s  des  po lyuron ides ,  à l a  forma- 



t i o n  de  l ' e s t e r  méthy l ique  du p o l y s a c c h a r i d e .  Les c o n d i t i o n s  expér imenta les  u e s  

a u t e u r s  s o n t  d é c r i t e s  dans l ' a p p e n d i c e  t echn ique  ( v o i r  p.249 ) .  C e t t e  méthode 

a  é t é  a p p l i q u e e  p a r  HIRST e t  JONES ( 80)  e t  JONES (81 ) pour méthyler  des  gom- 

mes c o n s t i t u é e s  d ' a r a b i n o s e ,  de  g a l a c t o s e  e t  d ' a c i d e  g lucuron ique ,  p a r  CAMPBELL, 

HIRST e t  LJONES ( 82) pour m é t h y l e r  un a r a b i n o - g a l a c t a n e  i s o l é  de b o i s  de  mélèze 

e t  p a r  ASPIKALL, LAIDLAW e t  RASHBROOK ( 83) pour  méthy le r  un glucomannâne i s o l é  

de  s c i u r e  de  s a p i n .  

C - Conclusions  

En c o n c l u s i o n ,  c e t t e  méthode de  m é t h y l a t i o n  p r é s e n t e  un grand 

i n t é r ê t  dans  l e  c a s  d e  p o l y s a c c h a r i d e s  i n s t a b l e s  en  m i l i e u  a l c a l i n  ( c a s  des  po- 

l y u r o n i d e s  t e l s  l e s  a c i d e s  p e c t i q u e s  e t  a l g i n i q u e s )  ou d i f f i c i l e m e n t  s o l u b l e s  

en m i l i e u  aqueux e t  q u i  peuvent  ê t r e  s u b s t i t u é s  p a r  passage  i n t e r m é d i a i r e  au 

s e l  de  t h a l l i u m  

.V - PROCEDE DE METHYLATION EN PRESENCE DE SODIUM DANS L'AMMONIAC LIQUIDE 

A - P r i n c i p e  

C e t t e  méthode de  m é t h y l a t i o n  des  groupements hydroxyles  comporte 

deux é t a p e s  schémat isées  p a r  l e s  équa t ions  1 e t  2  dans l e s q u e l l e s  ROH e s t  un 

a l c o o l  e t  M un m é t a l  a l c a l i n .  

2  ROH + 2  M - 2  ROM + H 2  ( 1 )  

ROM+CH31 - R O C H 3 + M I  ( 2 )  

L'ammoniac l i q u i d e  a  é t é  employé pour l a  première  f o i s  en  1923 

p a r  KRAUS e t  WHITE ( 8 4 )  pour  r é a l i s e r  l a  fo rmat ion  d e  l ' a l c o o l a t e  ( r é a c t i o n  1 ) .  

Dans c e t t e  r é a c t i o n ,  l ' a l c o o l ,  d i s s o u s  ou suspendu dans l'ammoniac l i q u i d e ,  e s t  

t r a i t é  p a r  l e  m é t a l  a l c a l i n  dans l'ammoniac l i q u i d e .  C ' e s t  a i n s i  que SCHMID - e t  

a l - (  8 5 )  p r é p a r é r e n t  des mono-alcoola tes  de  sodium ou d e  potass ium à p a r t i r  d e  - 
monosaccharides e t  d e  p o l y s a c c h a r i d e s .  La r é a c t i o n  2  q u i  c o n s t i t u e  l e  procédé 

de  WILLIAMSON ( 8 6 )  d ' a l k y l a t i o n  des  a lcOols  a  é t é  r é a l i s é e ,  pour l a  p remière  

f o i s ,  dans  i'ammoniac l i q u i d e  en 1924 p a r  WHITE, MORRISON e t  ANDERSON ( 8 7 ) .  

Ces r é a c t i o n s  dans l'ammoniac l i q u i d e  o n t  é t é  app l iquées  aux dé- 

r i v é s  non r é d u c t e u r s  des  monosaccharides p a r  MUSKAT (88 ) e t  peuvent ê t r e  r é a -  

l i s é e s  sirnultanement (méthodes d e  FREUDENBERG e t  BOPPEL ( 8 9 )  e t  de  HODGE e t  a l .  

(90 1) .  Cependant,  une é t u d e  c r i t i q u e  des  é t a p e s  de  l a  r é a c t i o n  a v a i t  c o n d u i t  

MUSKAT (91 ) FREUDENBERG e t  RAPP ( 9 2 )  a i n s i  que FREUDENBERG, PLANKENHORN e t  

BOPPEL ( 9 3 )  à admet t re  l ' é v e n t u a l i t é  d 'une  m é t h y l a t i o n  incomplète  s'accompagnant 

d e  l a  fo rmat ion  d ' i o d u r e  d e  tétraméthylammonium e t  d ' i o d u r e  d'ammonium, prove- 



n a n t  d ' u n e  r é a c t i o n  s e c o n d a i r e  p l u s  r a p i d e  que l a  r é a c t i o n  1 e n t r e  l ' i o d u r e  

d e  méthyle e t  l 'ammoniac s u i v a n t  ].es schémas d e  r é a c t i o n s  donnés dans l a  f i -  

g u r e  4 ( P .  2 7  ) .  C ' e s t  pourquo i ,  MUSKAT ( 94 ) recommandait d ' é l i m i n e r  t o t a l e -  

ment l ' amm~r i iac  a p r è s  l a  r é a c t i o n  1 e t  d e  r é a l i s e r  l ' a l k y l a t i o n ,  p a r  l ' i o d u r e  

d e  méthyle ,  dans un s o l v a n t  i n e r t e  à l a  t empéra tu re  o r d i n a i r e .  

B - Applicat i .ons  de  l a  méthode de  m é t h y l a t i o n  

1 - Métfiylatiori des monosaccharides 

yLa méthode d e  m é t h y l a t i o n  dans l'ammoniac l i q u i d e  a  é t é  a p p l i -  \ 
J YI 

quée  p a r  FREUDENBERG e t  HIXON ( 9 5  ) e t  p a r  MUSKAT 1 9 6  ) pour a l k y l e r  l e s  dé- J , 

r i v é s  d e  s u b s t i t u t i o n  p a r  l ' a c é t o n e  des  monosaccharides.  Dans s a  n o t e ,  MUSKAT J 

d é c r i t  en  d é t a i l  l e s  c o n d i t i o n s  de  m é t h y l a t i o n  a i n s i  que l ' a p p a r e i l  pe rmet tan t  

d e  t r a v a i l l e r  dans  l'ammoniac l i q u i d e  ( F i g .  5 ; p . 2 8  ) .  Cet  a p p a r e i l  permet 

d ' i n t r o d u i r e  a u s s i  b i e n  d e  l'ammoniac l i q u i d e  ou gazeux que des  s o l i d e s  t e l s  

l e s  métaux a l c a l i n s .  

a )  Synthèse  d e  l ' a l c o o l a t e  de  potass ium du 1, 2 : 5 ,  6-di-0- - 

isopropylidène-a-D-glucose. - 

10,4 g de 1, 2 : 5 ,  6-di-2-isopropylidène-a-@-glucose son t  i n t r o -  - 
d u i t s  dans l e  v a s e  de  r é a c t i o n  A .  La p i è c e  F dans l a q u e l l e  e s t  i n t r o d u i t  1 , 5 6  

g  d e  potass ium en  p e t i t s  morceaux e s t  a t t a c h é e  en E de  l ' a p p a r e i l .  Le vase  d e  

r é a c t i o n  b a l a y é  p a r  un c o u r a n t  de  gaz amnoniac i n t r o d u i t  p a r  l ' o r i f i c e  C e s t  

p longé dans un DEWAR rempli  du mélange r é f r i g é r a n t  ca rbog lace-acé tone .  Une 

q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  d'ammoniac l i q u i d e  pour  d i s s o u d r e  l e  d é r i v é  g l u c i d i q u e  e s t  

a l o r s  i n t r o d u i t e  t a n d i s  que l ' o n  f a i t  p a s s e r  un l e n t  couran t  d e  gaz  ammoniac 

pour ga rder  l a  s o l u t i o n  sous  a g i t a t i o n .  Le m é t a l  a l c a l i n  e s t  a l o r s  p r o j e t j ,  rnor- 

ceau p a r  morceau, à l ' a i d e  de l a  p i è c e  F .  L ' a l c o o l a t e  e s t  formé quand t u u t  1.2 

m é t a l  e s t  i n t r o d u i t  e t  que l a  c o l o r a t i o n  b l e u e  a d i s p a r u .  L'ammoniac e s t  e n f i n  

é l i m i n é ,  t o u ~  d ' a b o r d ,  en r e t i r a n t  l e  DEWAR, p u i s  en chauf fan t  doucement l e  

v a s e  de  r é a c t i o n  H l ' a i d e  d ' u n  bain-marie .  De l ' é t h e r  sec  e s t  a l o r s  a d d i t i o n n é  

p a r  l ' o r i f i c e  C .  

b )  A l k y l a t i o n  de  l ' a 2 c o o l a t e  d e  potass ium du 1 ,  2 : 5,  6-cli-0- - 

i sopropy l id&ne-a -@-g lucose  - 

La s o l u t i o n  é t h g r é e  du s e l  d e  potassiiim du d i a c é t o n e  g lucose  1 

e s t  ? o r t é e  à r e f l u x  avec 5  ml d ' i o d u r e  d e  méthyle .  Lorsque l a  ~ n é t h y l a t i o n  e s t  

complkte (une a l i q u o t e  d i s s o u t e  dans l ' e a u  d o i t  donner une s o l u t i o n  n e u t r e )  

l ' e x c è s  d ' i o d u r e  d e  méthyle e s t  d i s t i l l é  e t  l e  r é s i d u  e x t r a i t  p a r  l ' é t h e r .  Cet-  

t e  methode d e  rnGthylation a é t é  u t i l i s é e  avec succès  pour perméthyler  l e s  méthyl-  

g l y c o s i d e s  t e l  l e  méthyl-mannoside (MUSKAT ( 9 7  1 ) .  Dans c e  c a s ,  l ' a g e n t  d ' a l k y -  



I I 
(1) -C-OK +RI -- C-OR + KI 

(2) NH3 + R I -  R R R R NI+NH41 1 2 3 4  

Figure 4 

Schémas des réactions compétitives dans la formation 

de l'alcoolate selon MUSKAT (98) 

(RI, R2, R g ,  R peuvent Etre des groupements alkyles 4 
ou de l'hydrogène). 



Figure 5 

Appareil de MUSKAT ( 99 ) 



l a t i o n  e s t  a d d i t i o n n é  d i rec ten ien t  dans l e  mélange r é a c t i o n n e l  s a n s  a v o i r  p r i s  

l e  s o i n  de  s e  d é b a r r a s s e r  d e  l 'unmoniac  l i q u i d e .  C e t t e  méthode d e  méthy la t ion  

e s t  remarquable du p o i n t  de  vue d e  s a  r a p i d i t é  d 'une  p a r t ,  e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  

du p o i n t  d e  vue rendement.  P a r  c e t t e  t echn ique ,  l e  méthyl té t ra-0-méthyl  - man- 

n o s i d e  e s t  s y n t h é t i s é  avec un rendanent  de  9 2  p .  100. 

2  - M é t h y l a t i o n c h a r i d e s  

FREUDENBERG e t  Col1 . ( 100) o n t  a p p l i q u é  c e  procédé à l a  méthy- 

l a t i o n  de l a  c e l l u l o s e  e t  d e  l ' amidon .  Ces a u t e u r s  o b t i e n n e n t  une m é t h y l a t i o n  

t o t a l e  d e  l a  c e l l u l o s e  e t  mont ren t  que l ' amidon  p e u t  ê t r e  méthylé  d i r e c t e m e n t .  

BOURNE, FANTES e t  PEAT (101) c o n s i d è r e n t  c e t t e  méthode comme l a  p l u s  s a t i s -  

f a i s a n t e  pour  s u b s t i t u e r  l e s  p o l y s a c c h a r i d e s  e t  en p a r t i c u l i e r  l ' amidon .  HODGE, 

KARJALA e t  HILBERT (102) o n t  d é c r i t  l e  p rocédé  d e  m é t h y l a t i o n  d e  l ' amylose  e t  

d e  l ' a m y l o p e c t i n e  dans l 'ammoniac l i q u i d e .  Le p r o t o c o l e  expér imental  e s t  dé- 

c r i t  dans l ' a p p e n d i c e  t e c h n i q u e  ( v o i r  p .250) .  

En 1957, ISBELL e t  a l .  (103) p u b l i e n t  une microméthode d e  mé- 

t h y l a t i o n  d e s  p o l y s a c c h a r i d e s .  Dans c e t t e  t e c h n i a u e  l e  p o l y s a c c h a r i d e  e s t  t r a i -  

t é  avec du sodium ou p r é f é r e n t i e l l e m e n t  avec du po tass ium dans l'ammoniac li- 

q u i d e .  L ' a l k y l a t i o n  e s t  c o n d u i t e  dans un s o l v a n t  i n e r t e  t e l  l e  1, 2-di-méthoxy- 

é t h a n e  avec un excès  d ' i o d u r e  d e  méthyle .  L ' a d d i t i o n  d e  t e r r e  d e  dia tanée 

augmente l a  s u r f a c e  de  r é a c t i o n  c e  q u i  e s t  f a v o r a b l e  à l a  m é t h y l a t i o n  t o t a l e .  

A l ' a i d e  d e  c e t t e  t e c h n i q u e  l e s  a u t e u r s  pe rméthy len t  des  q u a n t i t é s  de  2  à 1 0  

mg de  p o l y s a c c h a r i d e s  q u i  n e  p o u r r a i e n t  ê t r e  a l k y l é s  p a r  l e s  t echn iques  c l a s -  

s i q u e s ,  L ' h y d r o l y s e  du p o l y s a c c h a r i d e  perméthylé  n e  donne pas  d e  p r o d u i t s  non 

méthy lés  ou monométhylés c e  q u i  e s t  une p reuve  en faveur  de  l a  m é t h y l a t i o n  t o -  

t a l e .  

C - Conclusions  

Ce procédé d e  m é t h y l a t i o n  donne d ' e x c e l l e n t s  r é s u l t a t s .  I l  e s t  

à nos j o u r s  couramment u t i l i s é  pour  perméthyler  l e s  p o l y s a c c h a r i d e s  t e l s  l e s  

d e x t r a n s  (BOURNE, SIDEBOTHAM e t  WEIGEL) (104) .  Son i n t é r ê t  r é s i d e  dans s a  

r a p i d i t é .  En o u t r e ,  l e s  rendements d e  m é t h y l a t i o n  s o n t  e x c e l l e n t s .  

E n f i n ,  g r â c e  aux t r a v a u x  d e  ISBELL e t  a l .  (105) il e s t  p o s s i b l e  

d e  méthy le r  e t  d ' a n a l y s e r  d e  f a i b l e s  q u a n t i t é s  d e  p o l y s a c c h a r i d e s  (2 à 10 mg). 

J - PROCEDES DE METHYLATION PAR LE DIAZOMETHANE 

A - P r i n c i p e  

La r é a c t i o n  d e  m é t h y l a t i o n  d e s  hydroxyles  p a r  l e  diazométhane 



(HOUGH e t  THEOBALD ( 1 0 6 ) ~ ) s ' é c r i t  : 

Le diazométhane ( ) méthyle  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  ].es f o n c t i o n s  hydroxyles  de  

composés à c a r a c t è r e  a c i d e  ; l e s  a l c o o l s  n e u t r e s  s o n t  beaucoup moins r é a c t i f s .  

C e t t e  t echn ique  d e  mét .hyla t ion a  é t é  p l u s  souvent  u t i l i s é e  pour e s t é r i f i e r  l e s  

a c i d e s  u ron iques  e t  également pour former l e s  méthyl-glycosides  des  s u c r e s  r é -  

duc t e u r  s .  

L ' a c t i o n  d ' u n  excès de diazométhane s u r  l e s  po lyuron ides  t e l s  

l e s  a c i d e s  a l g i n i q u e s  (LUCAS e t  STEWART)(lO7) ou l e s  p e c t i n e s  (DEUEL, HUBER 

e t  LWENBERGER 1 (108: e t  VOLLMEIRT) (109) f o u r n i t  une e s t é r i f i c a t i o n  q u a n t i t a -  

t i v e  e t  s e u l e n e n t  une é t h é r i f i c a t i o n  t r è s  l i m i t é e .  Le r é a c t i f  p r o d u i t  quelques  

d é g r a d a t i o n s ,  c e  q u i  e s t  minime p a r  r a p p o r t  à c e  q u i  s e  p r o d u i t  avec d ' a u t r e s  

p rocédés  d ' e s t é r i f i c a t i o n .  Cependant, NEUKOM e t  DEUEL (110) s i g n a l e n t  que m ê -  

me à des  t empéra tu res  d e  -20°C, il p e u t  y  a v o i r  r u p t u r e  de  l i a i s o n s  g l y c o s i d i -  

ques  . 

Les s u c r e s  non r é d u c t e u r s  e t  l e s  po lysacchar ides  s o n t  méthylés  

p a r t i e l l e m e n t  e t  au  h a s a r d .  La m é t h y l a t i o n  du méthyl-a-D-glucopyranoside - 

(HOUGH e t  JONES ) (111) p a r  l e  diazométhane condui t  à un mélange 

d ' é t h e r s  méthy l iques  ; d e  même, il e s t  i m p o s s i b l e  d e  perméthyler  un polysaccha-  

r i d e  même avec d e  m u l t i p l e s  t r a i t e m e n t s  avec l ' a g e n t  de  m é t h y l a t i o n .  T t t a c c e s s i -  

b i l i t é  des groupes  hydroxyles  du polymère e s t  fondamentale : c ' e s t  a i n s i  que 

p l u s i e u r s  c y c l e s  au diazométhane,  a p p l i q u é s  au c o t o n  anhydre provoquent une 

m é t h y l a t i o n  maximale d e  6 , 5  p .  100 seulement (CROON) (112) mais l e  co ton  mer- 

c e r i s é  s e  méthyle  dans  l e s  mêmes c o n d i t i o n s ,  à 1 4 , 8  p .  100 (HEAD) (119) .  L 'eau 

(SCHMID) (114) ,  l e  méthanol (HOUGH e t  JONES) (115) ,  l e  c u i v r e  (NIERENSTEIN) 

( 1 1 6 ) ,  l e  b o r e  amorphe (HERSIG e t  SCHONBACH) (117) s o n t  des  c a t a l y s e u r s  de  l a  

r é a c t i o n .  Ac tue l l ement ,  c e t t e  t echn ique  e s t  couramment u t i l i s é e  avec s u c c è s ,  

pour  méthyler  l e s  molécu les  g l u c i d i q u e s  possédan t  des  s u b s t i t u a n t s  t r è s  l a b i l e s  

en  m i l i e u  a l c a l i n .  Dans c e  c a s ,  l a  r é a c t i o n  e s t  c a t a l y s é e  p a r  l e  t r i f l u o r u r e  

de  b o r e  (CASERIO e t  C o l l .  (118 ) 1. 

B - A p p l i c a t i o n s  d e  l a  méthode de  m é t h y l a t i o n  p a r  l e  diazométhane 

1 - M é t h y l o s i d a t i o n  des  monosaccharides e t  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  

(.SAC ) L e  diazométhane e s t  p r é p a r é  extemporérenent à p a r t i r  de  l a  N-nitroso-N- 

méthyl-urée ,  p a r  l e  procédé de  ARNDT ( 1 B )  ( v o i r  l ' a p p e n d i c e  t e c h n i q u e  p .  255) 



Le diazométhane a  é t é  u t i l i s é  pa r  ICUHN e t  BAER (120)  pour r é a -  

l i s e r  l a  m é t h y l o s i d a t i o n  de  monosaccharides e t  d 'o1 igssaccha : ides .  Appliquc 

à l a  N-acétylglucosamine,  l e  mode o p é r a t o i r e  e s t  d k c r i t  dans l ' a p p e n d i c e  t e c h -  

n i a u e  ( v o i r  p . 2 5 0 ) .  Les a u t e u r s  o b t i e n n e n t  à p a r t i r  d e  2  g  de N-acétyl-g-glu- - 
cosamine,  1 g  d e  méthyl-2-acétamino-2-désoxb-5-0-glucosaminide - c r i s t a l l i s é .  

2  - Méthyla t ion  d e s  monosaccharides s u b s t i t u é s  p a r  des  groupements a l c a l i -  

l a b i l e s  -- 
La m é t h y l a t i o n  des  s u c r e s  c o n t e n a n t  des  s u b s t i t u a n t ~  a l c a l i -  

l a b i l e s ,  groupement a c é t y l  p a r  exemple, p a r  l e s  a g e n t s  c l a s s i q u e s  d ' a l k y l a t i o n  

l ' i o d u r e  d e  méthy le  ou  l e  s u l f a t e  d e  méthy le  en p résence  d e  b a s e s  comme l ' o x y d e  

d ' a r g e n t  ou l ' h y d r o x y d e  de  baryum, n ' e s t  p a s  r é a l i s a b l e  à cause  d e  l a  m o b i l i t é  

des  ç u b s t i t u a n t s  en m i l i e u  b a s i q u e .  

En 1966,  GROS e t  FLEMATTI (121)  montrent  que c e t t e  d i f f i c u l t é  

p e u t  ê t r e  surmontée en u t i l i s a n t  comme agen t  d e  m é t h y l a t i o n  l e  diazométhane 

dans l ' é t h e r  en  p r é s e n c e  d e  t r i f l u o r u r e  d e  b o r e  ; r é a c t i f  q u i  a v a i t  d é j à  é té  

s i g n a l é  p a r  CASERIO e t  a l  (122) en 1958. Dans c e s  c o n d i t i o n s  a c i d e s ,  l e s  sub- 

s t i t u a n t ~  n e  son t  pas  a f f e c t é s  a l o r s  que l e s  hydroxyles  l i b r e s  s o n t  rapidement 

méthy lés .  (NEEMAN e t  a l .  ( 1 8 )  (MÜLLER e t  RUNDEL) ( ~ ~ ~ ) , M Ü L L E R  e t  C o l l .  (125 1 .  

De t r e s  nombreuses a p p l i c a t i o n s  de c e t t e  t echn ique  de  méthyla- 

t i o n  s o n t  c i t é e s  dans l a  l i t t é r a t u r e .  A i n s i ,  du 1 ,2,3,4- tétra-2-acétyl-m- - 

glucopyranose  méthy lé  p a r  l e  diazométhane dans  l ' é t h e r  en p résence  de  t r i-  

f l u o r u r e  de  b o r e  f o u r n i t  l e  1 , 2 , 3 , 4 - t é t r a - ( q - a c é t y l - 6 - ~ t h y l - ~ - g l u c o p y r a n o s e  - 

(GROS e t  FLEMATTI) (126)  a l o r s  que l a  m é t h y l a t i o n  de  c e  même d é r i v é  a c é t y l é  du 

g l u c o s e  avec d e  l ' i o d u r e  d e  méthyle  en p r é s e n c e  d 'oxyde d ' a r g e n t  f o u r n i t  du 

m é t h y l - 2 , 3 , 4 , 6 - t é t r a - w é t y l - f 5 - Q - g l u c o p y r n o s i d e  - p a r  déplacement du groupement 

a c é t y l  du carbone 1 s u r  l e  carbone S .  

C e t t e  t echn ique  a  permis d ' i s o l e r  l e s  2 ,4  e t  6-2-méthyl-O-glu- - 

c o s e s  a i n s i  que l e  - 2-mono-O-méthyl-D-galactoçe - (MASTRONARDI e t  a l . )  (1271, l e  

2-mono-O-méthyl-o-mannose - - (DEFERRARI e t  a l . )  (128) ,  l e  4  mono-g-méthyl-o-galac- - 

t o s e  e t  l e  4 ,6-di -0-méthyl-Q-galac tose  - - (GROS e t  MASTRONARDI) (129) e t  l e  6- 

mono-O-méthyl-Q-mannose - - (GROS e t  GRUNEIRO) ( 1 3 0 ) .  Le mode o p é r a t o i r e  de méthy- 

l a t i o n  a p p l i q u é  au m é t h y l - 2 , 3 , 4 - t r i  -0-acétyl-a-Q-mannopyranoside - - (GROS e t  GRU- 

NElP.O)!L31) e s t  d é c r i t  dans l ' a p p e n d i c e  t e c h n i q u e  ( v o i r  p . 2 5 1 ) .  Après O-désa- 

c é t y l a t i o n ,  l e s  a u t e u r s  o b t i e n n e n t  l e  riiéthyl-6-mono-2-méthyl-a-Q-mannopyrano- - 

s i d e  q u i  c r i s t a l l i s e  dans l ' é t h a n o l .  

3  - Méthyla t ion  d e s  po lysacchar ides  

Nous avons vu dans l e s  g é n é r a l i t e s  s u r  c e t t e  méthode de  méthy- 



l a t i o n  que l e  diazométhane permet des e ~ ~ t é r i f i c n t i o n s  q u a n t l l d t i v e s  mais q u t  

l e s  é t h é r i f i c a t i o n s  s o n t  t o u j o u r s  p a r L i e l l e s .  C e t t e  methode conv ien t  aonc 

particulièrement b i e n  à l a  m é t h y l a t i o n  des  p c l y s a c c h a r i d e s  r i c h e s  en a c i a e s  

u ron iques  E l l e  a  q u e l q u e f o i s  é t é  utilisée p o u r  mi5tbyler d ' a u t r e s  polysaccha-  

r i d e s  comme l a  c e l l u l o s e  (HEAD) (132) .  Le mode o p é r a t o i r e  a p p l i q u é  p a r  c e t  

a u t e u r  pour s u b s t i r u e r  l a  c c l l u l o s e  e s t  l e  s u i v a n t  : l e  coton e s t  t r a i t é  pen- 

d a n t  1 0  heures  à r e f l u x  p a r  une s o l u t i o n  d e  soude A 2  p .  100. On l e  l a v e  e n s u i t e  

A l ' e a u  e t  on l e  séche  sous  p r e s s i o n  r é d u i t e  t empéra tu re  du l a b o r a t o i r e  s u r  

anhydr ide  phosphorique.  A un mélange maintenu 2 0°C d e  2 , s  m l  d ' e a u  e t  100 

m l  d ' é t h e r  anhydre con tenan t  du diazométhane à l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  0 , 5  M ,  on  

a j o u t e  1 g  d e  c o t o ~ ~  t r a i t é  p a r  l a  soude. Le f l a c o n  e s t  bouché p a r  un caout-  

chouc muni d ' u n  t u b e  c a p i l l a i r e  c o u r t  e t  maintenu pendant une semaine à 0°C. 

On Lave e n s u i t e  l e  co ton  à l ' é t h e r  sec  e t  sous  a i r  s e c .  On l e  t r a i t e  f i n a l e -  

ment pendant 1 h e u r e  p a r  une s o l u t i o n  d ' a c i d e  a c é t i q u e  à 10 p .  100 e t  on l e  

sèche  sous p r e s s i o n  r é d u i t e  s u r  anhydride  phosphorique.  La m é t h y l a t i o n  e s t  

a l o r s  r é p é t é e  en a d d i t i o n n a n t  l ' é c h a n t i l l o n  s e c  au mélange eau ( 2 , 5  ml) s o l u -  

t i o n  é t h é r é e  d e  diazométhane à 0 , 5  M ( 100 m l )  dans l e s  c o n d i t i o n s  d é c r i t e s  

précédemment. S i x  t r a i t e m e n t s  i d e n t i q u e s  d ' u n e  semaine chacun à 0°C son t  r b a -  

l i s é s ,  pour o b t e n i r  f ina lement  14,9  p .  100 d e  groupes "méthoxy" s o i t  un degré  

d e  substitution de 0 , 8 4  p .  100.  

C - Conclusions  

La méthode de  m é t h y l a t i o n  à l ' a i d e  du diazométhane e s t  i n t é -  

r e s s a n t e  c a r  e l l e  e s t  l a  s e u l e  q u i  pe rmet te  l ' a l k y l a t i o n  de molécules  s u b s t i -  

t u é e s  p a r  des groupements a l c a l i - l a b i l e s .  C '  e s t  donc une t echn ique  d e  cho ix  

pour méthyler  des  monosaccharides ou des p o l y s a c c h a r i d e s  con tenan t  des  groupe- 

ments a c é t y l e s .  

C e t t e  méthode e s t  encore a p p l i q u é e  pour s y n t h é t i s e r  l e s  méthyl-  

o s i d e s  de  monosaccharides ou pour méthyles  l e s  po lysacchar ides  a c i d e s  de t y p e  

a c i d e  a l g i n i q u e .  Dans c e  d e r n i e r  c a s ,  s i  l e s  f o n c t i o n s  a c i d e s  ca rboxyl iques  

s o n t  généralemerit q u a n t i t a t i v e m e n t  e s t é r i f i é e s ,  i l  n ' e n  v a  pas d e  même pour l e s  

hydroxyles  a l c o o l i q u e s  qui s u b i s s e n t  une m é t h y l a t i o n  p a r t i e l l e .  

J I  - PROCEDES DE KUHN EL COLL 

A - P r i n c i p e  

L e  peu d ' e f f i c a c i t é  des méthodes de  méthy la t ion  que  nous venons 

de  d é c r i r e  e s t  dû à. l ' a b s e n c e  d ' u n  s o l v a n t  p r o p r e  aux m é t h y l a t i o n s .  On s a i t ,  

p a r  exemple, qu 'une  r é a c t i o n  q u i  s e  f a i t  d i f f i c i l e m e n t  dans un s o l v a n t  donné 



p e u t  d e v e n i r  t o t a l e  dans  üri a u t r e  s o l v a n t .  KUHN e t  a l .  o n t  c h o i s i  l a  dinie- 

tylformamide (DMFA) ou l e  dim&thyl su i foxyde  (DPIC10) co rne  s 3 l v a n t  d e  .:.et by- 

1 a t i o n . C e s  procédésde rné thy la t ion  dans  c e s  s o l v a n t s  o n t  f a i t  l ' o b j e t  d ' u n e  

revue  g k n é r a l e  p u b l i é e  en  1963 p a r  WAZLEI3FELS e t  a l .  ( 133). P l  c i s i e r ~ r s  a6- 

thodes  o n t  é t é  d é c r i t e s  q u i  d i  f f é r e n t  p a r  l e s  agent ç basiqi~ec) u t i  1 i ~ 6 % .  

1 - I o d u r e  de  méthyle  en p résence  d 'oxyde d ' a r g e n t  
. . 

a )  D a ~ s  1.a dim&thylformamide (KUHN,  TRISCHMANvet LOW) (174 : 

m é t h y l a t i o n  du f r u c t o s e  e t  du l a c t o - N - t e t r a i t d l  (obtenu par r é d u c t i o n  du t,4- 

t r a o s e  p a r  l e  borotiydrure de  potass ium.  

b )  Dans l e  d iméthy l su l foxyde  (BECIITLEK) (135) : méthylatrioa 

d e s  p o l y s a c c h a r i d e s  t e l s  l ' amidon  e t  l e s  d e x t r a n s .  

2 - l o d u r e  d e  méthy le  avec d e  l ' o x y d e  de  baryum ou d e  l ' hydroxyde  d e k  

ryum e t  i o d u r e  d e  m é t h y l c a v e c  l e  mélange oxyde d e  baryum, hydroxyde d e  baryum 

a )  Dans l a  diméthylformamide (KUHN, BAER e t  SEELIGEK) ( 1 3 6 ,  

(KUHN e t  TRZSCHMANN) (137 ) : m é t h y l a t i o n  du N-acetyl-glucosaminitol. 

c )  Dans l e  mélange d iméthy l su l foxyde ,  diméthylformamide 

(BECHTLER) (13 9 ) . 
3 - S u l f a t e  d e  méthy le  avec de  l ' o x y d e  d e  baryum ou d e  l ' hydroxyde  de  ba- 

ryum e t  s u l f a t e  de  méthy le  avec l e  rnflange oxyde d e  baryum, hydroxyde de  ba- 

ryum. 

a )  Dans l a  diniéthylformamide (KUHN e t  TKBQIMANN) (140 ) 

b )  Dans l e  mélange d iméthy l su l foxyde ,  diméthyl.fonnamide (KUHN 

e t  TNSCHMANN) (141 ) : rné thy la t ion  d e  l ' i n o s i t o l .  

Le s u l f a t e  de  méthyle  dst quelque.fois p l u s  e f f i c a c e  que l ' i o d u -  

r e  de  mètliyle. L'oxyde d e  baryum e t  l ' hydroxyde  d e  baryum sépdremmerit ou eri 

mélange s o n t  général-ernent p r é f e r é s  B l ' o x y d e  d ' a r g e n t ,  cependan t ,  de  m e i l l e u r s  

r é s u l t a t s  s o n t  p a r f o i s  ob tenus  avec l ' i o d u r e  de  méthyle  en p résence  d 'oxyde 

d '  a r g e n t  (KUI.IN et EGGE) (142 1. 

Des q u a n t i t g s  d e  l ' o r d r e  de  50 n?g à 20 g d e  sircl e s  peuvcnt. ê t r e  

méthylés  avec c e s  né?-hodes. 

L e  cho ix  du si;lvanr de  :::érbylation e s t  fondé s u r  l a  s o l u b i l i t é  

du subs t ra l .  3 s u b s t i t u e r .  sin:i i  des  ~ < s ~ t i ~ ~ ~ s ~ s  tel;: i s I U ~ S O - J  t i 3 3 i  taLJ l 'aniidon 

s o l u b l e ,  l e s  d e x t r a n s  s o n t  p ra t iquement  i n s o i u h l e s  dans l a  dimethylfonnamide ; 

aussz  cst-z l p r e f é r a b l e  ( l ' u t i l i s e r  comr~ie agent  d e  m é t h y l a t i o n ,  l ' i o d u r e  de  



méthyle en présence d'oxyde de baryum, le solvant étant le diméthylsulfoxyde 

ou le mélange diméthylsulfoxyde, diméthylformamide (méthode 2 b et 2 cl. La 

méthode "passe partout" est la technique 3 b qui utilise le sulfate de mé- 

thyle dans l'oxyde de baryum et pour laquelle le solvant est le mélange di- 

méthylsulfoxyde, diméthylformamide. Il faut encore préciser que l'utilisa- 

tion du diméthylsulfoxyde pur peut induire des dégradations de la molécule 

glucidique car, dans ce cas, la réaction est très drastique. L'iodure de mé- 

thyle réagit sur le diméthylsulfoxyde pour donner de l'iodure de triméthyl- 

sulfoxonium (KUHN et TRISCHMANN) (143). En outre, le diméthylsulfoxyde cris- 

tallise à 18,7OC il ne peut donc être utilisé dans les méthylations avec le 

sulfate de méthyle, ces réactions s'effectuant à des températures voisines 

de O°C. C'est pour toutes ces raisons que le dirnéthylsulfoxyde est dilué 

avec de la diméthylformamide (généralement dans le rapport 1 : 1). 

Les conditions optimales de méthylation en ce qui concerne l'in- 

fluence du temps, de la température, du volume de solvant et de la quanti- 

té d'agent alcalin ont été étudiées avec beaucoup de soin par KUHN et al. 

en 1960 (144). Des observations effectuées par ces auteurs on peut retirer 

que la réaction de méthylation est plus effective en solution concentrée et 

qu'une élévation de la température du milieu réactionnel augmente le taux 

de méthylation. 

Généralement, ces méthodes de méthylation peuvent être utilisées 

sans un blocage préalable de la fonction réductrice du monosaccharide ou 

de l'oligosaccharide réducteur ainsi, KüHN et GAUHE (145) en 1962 méthylent 

directement le lacto-N-néotétraose et au laboratoire, nous appliquons ces 

différentes techniques à la perméthylation d'oligosaccharides réducteurs 

sans avoir observé de dégradation (voir travaux personnels p.80 1. D'autres 

auteurs comme WALKER et Coll. (146) utilisent la méthode de méthylation à 

l'iodure de méthyle, oxyde d'argent dans la diméthylformamide pour préparer 

avec des rendements de 90 p. 100 des monosaccharides perméthylés à partir 

du sucre réducteur. Il faut cependant noter que la liaison en 3 sur le mono- 

saccharide terminal réducteur est fragilisée dans le milieu alcalin de méthy- 

lation. Des études déjà anciennes sur la stabilité de ces liaisons glycosi- 

diques avaient montré qu'au bout de 30 mn à la température de la pièce un 

milieu carbonate de sodium 0,025 N, la moitié du d i s a c ~ h a r i d e ( ) - ~ - ~ a l a c t o ~ ~ -  - 

r anosy l - (143) -N-acé ty l -D-g lucosamine  était détruit (WHN et ~011.) (147) 



Pour éviter ces ruptures de liaisons glycosidiques, la fonction hémiacé- 

talique du monosaccharide terminal réducteur est réduite, soit par hydro- 

génation en présence de palladium (réduction du lacto-N-tétraose par KUHN 

et BAER) (148) soit par les hydrures de métaux alcalins : borohydrure de 

sodium (KUHN et WIEGANDT)(149) , borohydrure de potassium (KUHN et ~011,) 

(150 ) . 
Enfin, la méthode de méthylation au sulfate de méthyle en 

présence d'oxyde de baryum, dans la diméthylformamide (méthode 3a de KUHN 

et TRISCHMANN) (151) s'adapte très bien à la méthylation de monosacchari- 

des ou d'oligosaccharides peracétylés synthétisés par réactions d'acétyla- 

tion classiques ou par acétolyse des saccharides eux-mêmes. C'est ainsi 

que ces auteurs préparent avec de bons rendements (90 p. 100) de la permé- 

tyl-glucosamine à partir du penta-Q-acétyl-Q-glucosamine. - 

B - Applications de la méthode de méthylation. 
Les méthodes de KLJHN et al, ont fait l'objet de tant d1ap- 

plications qu'il serait illusoire de toutes les citer. Nous nous contente- 

rons donc de donner les détails des méthodes les plus couramment utilisées 

que nous avons pu nous-même soumettre à une étude critique (voir travaux 

personnels p. 67) 

1 - Méthylation des monosaccharides 
Comme nous l'avons mentionné dans les généralités, les mé- 

thodes de KüHN et al, sont précieuses pour la synthèse des dérivés perméthy- 

lés des monosaccharides. Les rendements de réaction sont intéressants (de 

l'ordre de 90 p. 100), la réaction s'effectuant sur le monosaccharide même 

ou sur son dérivé peracétylé. 

Nous décrivons dans l'appendice technique le protocole ex- 

périmental de perméthylation de la peracétyl-glucosamine suivant KUHN et 

TRISCHMANN a521 (voir p.252). Les dérivés perméthylés des monosaccharides 

peuvent être encore synthétisés par action de l'iodure de méthyle en présen- 

ce d'oxyde d'argent dans le dirnéthylsulfoxyde (méthode de BECHTLER) (153 ) ou 

dans la diméthylformamide (methode de KUHN, TRISCHMANUet LOW) (154). 
2 - Méthylation des oligosaccharides 

En 1956, KLJHN, BAER et GAUHE (155) modifient la méthode ori- 

ginale de KUHN, TRLSCHMANTJet LOW pour l'appliquer à la perméthylation d1oli- 



gosaccharides isolés du lait de Femme, en particulier au lacto-N-fucopen- 

tafol 1, provenant de la réduction du lacto-N-fucopentaose 1. 

Le mode opératoire est le suivant : 2,l g de fucopentai- 

tol (obtenu par réduction du pentaose par le borohydrure de potassium) sont 

dissous dans 60 ml de DMFA anhydre : 20 ml d'iodure de méthyle et 20 g d'oxy- 

de d'argent sont ajoutés en 20 mn , par petites portions, i3 la température 

ordinaire. On agite ensuite pendant une nuit. 5 ml d'iodure de m6thyle et 5 

g d'oxyde d'argent sont alors ajoutes au milieu réactionnel et on poursuit 

l'agitation pendant 8 heures. On décante, on filtre et on lave soigneuse- 

ment le filtre (ou le précipité si on a centrifugé) par le chloroforme. 

On abandonne ensuite pendant 18 a 24 heures à + 4OC : les 
sels d'argent collo~daux et les formyl-dérivés cristallisent. On élimine 

les cristaux par filtration et on lave a l'eau la phase chloroformique pour 
éliminer les dernières traces des dérivés de la diméthylformamide. On seche 

sur sulfate de sodium anhydre. On évapore ensuite sous vide. Le résidu bru- 

natre est alors repris deux fois par 20 à 30 ml d'iodure de méthyle, 5 g 

dfAg20 et 3 g de sulfate de calcium anhydre. on porte deux fois a reflux 
pendant 4 heures, Après filtration et lavage du résidu insoluble avec du 

chloroforme, l'oligosaccharide perméthylé est obtenu par évaporation à sec 

du filtrat et des extraits chloroformiques. 

Cette méthode de méthylation des oligosaccharides est trans- 

posable Z i  la substitution dfh6terosaccharides conrme les glycopeptides isolés 

d'hydrolysats protéasiques des glycoprotéines. 

Il faut toutefois noter que cette methode de méthylation ne 

fournit pas, en un seul temps, l'oligosaccharide permethylé. Ce résultat est 

obtenu'après plusieurs cycles de méthylation dans les mêmes conditions, ou 

mieux, apres un ou plusieurs cycles de mtSthylation suivant la méthode &HA- 

KOMORI (156) ; dans ce cas, l'oligosaccharide partiellement méthyle peut être 

traité par des agents beaucoup plus drastiques (hydrure de sodium dans le di- 

méthylsulfoxyde) sans être d6gradé. 

Les m6thodes de KUHN et al. ont été adaptées aux différents 

substrats à méthyler. C'est ainsi que KABAT et al. (157) ont réussi a minia- 
turiser la technique de KUHN, B M R  et SEELIGER (158) pour alkyler des oligo- 

saccharides d'activité de groupes sanguins. Le mode operatoire est le suivant : 



1 à 2 mg d'oligosaccharide sont dissous dans 150 ml de diméthylformamide. 

75 ml d'iodure de méthyle et 100 mg d'oxyde de baryum sont additionnés. 

Le tube est alors scéllé et agité pendant 2,5 h. 1 ml de chloroforme est 

ensuite ajouté et le précipité est éliminé par centrifugation. Après sé- 

chage, le résidu est soumis à un deuxième cycle de méthylation dans les 

mêmes conditions. Cette méthode nécessite l'identification des éthers mé- 

thyliques par chromatographie en phase gazeuse. 

3 - Méthylation des polysaccharides 
Les méthodes de KUHN et al. s'adaptent très bien à la 

perméthylation des polysaccharides si ceux-ci se dissolvent dans les sol- 

vants d'alkylation, c'est-2-dire, la dhéthylformamide, le diméthylsulfo- 

xide su les mélanges DMFA, DMSO. Lorsque le polysaccharide ne se dissout 

pas dans ces solvants, il est méthylé partiellement par la technique de 

HAWORTH. Le résidu obtenu se dissout alors dans la diméthylformamide et 

peut être méthylé par une méthode de KlJHN, la méthode de KUHN, LOW et 

TRISCHMANN(~~~) à l'iodure de méthyle, oxyde de baryum, par exemple. Cette 

technique a été utilisée par LESCHZINER et CEREZO (160) ainsi que par 

GORIN et SPENCER (161) pour méthyler un galactomannane et un - L-rhamno-Q- - 
mannane. 

En 1963, SRIVASTAVA , HARSHE et SINGH(~~~) publient une 

méthode de méthylation qui rappelle la technique de BECHTLER (163) : méthy- 

lation à l'aide de l'iodure de méthyle et de l'oxyde de baryum dans le di- 

méthylsulfoxyde. Cette technique a été utilisée par PARIKH et JONES (164) 

pour alkyler un polysaccharide riche en galactose et acide galacturonique 

isolé d'une gomme. Le mode opératoire est décrit dans l'appendice technique 

(voir p.252). Le polysaccharide méthylé, analysé en spectroscopie Infra- 

Rouge, ne montre plus de bande d'absorption dans la région 3400-3600 cm- 1 

ce qui permet de conclure à une méthylation totale de la molécule. 

C - Conclusions 
Les méthodes de KUHN et al. conduisent, dans le cas des 

monosaccharides et des oligosaccharides, à une forte proportion de dérivés 

perméthylés. Lorsque les molécules glucidiques sont soumises à un seul cycle 

de méthylation, des produits sous méthylés subsistent. Ceux-ci disparaissent 

lorsqu'on augmente le nombre de cycles à reflux dans l'iodure de méthyle en 



présence dFoxyde d'argent. Ce progres dans la perméthylation est B imputer 

au solvant et glus particulièrement sa polarité. Il est juste de penser 

qu'un accroissement de la polarité du solvant conduira à une méthylation 

plus go~ssée. Ceci a été vérifié par SRIVASTAVA, I.IARSHE et SINSH (165 

(méthylation dans le diméthylsulfoxyde par l'iodure de méthyle en présen- 

ce d'oxyde de baryum) et par W A N  et TRISCHMANN(~~~) (méthylation dans des 

mélanges de DMFA/DM?O par le sulfate de méthyle en présence d'oxyde de ba- 

ryum ou d'hydroxyde de baryum). 

Enfin, les méthodes de KLTHN peuvent être couplées avec 

d'autres techniques plus efficaces mais plus drastiques c m e  la méthode 

de HAKCMORT ( 1 6 7 ) .  Elles permettent donc de stabiliser la molécule gluci- 

dique et en particulier de réaliser une méthyl.osidation de la fonction ré- 

ductrice du monosaccharide ou de l'oligosaccharide réducteur. 

V I 1  - PROCEDE DE HAKOMORI 

A - Principe 
L'apparition du procédé de méthylation de IIAKOMORI (168) 

est liée à l'étude des propriétés du méthyl-sulfinyle carbanion entreprise 

en 1962 par COREY et CHAYKOVSU(k%9&gpliquée à 1 'alkoxylation des fonctions 

hydroxylées de composés aromatiques. Les auteurs avaient remarqué, sur ces 

composés,une réaction très importante de déprotonation en présence de ce car- 

banion. Il fut donc considéré que le principe de cette méthode pouvait etre 

appliqué aux composés glucidiques de structure plus ou moins complexe. Le 

schéma de réaction est comparable à celui de la réaction des sucres dans 

l'ammoniac liquide en présence de sodium (voir p.25 1. Cette méthode est 
cependant plus avantageuse que la précédente en effet, elle eat plus rapi- 

de et son efficacité est totale, elle peut Btre contrôlée plus facilement 

par la quantit6 de rkactif que Iton additionne; enfin, elle s'effectue à la 

température du laboratoire et ne ndcessite pas d'appareillage particulier. 

La méthylation se dérou1.e en trois temps : 

1) Formation du méthyl-sudfinyle carbanion par action de 

l%ydrure de sodium sur le dim6thylsulfoxyde : 



2) Formation dtalcoolates par action du méthyl-sulfinyle 

carbanion sur les groupements hydroxylés : 

R-O-H+CH~-SO-CH-Na+ 2 4 R-O-N~++CH~-SO-CH~ 
3 )  Etherification par action de l'iodure de méthyle sur 

les alcoolates de sodium : 

Cette méthode nécessite quelques précautions ; en effet, 

un monosaccharide ou un oligosaccharide est rapidement dégradé dans Les 

conditions de La méthylation plus particulièrement en raison de llextr€!me 

basicité du milieu ; de meme, les liaisons glycosidiques alcali-Labiles, 

comme la 1i.aison - O-glycosidique d'une N-acétylgalactosamine sur une sérine 

ou une thréonine, sont rapidement coupées. Il faut donc d'une part, bloquer 

les fonctions réductrices des monosaccharides ou des oligosaccharides par mé- 

thylosidation pour les premiers, ou méthylation partielle pour les seconds 

d'autre part, utiliser d'autres techniques de méthylation pour les glycopro- 

tides à liaisons 2-glycosidiques. 

B - Protocole expérimental original de HAKOMORI (170) 

HAKOMORI a conduit ses expériences de méthylation sur trois 

types de molécules glucidiques : un cérébroside, un polysaccharide : le gly- 

cogène et un glycoprotide : l'ovomucoïde. Le protocole expérimental original 

de méthylation d'un cérébroside est décrit dans l'appendice technique (voir 

p.253). Après un cycle de mt$thylation, l'auteur n'observe aucune bande d'ab- 

sorption à 3400, 3500 cm-1. 

En ce qui concerne la méthylation du polysaccharide, seules 

les conditions de temps différent : dans ce cas, le glycogène est laissé en 

contact avec le carbanion pendant 6 h et l'alkylation est prolongée durant 

une nuit. Le produit perméthylé est isolé par dialyse et lyophilisation. 

Deux cycles de méthylation sont nécessaires pour faire disparaftre la bande 

d'absorption caractéristique de la fonction hydroxylée. 

Comme nous pouvons le constater, cette méthode permet de 

méthyler le glycogène en quelques jours avec moins de 100 mg de substrat, les 

procédés conventionnels réclamant quelquefois des mois pour arriver à une 

méthylation totale en partant de plusieurs grammes de substrat (HAWORTH, 

HIRST et ISHERWOOD) (171) (BACON, BALDWIN et BELL) (172 1. 



Quant à l'ovmuco*de, l'auteur méchyle la glycoprotéine 

irative dans les tnplmes conditions que pour le glycogérie et isole le pro- 

duit m6ttlyl6 par dialyse. Dans ce cas, les rendements sont assez faibles 

puisqu9.i ne retrouve que 25 mg de glycoprotide néthylé sur 100 mg d'ovo- 

ri~ucofde natif. Ces pertes sont dues à la précipitation d'environ un 

tiers de la quantité de glycoprotide de départ durant la réaction de per- 

méthylaeton, 

C - Applicacitnns e t  modifications de & méthode de WuKOMORI -- -.-----Pm 

Çmmne nous venons de le mentionner dans le préc6dent 

paragraphe, la méthode de WlKOMORI s'adapte à de risrnhreux substrats aussi 

dif£érerits qukun glycolipide, un glycoprotide et uc polysaccharide. On 

peut doric irtiiliser cette technique avec succès sur de nombreux composés 

gl~ucidiquas. Cependant, le premier ofis tacle à 1 'application de cette métho- 

de de méthylatiori est la difficulté de solubiliser certains polysaccharides 

ou glycoprotides dans le solvant, c'est-a-dire le d~méthylsulfoxyde. b cha- 

que fois que le composé glucidique forme une solution limpide dans le dim6- 

thy lsulfaxyde, la réaction de m6thylation est quantitative (SANDFORD) (173 9, 
(KOELTZ~IJ ,  E P E Y  et CONRAD) (174). Quand la solubilisation du polysaccharide 

n'est pas réalisable im&diatement, elle peut être augmentée par une lyophi- 

lisation suivie d'un passage sur un t a m i  de 100 B 120 "mesh". Enfin, la so- 

lubilit-Q du materiel glucidique peut Gtre accrue par chauffage B 60-80% 

dans le diméthylsulfoxyde. 11 est bien évident que le taux de methylation 

est fonction de la solubilisation du substrat dans le solvant. 

Un autre inconvénient de la methode de HAKOMORI provient du 

milieu réactionnel extrhement drastique. En effet, il ne fait pas de doute 

que le système hydrure de sodium, iodure de méthyle, diméthylsulfoxyde est 

beauco~ip plus basique dans cette réaction (MARTIN, WEISE et NICLAS) (175) 

que la soude dans le procédé de m6thylation de HAWORTH. ANDERSON et al. (176) 

ont montre que certahns polysaccharides pouvaient subir des réactions de 

dépolp&risaciolz cornine les polysaccharides de Gomme d'Acacia qui perdent des 

rtlsidus de &-rhamnose - eu position teminale non réductrice, et également de 

l'acide gluceironique. Dans ce polyun̂ oni.de, le b-rhamnose - étant lié en 4 de 

Ifacide glilcuronique, le detachement- du L-rhamnose - peut s'expliquer par une 

réaction de,&-élimination en C4 de L'acide uronique. 11 faut cependant bien 

se garder de faire un parallèle entre les réactions de dégradation alcaline 



en m i l i e u  aqueux e t  dans  l e  d iméthysulfoxyde.  C e t t e  remarque e s t  i l l u s t r é e  

p a r  l a  m é t h y l a t i o n  q u a n t i t a t i v e  dans lès  c o n d i t i o n s  d e  HAKOMORI du d i s a c -  

c h a r i d e  3-9-a-Q-glucopyranosyluronic - a c ~ d  -@-mannopyranose (GAHAN, SANDFORD - 
e t  C O N M I  (177)  e t  d ' u n  polymère co~i5i . i  t u é  d ' u n i t é s  de  r é p é t i t i o n  t é t r a -  

s a c c h a r i d i q u e  l i é e s  p a r  des p o n t s  phospi lodies ters  (REBERS e t  HEIDELBERGER) 

(178) .  

X I  f ù n t  c n f i n  p r é c i s e r  que le-: a c i d e s  i troniques sont. tnéthyl- 

e s t é r i f i é : ,  dans  des  c3,l~idi t i o n s  d e  mgthyl a t i  :*i; s e l o n  BAKOMORI (SANUE'ORD e t  

CONRAD) (1791, (GAHAN, SANDFORD e t  CONRAD) t180) e t  que l e s  groupements 

"acétamido" d e s  N acd ty losamines  son t  c o n v e r t i s  en groupements N-méthyl- 

acétamido (STOFFYH, STOFFYN e t  ORR) (181) .  

D e  nombreuses m o d i f i c a t i o n s  o n t  é t é  appor tées  à l a  méthode 

o r i g i n a l e  d e  HAKOMORT ( 1 8 2 ) -  A i n s i  ANDERSON e t  CREE (183) m o d i f i e n t  l e s  con- 

d i t i o n s  d ' a d d i t i o n  d e s  r é a c t i o n s .  L e  p r o t o c o l e  expér imental  d e  m é t h y l a t i o n  

d ' u n e  gomme d ' a c a c i a  es t  l e  s u i v a n t  : 4 , 6 4  g de  g o m e  son t  d i s s o u s  dans 250 

mi de  d i m é t h y l s u l f o x y d ~  e t  2 g d ' h y d r u r e  d e  sodium s o n t  a d d i t i o n n é s  pa r  pe- 

t i t e s  p o r t i o n s  sous a g i t a t i o n  pendant 1 h .  La s o l u t i o n  d e v i e n t  jaune e t  s e  

s o l i d i £ i e ,  5 ml d ' i o , i u r e  de  méthyle  s o n t  a l o r s  a j o u t é s ,  sous a g i t a t i o n ,  gout-  

t e  3 g o u t t e ,  pendant 2 h .  La r é a c t i o n  e s t  p o u r s u i v i e  t o u t e  l a  n u i t .  T r o i s  

a d d i t i o n s  d ' h y d r u r e  dl. sodium e t  d ' i o d u r e  d e  rnéthyle s o n t  e f f e c t u é e s  s e l o n  

l e s  c o n d i t i o n s  d é c r i t e s  p l u s  h a u t .  Le mélange r é a c t i o n n e l  e s t  a l o r s  d i l u é  

avec d e  l ' e a u  ( 1 , 5  1 )  pour  p r é c i p i t e r  Le p o l y s a c c h a r i d e  e t  l ' e x c è s  d ' i o d u r e  

d e  méthyle  e s t  &Li.min& p a r  a s p i r a t i o n .  La s o l u t i o n  surnagean te  est t r a i t e e  

avec l e  chloroforme e t  l a  phase o rgan ique  combinée avec l e  p r é c i p i t k  d e  gom- 

me, La s o l u t i o n  ob tenue ,  l a v é e  a l ' e a u  pour  é l i m i n e r  l e  diméthylsulfoxyde,  

e s t  sgchée a u  s u l f a t e  de  magnésium, p d i s  concen t ree  à 1 ' 4 v a p o r a t e u r  r o t a t i f .  

E n f i n ,  l e  p o l y s a c c h a r i d e  perméthyle  e s t  p r é c i p i t e  p a r  l ' é t h e r  d e  p k t r o l e  e t  

i s o l é  p a r  c e n t r i f u g a t r o t r .  (rendement 85 1). 100, dosage des  f o n c t i o n s  "métho- 

xy" : 40,8  p ,  1 0 0 ) .  1w.1~ c o n s t a t o n s  que l e s  a u t e u r s  e f f e c t u e n t  p l u s i e u r s  cy- 

c l e s  d e  mGthylat ion en c o n t i n u ,  a l o r s  que dans s a  t echn ique  o r i g i n a l e ,  HA- 

KOMOR3: a r r ê t e  l a  r é a c t i o n  p a r  d i a l y s e  du p o l y s a c c h a r i d e  p a r t i e l l e m e n t  méthy- 

l é  e t  r e n o u v e l l e  une a l - k y l a t i o n  s u r  1~ p r o d u i t  s e c .  

Des v a r l a r i t e s  B l a  i?i&th,~de d e  HAKOMORI o n t  é t é  p u b l i é e s  e t  

concernent  l ' i n t e r v e n t i o n  d ' a u t r e s  L ~ ~ S C Ç  que l e  m é t h y l s u l f i n y l e  carbanion 



dans la formation de l'alcoolate. Nous citerons les méthodes de DINER, 

SWEET et BROWN (184) (action de l'hydrure de sodium sur le méthyl-a-p- - 
glucoside dans la diméthylformamide ou le diméthoxy-1, 2-éthane, puis 

addition de l'iodure de méthyle) et de BRIMACOMBE et a1.(185, 186, 187) (ac- 

tion de l'hydrure de sodium sur des monosaccharides plus ou moins sub- 

stitués dissous dans la diméthylformamide ou la N-acétyl-2-pyrrolidone, 

puis addition d'un dérivé halogéné, généralement le bromure). Le tétra- 

hydrofurane a été utilisé à la place de la diméthylformamide ou du giméthyl- 

sulfoxyde (LEMAL, PACHT et WOODWARD (188)). Cette technique donne des ré- 

sultats moyens dans le cas des monosaccharides en raison de la faible so- 

lubilité de ces derniers dans le tétrahydrofurane : par contre, les mo- 

nosaccnarides substitués, plus solubles dans ce solvant, se méthylent 

d'une fason satisfaisante (EXDES et Coll. (189)). 

D - Conclusions 

La méthode de W M O R I  conduit à des rendements de méthy- 

lation quantitatifs aussi bien sur les monosaccharides que sur les poly- 

saccharides. Il faut toutefais mentionner que, comme toute réaction en 

phase liquide, la réaction de méthylation sera quantitative si la molécu- 

le à alkyler est dissoute dans le diméthylsulfoxyde ; ce qui semble diffi- 

cile avec les polysaccharides de haut poids moléculaire ou les hétéropoly- 

saccharides comme un glycoprotide qui précipite durant la réaction. Nous 

verrons, dans nos travaux personnels, que la glycoprotéine peut être per- 

méthylée correctement en travaillant sur le glycopeptide isolé par hydro- 

lyse protfasique. 

Quant aux monosaccharides et oligosaccharides, l'extrême 

basicité du milieu réactionnel oblige le blocage préalable de la fonction 

réductrice. 

Cette méthode présente l'avantage d'être extrêmement rapide 

et de nécessiter peu de substrats. L'efficacité de cette méthode est à at-' 

tribuer à la réactivité du méthylsulfinyle carbanion dans la formation de 

l'alcoolate ; l'éthérification se faisant alors très facilement grâce B 

l'iodure ou au sulfate de méthyle. Il faut noter que les méthodes de méthy- 

lation par l'iodure de méthyle dans l'ammoniac liquide en présence de so- 

dium (voir p..25) répondent au même schéma de réaction : formation de l'al- 



coolate, puis éthérification. Toutefois, ces techniques sont d'un emploi 

plus difficile, nécessitent un appareillage sophistiqué et sont également 

plus longues et moins complètes. 

VI11 - CONCLUSIONS GENERALES SUR LES METHODES DE METHYLATION 
Nous pouvons conclure au terme de cet historique que le nombre 

important de techniques proposées montre assez les difficultés que les 

auteurs ont rencontrées et sur lesquelles nous butons encore, dans la 

méthylation des glucides. Toutefois, cette étude nous conduit à reconnat- 

tre l'amélioration progressive des méthodes de perméthylation. 

Les premières techniques faisaient agir directement l'iodure 

ou le sulfate de méthyle sur les fonctions hydroxyles ; ceci est diffi- 

cile en raison de la faible mobilité des hydrogènes de ces fonctions (les 

alcools secondaires sont, en effet, des acides très faibles). 

La méthode de HAWORTH marque sur ce point une nette amélioration 

et constitue la premiere technique qui utilise la formation intermédiaire 

de l'alcoolate dans le passage à l'éther. Cet alcoolate est formt. en milieu 

aqueux par action de la soude concentrée. La réaction des alcoolates avec 

les halogénures d'alcoyle ou les sulfates d'alcoyle constitue ensuite la 

méthode générale de préparation des éthers (synthèse de WILLIAMSON). Ces 

alcoolates peuvent être synthétisés très facilement à partir de l'amidure 

de sodium ; cette technique est utilisée dans les réactions de méthylation 

décrites par FREUDENBERG et HIXON (190) et par MUSKAT (191) qui dissolvent 

la molécule glucidique dans l'ammoniac liquide puis font agir un métal al- 

calin, le sodium ou le potassium ; l'alkylation étant réalisée grâce l'io- 

dure de méthyle. Cette technique est intéressante car le rendement en pro- 

duit méthyle est élevé ; toutefois, elle n'est pas d'utilisation facile. 

La méthode de HAKOMORI, constitue le parachévement actuel 

des procéd4s de méthylation. Le méthyl-sulfinyl carbanion formé par action 

de l'hydrure de sodium sur le diméthylsulfoxyde est une base extrêmement 



f o r t e  q u i  r é a g i t  rapidement à température o r d i n a i r e  s u r  l e s  fonct ions hydro- 

xy le s  pour former l e s  a l c o o l a t e s  ; l ' é t h é r i f i c a t i o n  e s t  r é a l i s é e  par l ' i o -  

dure  de  méthyle.  

Dans c e t t e  conclusion,  il f a u t  évidemment mentionner l e s  

t ravaux e f f e c t u é s  par  KUHN e t  s e s  co l l abo ra t eu r s  q u i ,  avant HAKOMORI, 

appor t é ren t  des  techniques d e  perméthylat ion t r è s  e f f i c a c e s  des  molécules 

g luc id iques .  Dans c e  type de méthode, l ' é t a p e  e s s e n t i e l l e  de l a  r éac t ion  

de  méthyla t ion  est l a  d i s s o c i a t i o n  de l ' ha logénure  CH 1. Dans une t e l l e  
3 

r é a c t i o n ,  La p o l a r i t é  du so lvant  f a v o r i s e  beaucoup l ' a p p a r i t i o n  des char- 

ges .  C ' e s t  pourquoi l a  méthyla t ion  dans l a  diméthylformamide f o u r n i t  de 

hau t s  degrés  de  méthylat ion.  L'oxyde d ' a r g e n t ,  ca t a lyseu r  de l a  r éac t ion  

con t r ibue  notablement à l a  perméthylat ion de l a  molécule ; en e f f e t ,  l ' i o n  
+ A g  s e  comporte comme un accepteur  d ' é l e c t r o n s  e t  f a v o r i s e  l a  d i s s o c i a t i o n  

de  l ' i o d u r e  de  méthyle. 

Enfin,  des méthodes de méthylat ion d é j à  anciennes qui  u t i -  

l i s e n t  l e  diazométhane permettent  d ' a l k y l e r  des molécules g luc id iques  subs- 

t i t u é e s  par  des  groupements a l c a l i - l a b i l e s  comme l e s  groupements acé ty l é s .  

Dans ce  c a s ,  l a  r é a c t i o n  e s t  e f f ec tuée  dans l e  dichlorométhane e t  ca ta ly-  

s é e  par  Le t r i f l u o r u r e  de bore en s o l u t i o n  dans l ' é t h e r .  
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INTRODUCTION 

Nous avons rassemblé dans ce chapitre les résultats que nous 

a apportés l'application d'une série de méthodes et, en particulier, la 

perméthylation des glucides dont le but principal était de déterminer la 

structure de différents glycannes d'une même glycoprotéine et de glycopro- 

téines différentes. Les finalités de ces recherches sont multiples. Tout 

d'abord, l'étude comparée de la structure des glycannes des glycoprotéines 

nous apportera, peut-être, des renseignements précieux sur la manière dont 

ces polysaccharides sont biosynthétisés et, en particulier, s'il existe un 

codage de cette biosynthèse. Cette démarche rejoint celle de MONTREUIL (192) 

et de NEUBERGER (193) lors de leur comparaison des structures peptidiques 

au voisinage des points d'attache glycanne-protide. La présence constante 

d'un P-hydroxy-amino-acide en P du résidu d'asparagine leur avait fait 
émettre l'hypothèse que le branchement des groupements glycanniques est 

codé par ces hydroxy-amino-acides. 

D'autre part, cette étude nous a permis d'affiner et de mi- 

niaturiser les techniques d'investigation de la structure des glycannes 

des glycoprotkines ce qui nous permettra, dans un proche avenir, de nous 

lancer sur des glycoprotéines de membranes de cellules normales et trans- 

formées. 

Du point de vue purement technique, nous pouvons admettre 

que les méthodes de détermination de la composition en monosaccharides de 

ces glycoprotéines sont satisfaisantes. Il n'en est pas de même pour ce 

qui est des techniques d'exploration de la structure des glycannes et en 

particulier de la perméthylation de ces molécules. L'étude critique que 

nous nous sommes efforcés de réaliser nous a conduits à effectuer un choix 

parmi les techniques decrites dans l'historique de ce mémoire qui tient 

compte de la composition et du degré de complexité du substrat étudié. De 

plus, la pratique de l'analyse chromatographique des éthers méthyliques 

nous a posé le problème de la préparation et de l'identification de ces 

composés . 
Le plan que nous avons adopté pour présenter nos travaux 

personnels comportera deux parties : 

1 - Nous décrirons dans un premier temps, l'aspect technologique de nos 



recherches sur  l a  p e m t 5 t h y l a ~ l o n  des  g lycannes  des  g l y c o p r o t 6 i n e s  e t  des  

o l ~ g o s a c c h d r l d c ~ s  . 
N « L ~ S  envisageons  donc succ essivernent : 

a )  L ' a p p l i c a t i o n  des  t e c h ~ i i q u e s  c l a s s i q u e s  d e  c o n t r ô l e  de  

id pcrané~hyi< i t ion  aux g l y ~ a r i ~ e s  méti lylés.  

b )  Une &tude  c r i t i q ; e  des  proc6dés  de  pe rméthy la t ion  des  

gl  ycannes des giyctrpn-otéines,  ce qui  RCJUS amenera à e f f e c t u e r  un cho ix  

pdrilti 1 C S  I - ~ ~ Z I P . ~  q u e s  u ~ i l i s é e s  . 
c j  L ' i d e n t n i i c a t i o n  des  i n o n o s a ~ c h a r i d e s  méthylés  l i b é r é s  

pal b y d z o l y s e  oii métnanulyse  du glycanne permSthyI&. Ceci  nous aménera 

31 cc i srx  l es  condl Lions optimales de l i b é r a t i o n  des  monosaccharides rnéthy- 

;ts présents  dans  l e  glycanne penns thy l6  e t  B d é c r i r e  l e s  procédés  chro- 

ma tugraph iques  d ' ~ i d e n i f i c a t i o n  de  c e s  d é r i v e s  méthylés  a i n s i  q u ' u n  pro- 

r e d é  de  f rac t ionne~tzcn t  SP l ' h y d r o l y s a t  d e s  g l y c o p e p t i d e s  peméthylés. En- 

~ n ,  ~ ~ O U S  ~ X P O S ~ ~ ~ C ) I ~ S  I c b  r O s i l l t a t s  que nous avons obtenus  en c e  q u i  con- 

ne l a  byn thèse  d e s  &the l  a niet h y l i q u e s  témoins du g a l a c t o s e , d u  mannose 

et de l a  N-aciSrylljl~lci~samintr. 

2 - N U U S  Ç X ~ ~ J L X U ~ S ,  ilans un second t emps ,  l e s  r é s u l t a t s  q u i  o n t  é t é  ob- 

t enus ,  cal t r ava l l  d '  Gqulpto, g r a c e  Ci 1 ' a p p l i c a t i o n  ;I d i v e r s  g l y c o p r o t i d e s  

c t  o i a g i ~ . ; a ç ~ h a r i d e s  des  yrrsrocerl.es expécimexitaux d é c r i t s  dans l a  prerniere 

i ~ a r t ~ e  d e  r.ic,tre xrt6acire : 

a j  S t r u c t u r e  des glycannes  i s o l é s  d e  g l y c o p r o t é i n e s  : ovo- 

xneicc:.i"dc- du  b l  anc ci 'oeuf. de  Pokl t, , t r a n s f e r r i n e  humaine, orosomucofde. 

b )  Xxp ioration de  14 s t r u c t u r e  d e  p l u s i e u r s  o l i g o s a c c h a r i -  

d t s  J J I ~ I E Ç ,  d ' u n e  p a r t ,  des  i iydro lysa t s  ou des a c é t o l y s a t s  de  g l y c o p r o t i -  

dri.: CotornucoTdt, orosomur.ii'i"de) e t ,  d ' a u t r e  pax t., des  u r i n e s  d e  s u j e t s  nor-  

maux 



l è r e  PARTIE L_i 

MISE AU POINT DU PROCEDE DE PERMETHYLATION 

DES GLYCANNES DES GLYCOPROTEINES 

,. 
I - CONTROLE DE LA PERMETHYLATION 

2 - ETUDE CRITIQUE DES DIVERS PROCEDES DE PERKETHYLATION 

3 - MISE AU POINT D'UN PROCEDE DE FRACTIONNEMENT DES HYDROLYSATS DE GLYCO- 

PEPTIDES PERMETHYLES. IDENTIFICATION DES MONOSACCHARIDES METHYLES LIBE- 

RES PAR HYDROLYSE DU GLYCANNE METHYLE. SYNTHESE DES ETHERS METHYLIQUES 

TEklOINS . 



Avant d ' app l ique r  l e s  d i f f é r e n t e s  techniques de mkthylation 

aux glycannes d e s  g lycopro té ines ,  il nous f a l l a i t  un moyen de con t rô l e r  

c e t t e  de rn i è re .  C ' e s t  pourquoi,  à l a  s u i t e  des t ravaux e f f ec tués  au labo- 

r a t o i r e  par  SEGARD (1941, TAKERKART (195) e t  DUPONT (196) nous avons r e p r i s  

l ' é t u d e  des d i v e r s  procédés q u i  permet ten t ,  sans arnbiguité, de  conclure à 

une s u b s t i t u t i o n  t o t a l e  d e  t o u t e s  l e s  fonc t ions  hydroxyles de l ' o l i gosaccha -  

r i d e ,  du polysaccharide ou du glycopept ide méthylés.  Le problkme e s t  c a p i t a l  

En e f f e t ,  une méthylat ion incomplète pourra  ê t r e  l a  cause de graves e r r e u r s  

l o r s  de  l ' i n t e r p r b t a t i o n  des  r é s u l t a t s  en p a r t i c u l i e r  l ' i d e n t i f i c a t i o n  

de monosaccharides sous méthylés  qu i  ne  proviennent pas du p o i n t  de branche- 

ment mais d 'une  méthylat ion p a r t i e l l e .  

Le con t rô l e  de  l a  perméthylation peut  s ' e f f e c t u e r  par  l ' a p -  

p l i c a t i o n  de t r o i s  types de  méthodes : 

- des méthodes chromatographiques, 

- une méthode spectroscopique,  

- des méthodes chimiques. 

1 - CONTROLE DE LA PERMETHYLATION PAR DES METHODES CHROMATOGRAPHIQUES 

Les d i v e r s  procédds de  chromatographie peuvent é t r e  u t i l i s é s  

au c o n t r ô l e  de  l a  perméthylat ion des o l igosacchar ides  ou des glycopept ides .  

Les analyses  chromatographiques peuvent ê t r e  e f f ec tuées  avant ou après  hy- 

d ro lyse  ou méthanolyse de  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  méthylé. 

A - ANALYSE CHROMATOGRAPHIQUE AVANT HYDROLYSE 

1 - Pr inc ipe  

L 'analyse chromatographique d 'un o l igosacchar ide  pur méthy- 

l é  d o i t  f o u r n i r  un composé homogène s i  c e  de rn i e r  v o i t  t ou t e s  s e s  fonct ions 

hydroxyles s u b s t i t u é e s .  La méthylat ion s e r a  poursu iv ie  t a n t  que p lus i eu r s  

taches  appa ra l t ron t  sur  l e s  c h r o m a t o g r m e s .  

Les analyses  peuvent ê t r e  e f f ec tuées  pa r  chromatographie s u r  

pap ie r  ou en phase gazeuse pour des monosaccharides ou par  chromatographie 

d ' adso rp t ion  s u r  couche mince dans l e  ca s  d 'o l igosacchar ides  de masses mol& 



c u l a i r e s  f a i b l e s  (hexasaccharide par  exemple). 

2 - Mode o p é r a t o i r e  

L 'o l igosacchar ide  méthyle e s t  soumis directement  B l a  chro- 

matographie s u r  couche mince de  S i l i c a g e l  G dans l e  système-solvant : chlo-  

roforme/méthanol (9 : 1 )  (v : v ) .  Les plaques de  chromatographie (4  x 9 cm) 

sont  préparées en coulant  une suspension de 30 g de S i l i c a g e l  G (MERCK) 

dans 60 m l  d 'eau d i s t i l l é e .  C e t t e  technique nous permet de  préparer  38 p l a -  

ques en une s e u l e  opé ra t ion .  Le so lvant  e s t  é l imine  pa r  chauffage à 130°C 

pendant 5 h .  Parmi l e s  d i v e r s  systèmes so lvant  que nous avons u t i l i s é s  l e  

mélange chlorofonne/méthanol ( 9  : 1 )  ( v : v )  nous a donné l e s  me i l l eu r s  

r é s u l t a t s .  La chromatographie e s t  r é a l i s é e  dans des cuves de v e r r e  à base  

r e c t a n g u l a i r e  (12 x 8 x 5 cm) contenant  15 m l  du système so lvant .  La chro- 

matographie e s t  a r r ê t é e  l o r sque  l e  f r o n t  du so lvan t  a r r i v e  au sommet de l a  

p laquerce  qu i  e s t  r é a l i s é  en 15 m. Après é l imina t ion  du so lvant ,  on pulvé- 

r i s e  s u r  l a  plaque une s o l u t i o n  aqueuse d ' a c i d e  su l fu r ique  à 5 p. 100. Les 

composés organiques appa ra i s sen t  sous forme de  taches marrons, g r i s e s  ou 

n o i r e s ,  après  un chauffage de  quelques minutes s u r  plaque chauffante .  

3 - Résu l t a t s  

La f i g u r e 6  (p.51) rassemble l e s  r é s u l t a t s  du c o n t r ô l e  de 

l a  méthylat ion d 'un  hexasaccharide i s o l é  de  l ' u r i n e  humaine par  STRECKER 

(197). Nous pouvons c o n s t a t e r  qu 'après  un c y c l e  d e  méthylat ion su ivant  l a  

technique de  KUHN, BAER e t  GAUHE (198) p l u s i e u r s  taches appara issent  s u r  l a  

plaque de chromatographie c e  q u i  e s t  l e  r e f l e t  d 'une méthylat ion p a r t i e l l e .  

Par  con t r e ,  s i  à c e t t e  première é tape  de méthylat ion nous appliquons deux 

cyc le s  su ivant  l a  méthode de HAKOMûRI (199) nous n'observons p lus  qu'un s e u l  

spot  . 
4 - Discussion 

C e t t e  technique e s t  e x t r h e m e n t  préc ieuse  pour l e  con t rô l e  

de  l a  méthyla t i sn  d ' o l igusaccha r ides .  En e f f e t ,  e l l e  n é c e s s i t e  t r è s  peu de  . 

produ i t s  e t  e l l e  e s t  t r è s  r ap ide  puisque t o u t e s  l e s  opéra t ions  peuvent ê t r e  

e f f ec tuées  en 1 h .  

B - ANALYSE CWROMATOGRAPHIQUE APRES HYDROLYSE 

1 - Pr inc ipe  



Figure 6 

Chromatographie d'adsorption sur couche mince de Silicagel 
. v)(s) (MERCK) dans le système-solvant : chloroforme/m6thanol (9 : 1) (v . 

. I ' c ~ i  

un hexasacchari4e isolé de l'urine humaine perméthylé. ---/ 

A : par un cycle de méthylation suivant la technique de KUHN, BAER et 

GAUHE (200) 

B : par A + un cycle de méthylation suivant le procédé de HAKOMORI (201) 
C : par A + 2 cycles de méthylation suivant le procédé de HAKOMORI 



L'hydrolyse ou l a  méthanolyse d 'un  o l igosacchar ide  ou d ' un  

glycopept ide méthylé l i b é r e  l e s  monosaccharides s u b s t i t u é s  p ré sen t s  dans l a  

molécule.  Nous admettons que l a  perméthylation e s t  a t t e i n t e  lorsque l e s  r é -  

s u l t a t s  des analyses  chromatographiques après  1 , 2 , 3  ... n cyc le s  d e  méthy- 

l a t i o n  demeurent cons t an t s ,  c ' e s t - à -d i r e ,  q u ' i l  n ' y  a  p lus  n i  appari t ion n i  

d i s p a r i t i o n  de  dér ivés  méthylés  s u r  l e s  chromatogrammes. Pour ce  f a i r e ,  

nous analysons l e s  monosaccharides l e s  p lus  d i f f i c i l e s  à méthyler ,  en l 1 o c -  

curence l e s  N-acétylosamines. 

2 - Mode o p é r a t o i r e  

Une a l i q u o t e  de  glycopept ide p e m é t h y l é  e s t  hydrolysée s u i -  

van t  l e s  condi t ions  d é c r i t e s  p lus  haut  (p.92 ) .  Les osamines méthylés a i n s i  

l i b é r é s  peuvent ê t r e  ana lysés  directement  par  chromatographie s u r  r é s i n e  

échangeuse de ca t ions  ( v o i r  p.114) ou après  é l imina t ion  des monosaccharides 

"neutres"  méthylés ( v o i r  p.138) par  chromatographie en phase gazeuse de 

l e u r s  dé r ivés  t r i m é t h y l s i l y l é s  s u r  une colonne de  v e r r e  (180 x 0 , 3  cm) rem- 

p l i e  de Chromosorb W ("mesh"100.120) à 3 p.  100 de s i l i c o n e  OV 17 (pour l e s  

condi t ions  de  l a  chromatographie, v o i r  p.103). 

3  - R é s u l t a t s  

La f igure7(p .53  ) nous montre l e s  diagrammes de  chromato- 

graphie  en phase gazeuse des  é t h e r s  méthyliques de  l a  glucosamine obtenus 

p a r  hydrolyse du glycopept ide P de l 'ovomuco~de méthylé par  1 , 2 , 3  e t  4 cy- 

c l e s  de méthylat ion su ivan t  l a  technique de HAKOMORI (202). Nous pouvons 

c o n s t a t e r  qu 'après  l e  t ro i s i ème  cyc le  de  méthylat ion,  l e s  chromatogrammes 

s e  s t a b i l i s e n t  à deux p i c s  q u i  correspondent B l a  3,4,6-tri-9-méthyl-Q-glu- - 
samine e t  à l a  3,6-di-9-méthyl-Q-glucosamine. - 

4 - Discussion 

Ce t t e  technique de c o n t r ô l e  de l a  perméthylat ion d'une molé- 

c u l e  g luc id ique  nous a  donné de  bons r é s u l t a t s  au l a b o r a t o i r e ,  cependant, 

nous l ' avons  abandonnée au p r o f i t  de l a  technique spectroscopique ca r  e l l e  

n é c e s s i t e  des  quan t i t é s  importantes  de glycopept ide (de l ' o r d r e  de 4 à 5 

mg pour chaque a l iquo te  hydrolysée)  de  p lus ,  e l l e  e s t  t r è s  longue puisque 

chaque opé ra t ion  comprend une hydrolyse, un fractionnement des  osamines mé- 

t h y l é e s  e t  e n f i n  une ana lyse  de  ces  de rn i è re s  en chromatographie de phase 

gazeuse après  s i l y l a t i o n .  



Figure 7 

Chromarugraphi s eii piidse gazeuse des d a r i v i s  t r i r né thy l s i l y -  

1 - des O-métliyi -O-glucosiraines oliiG;.ues y a r  nydrolyse d 'une aliquote de - - 
t;lycupept.i.de B de l'ovomucaTde m6rhy l6  par 1 cycle  ( A ) ,  2 ï y ï i e s  ( B I ,  3 

cycles  ( C )  et 4 cycles (D) d e  m6thyld:ic.-i  s;;ivmt i a  technique de HAKOMORI. 

Colonne d e  v e r r e  (0,3 x 180 en11 remplie de Chromososb W 

AH. iiMDS ("rnaîh" 100-1201 B 3 p .  100 de  silicone OV 11 rempdracure de l a  

colonne : l Z O Y C  ; d e b i t  du gaz vecteur (N,I : 20 ml/mrt.  



II - CONTROLE DE LA PERMETHYLATION PAR UNE METHODE SPECTROSCOPIQUE 

A - PRINCIPE 

Les molécules organiques ne r é s u l t e n t  pas d 'un  assemblage 

r i g i d e  d 'a tomes,  en  e f f e t ,  l e s  l i a i s o n s  q u i  un i s scn t  ces  d i f f é r e n t s  atomes 

peuvent ê t r e  comparées à des r e s s o r t s  p lus  ou moins f o r t s  dont  l e s  v ib ra -  

t i o n s  appa ra i s sen t  à des fréquences déterminées.  Quand une lumitire I n f r a -  

Rouge d e  l ' u n e  de  c e s  fréquences f rappe  l a  molécule,  l ' ampl i tude  de l a  

v i b r a t i o n  s f a c c r o £ t  e t  de l ' é n e r g i e  e s t  absorbée, ce  qui  s e  t r a d u i t  dans 

l e  s p e c t r e  p a r  une bande d ' abso rp t ion .  

On d i s t i n g u e  deux types de v i b r a t i o n s  fondamentales dans 

l e s  molécules : 

a )  l e s  v i b r a t i o n s  d e  valence ou d ' é longa t ion  ( " s t r e t ch ing f ' ) ,  e n t r e  deux 

atomes cons idé ré s ,  dans l e s q u e l l e s  l a  d i s t a n c e  e n t r e  l e s  deux c r o f t  e t  dé- 

c r o f t ,  ceux-ci r e s t a n t  dans l ' a x e  de l a  l i a i s o n  (Fig.8 ; p.55 ) .  

b) l e s  v i b r a t i o n s  de  d6formation angu la i r e  ("bending") dans l e s q u e l l e s  l a  

p o s i t i o n  des  atomes change pa r  rappor t  à l ' a x e  de l a  l i a i s o n  o r i g i n a l e  

(Fig.8 ; p.55 1. 

Les spec t r e s  Infra-Rouge des monosaccharides e t  p lus  en- 

core  des  glycopept ides  sont  e x t r h e m e n t  complexes e t  l e u r  i n t e r p r é t a t i o n  

clompl&te n ' e s t  pas poss ib le .  Cependant, i l s  p résenten t  un grand i n t é r ê t  

d 'une p a r t ,  pour i d e n t i f i e r  l e s  sucres  : dans c e  cas  l e  s p e c t r e  c o n s t i t u e  

une s o r t e  d e  I f ca r t e  d ' i d e n t i t é " ,  d ' a u t r e  p a r t ,  pour dece l e r  l a  présence de 

groupements fonc t ionnels .  C ' e s t  c e  deuxième po in t  qu i  nous i n t 6 r e s s e  pour 

l e  probléme du c o n t r ô l e  de l a  perméthylat ion.  En e f f e t ,  l a  r éac t ion  de  mé- 

t h y l a t i o n  remplace l e s  l i a i s o n s  043, qu i  p ré sen ten t  une absorbance à 3500 

cm'l par  des  l i a i s o n s  O-CH3 q u i  on t  un maximm d'absorbance à 1060-1150 

cm-1. La  pennéthyla t ion  t o t a l e  d 'un polysaccharide d o i t  donc s e  mani fes te r  

par  l ' a b s e n c e  de t o u t e  brande d 'absorp t ion  à 3500 cm'l e t  p a r  l ' a p p a r i t i o n  

d 'une bande v e r s  1060-1150 cm-1. 

(Les d i f f é r e n t e s  fréquences d 'absorp t ion  Infra-Rouge con- 

cernant  l a  chimie des  g luc ides  sont  réunies  dans l e  tab leau  1 (p.56 ) .  



V i b r a t i o n s  d e  v a l e n c e  ou d ' é l o n g a t i o n  

symétr ique asymétr ique 

V i b r a t i o n s  d e  dé format ion  a n g u l a i r e  

c i s a i l l e m e n t  r o t a t i o n  p l a n e  balancement t o r s i o n  

dans l e  p l a n  h o r s  du p l a n  

( l e s  s i g n e s  + e t  - symbol isent  
d e s  v i b r a t i o n s  p e r p e n d i c u l a i -  
r e s  au p l a n  du p a p i e r ) .  

Figure 8 
; 

Types de  v i b r a t i o n s  fondamentales dans l e s  moiécu les  

sous  l ' e f f e t  d ' u n e  r a d i a t i o n  Infra-Rouge.  



Tableau 1 

Quelques fréquences d ' abso rp t ion  Infra-Rouge c a r a c t é r i s t i q u e s  

A - Lia i son  de  type A-H 

O-H ( l i b r e )  

OH ( l i é )  

N-H ( l i b r e )  

N-H ( l i é )  

B - Lia i son  C-O é t h e r  

C - Lia i son  du type A = B 

- carbonyle 

-aldéhyde ou .cétone 

- amide 

3100-3500 cm'l 

3200-3300 cm'l 

3200-3300 cm-1 

1760-1800 cm'l 

1650-1725 cm-1 

1625-1700 cm'l 



B - Mode O- 

2 mg de  glycopept ide perméthylé préalablement desséchés en 

d é s s i c a t e u r  su r  anhydride phosphorique pendant 48 h  , sont  homogénéisés 

avec 200 mg de bromure de potassium, puis  comprimés dans une p re s se  à pas- 

t i l l e r .  On o b t i e n t  a i n s i  une p a s t i l l e  que l ' o n  in t e rpose  s u r  l e  fa i sceau  

de  mesure en ayant s o i n  d ' i n t r o d u i r e  une p a s t i l l e  de bromure de potassium 

s u r  l e  f a i s ceau  de mesure témoin. 

La manipulat ion peut  ê t r e  également e f f ec tuée  en phase li- 

quide ,  en d i s so lvan t  1.e glycopep t i d e  pennéthylé dans du t é t r a c h l o r u r e  de 

carbone. ( & ) . 
C - R é s u l t a t s  

Nous avons appl iqué l a  méthode au c o n t r ô l e  de l a  perméthy- 

l a t i o n  des glycopept ides .  La f i g u r e  9 (p .58 )  montre deux spec t r e s  I n f r a -  

Rouge du glycopept ide P de l'ovomucoTde. Nous pouvons cons t a t e r  qu 'après  

un cyc le  de  méthylat ion su ivan t  l a  technique de HAKOMOU (203) il r e s t e  

une bande d ' abso rp t ion  B 3500 cm-1, ce  qu i  indique l a  présence des fonc- 

t i o n s  O-H l i b r e s .  Le deuxième diagramme Infra-Rouge qu i  correspond à l ' a -  

na lyse  du glycopept ide P de l'ovomucoîde méthylé par  t r o i s  cyc les  de méthy- 

l a t i o n  s e l o n  l e  mode o p é r a t o i r e  de  HAKOMûRI, ne  montre p l u s  de bande d'ab- 

so rp t ion  à 3500 cm'l. La molécule e s t  totalement  s u b s t i t u é e .  

Nous voudrions p r é c i s e r  que l e  glycopept ide méthylé d o i t  

ê t r e  débar rassé  de t o u t e  t r a c e  de so lvants  de méthylat ion e t  en pa r t i cu -  

l i e r  de diméthylsulfoxyde. En e f f e t ,  c e  so lvant  r e t i e n t  l ' e a u  ce  q u i ,  d 'une 

p a r t ,  f o u r n i t  une cause d ' e r r e u r  dans l a  l e c t u r e  du s p e c t r e  e t  d ' a u t r e  p a r t ,  

rend d i f f i c i l e  l a  confec t ion  de l a  p a s t i l l e .  C ' e s t  pour ces  r a i sons  que 

nous p u r i f i o n s  l e  glycopept ide méthylé par  chromatographie de g e l  f i l t r a -  

t i o n  su r  colonne de Séphadex LH 20 dans l e  système so lvant  chloroforme 

é thanol  1 : 1 (vo i r  p. 84 ) . 

( x  ) Nous avons u t i l i s é  l e  spectrographe PERKIN-ELMER modèle 21, du labo- 

r a t o i r e  de Chimie Organique. Nous remercions Monsieur l e  Professeur  GLACET 

e t  Monsieur COUTURIER, MaTtre-Assistant,  qu i  nous ont  permis d ' e f f e c t u e r  

nos mesures e t  qu i  nous on t  i n i t i é  à l a  spec t roscopie  Infra-Rouge. 



F i g u r e  9 

Spec t res  Infra-Rouge du g l y c o p c p  t i d e  j3 de l 'ovomucoîde 

méthylé pa r  1 cycle  de  rnéthylation (A) su ivant  l a  technique de HAKQMO- 

R I  e t  par  3 cycles  de métihyla~ion ( B I  su ivant  l e  même procédé. 



D - Discussion 

C e t t e  technique e s t  extr&mement p réc i euse  pour l e  contrô- 

l e  de l a  méthylat ion des polysaccharides ou des glycopept ides .  En e f f e t  

il s u i f t t ,  après chaque cyc le  de  inE~hy la i ion ,  de l i r e  l e  s p e c t r e  In f r a -  

Rouge d 'une  a l i q u o t e  d e  molécule g luc id ique  méthylée dans l a  région du 

s p e c t r e  comprise e n t r e  300Q e t  4000 cm-1. C e t t e  méthode es t  p r é c i s e  e t ,  

de p l u s ,  t r è s  s e n s i b l e  : S.I!ALENFEIQS -- e t  a l .  (204) o n t  pu c a l c u l e r  que moins 

de 1 p. 100 de ina t é r i e l  pa r t i e l l emen t  s u b s t i t u é  peut  ê t r e  d é t e c t é .  

Enf in ,  c e t t e  technique n e c e s s i t e  peu de p rodu i t s  ( 1  à 2 

mg) e t  e s t  t r è s  r ap ide .  

III - CONTROLE DE LA PERMETHUTION PAR DES METHODES CHIMIQUES 

A - P r i n c i p e  

Les méthodes chimiques d e  con t rô l e  de  l a  perméthylation 

d'un polysacchar ide  sont  fondées s u r  l e  dosage des groupements "méthoxy". 

La constance du nombre des groupements "rnéthoxy" permet de conclure que l a  

méthyla t ion  e s t  maximale. 

Les polysaccharides composés uniquement d'hexoses en char-  

ne l i n é a i r e  répondent B l a  formule H-(C H O ) -OH. Le polysaccharide per -  
6 1 0 5 n  

méthylé a  donc pour formule g loba le  : 

Pour r1 t r e s  grand ( >  3001, l e s  deux -CH terminaux sont 3 
négl igeables  e t  l e  pourcentage de groupements "méthoxy" d ' un  o s i d e  permé- 

t h y l é  s e r a  : 
9 3  n 

p .  100 CB30 = - x 100 = 45,6 
204 n 

La f i g u r e  IOCp. 60 ) nous donne l a  courbe représentan t  l e  

taux de  groupemenrç "méthoxy" en fonc t ion  de l a  rnasse molécula i re  du poly- 

sacchar ide  perméthylé. L,ossque l e  polysaccharide e s t  r ami f i é  e t  composé 

de p l u s i e u r s  types de monosaccharldes, c e  qui  e s t  l e  cas  pour l e s  glycannes 

des g lycopro té ines ,  il n ' e s t  p lus  poss ib l e  de ca l cu le r , ?  p r i o r i ,  l e  taux de  

groupements "m,@tthoxy" On admet a l o r s  que l a  méthylat ion e s t  t o t a l e  quand 



~ . ~ . ~ o l ~ s o c c h a r i d e  permethy 

Figure 10 

Courbe représentant le taux de groupements "méthoxy" en 

fonction de la masse moléculaire du polysaccharide perméthylé. --/ 



c e  taux  devient  cons tan t  après  n  cyc l e s  de méthylat ion.  Le dosage des 

groupements "méthoxy" e s t  e f f e c t u é  par  l a  méthode de  ZEISEL (205) mo- 

d i f i é e  par  VIEBOCK e t  BRECKER (206) e t  par  HOFFMAN e t  WOLFROM (207).  

C e t t e  méthode de c o n t r ô l e  par dosage des groupements 

"méthuxy" e s t  fréquemment u t i l i s é e  dans l e  cas  de polysaccharides mé-  

t h y l é s .  Dans c e  ca s ,  l a  molécule e s t  méthylée jusqu 'à  ce  que l e  taux 

de groupement O-CH a t t e i g n e  45,6 p.  100. Pour c e  q u i  nous concerne, c e  
3 

pourcentage ne pouvant pas  ê t r e  déterminé, .3 p r i o r i ,  l a  technique de- 

v i e n t  p lus  a l é a t o i r e .  Seule  l a  constance du nombre des groupements "mé- 

thoxy" permet de conclure que l a  méthylat ion e s t  maximale. Pour c e t t e  

r a i s o n ,  e t  s u r t o u t  parce  que l a  méthode réclame de l ' o r d r e  de 20 mg de 

polysaccharide méthylé, nous n 'avons pas u t i l i s é  c e  moyen de  con t rô l e  

de l a  perméthylat ion.  Nous donnerons t o u t e f o i s  dans l e  paragraphe su i -  

vant  l e  mode opé ra to i r e .  

B - Mode o p é r a t o i r e  

Les groupements "méthoxy" sont  r é d u i t s  en iodure  de 

methyle par  l ' a c i d e  iodhydrique q u i  e s t  e n s u i t e  dosé par  l ' u n  des pro- 

cédés su ivants  : 

1 - L' iodure  de méthyle e s t  e n t r a î n é  par  un courant  de gaz carbonique 

e t  donne, par  barbot tage  dans une s o l u t i o n  de n i t r a t e  d ' a r g e n t ,  un pré- 

c i p i t é  d ' i odure  d ' a rgen t  que l ' o n  pèse.  

2  - L' iodure  de méthyle e s t  e n t r a î n é  dans une s o l u t i o n  de brome e t  l ' a -  

c i d e  iodique formé e s t  dosé par  iodométr ie .  Les schémas des r6ac t ions  

sont  l e s  su ivants  : 

Ce p r i n c i p e  a  é t é  appl iqué par  VIEBOCK e t  BRECKER (208 ) 

à l a  mise au po in t  d 'une microméthode de  dosage des  groupements "métho- 

xy" . 

Au l a b o r a t o i r e ,  SEGARD (209) e t  DUPONT (210) on t  appl iqué 

l a  méthode de HOFFMAN e t  WOLFROM (211).  



1 - Matér ie l  

L ' a p p a r e i l  u t i l i s é  e s t  c e l u i  de BOFFMAN e t  WOLFROM 

( 2 1 2 ) d é c r i t  dans l a  f i g u r e 1 1  (p .  63 ) .  

2  - Réac t i f s  

a )  So lu t ion  d ' a c i d e  iodhydrique r e d i s t i l l é e  ( d e n s i t é  

1 , 7 )  (voi r  appendice technique p .  254). 

b )  So lu t ion  de lavage. La s o l u t i o n  de  lavage e s t  ob te-  

nue en mélangeant, à p a r t i e s  éga l e s ,  une s o l u t i o n  aqueuse de s u l f a t e  de 

cadmium à 5  p.  100 e t  une s o l u t i o n  aqueuse d ' h y p o s u l f i t e  de sodium à 

5 p .  100. Le p r é c i p i t é  jaune qu i  appa ra î t  n ' a l t è r e  pas l e s  p r o p r i é t é s  

de l a  so lu t ion .  

c )  Gaz carbonique.  Le gaz carbonique commercial d o i t  

pas se r  sur  une colonne de  s u l f a t e  de calcium ( D r i é r i t e )  avant d ' ê t r e  

i n t r o d u i t  dans l ' a p p a r e i l .  

d )  Solut ion-piège.  La " so lu t ion  piège" e s t  obtenue en 

d i s so lvan t  35 g d ' a c é t a t e  de potassium dans 350 m l  d ' a c i d e  acé t ique  g l a -  

c i a l  auquel on a jou te  e n s u i t e  7 m l  d e  brome dépourvu d ' i ode .  Pour s t a -  

b i l i s e r  l a  s o l u t i o n  il f a u t  l a  conserver pendant une semaine environ 2i 

l a  lumière du jour .  

3  - Mode o p é r a t o i r e  

On v é r i f i e  d 'abord l ' é t a n c h é i t é  de l ' a p p a r e i l  en app l i -  

quant  une f a i b l e  p re s s ion  de CO après  avo i r  ob turé  l e  tube piège par  
2  

un f a i b l e  volume d 'eau .  Le niveau ne d o i t  pas  v a r i e r  après  p lus i eu r s  heu- 

r e s ,  une v a r i a t i o n  f a i b l e  indiquant  qu'une d i s s o l u t i o n  l égè re  de gaz car -  

bonique dans l ' e a u  a  eu l i e u .  

On f a i t  e n s u i t e  passer  pendant 10 mn , après  avo i r  é l i -  

miné l ' e a u ,  un courant l e n t  de gaz carbonique. On i n t r o d u i t  a l o r s  l ' a -  

c i d e  iodhydrique dans l e  r éac t eu r  en f a i s a n t  passer  un l e n t  courant  de 

gaz carbonique. 3ml de l a  s o l u t i o n  de lavage sont  e n s u i t e  i n t r o d u i t s  par 

l e  robine t  supér ieur  que l ' o n  ferme dans l a  p o s i t i o n  indiquée dans l a  f i -  

gure  11 (p. 6 3 ) .  On chauffe  e n s u i t e  à r e f l u x  en maintenant l e  passage du 

gaz carbonique pendant 20 mn , après  avo i r  ramené l a  so lu t ion  à l a  tempé- 

r a t u r e  o r d i n a i r e .  



Figure 11 

~ppareii de HOFFMAN et WOLFROM pour la détermination 

des groupements "méthoxy" . 



L ' é c h a n t i l l o n  à analyser  e s t  pesé.  S ' i l  e s t  s o l i d e ,  on 

u t i l i s e  des cupules  d ' ac ide  t a r t r i q u e  comme suppor t .  S ' i l  e s t  l i q u i d e ,  

on u t i l i s e  une mic rop ipe t t e .  

Quand l ' a c i d e  iodhydrique e s t  revenu à l a  température 

o r d i n a i r e ,  on a r r ê t e  l e  passage du courant  de gaz carbonique e t  on in -  

t r o d u i t  10 m l  de  l a  s o l u t i o n  p iège  dans l a  p a r t i e  te rmina le  de l ' appa -  

r e i l .  On p r o j e t t e  l ' é c h a n t i l l o n  à doser  dans l e  r éac t eu r  e t  on a t t e n d  

environ 20 mn pour ob ten i r  une d i s s o l u t i o n  complète. On chauffe  ensu i t e  

Légèrement B r e f l u x  en maintenant un d é b i t  de gaz carbonique j u s t e  suf-  

f i s a n t  pour é v i t e r  l e s  r e t o u r s  d ' a c i d e  iodhydrique dans l e  tube d ' a r r i -  

vée. 

Après une é b u l l i t i o n  à r e f l u x  de 15 mn , l e  d é b i t  de 

gaz carbonique e s t  r é g l é  à r a i s o n  de 2  b u l l e s  par  seconde dans l a  solu-  

t i o n  de  lavage. On modif ie  e n s u i t e  l a  p o s i t i o n  du p iège  en v a r i a n t  son 

i n c l i n a i s o n  par  r o t a t i o n  de  l 'ensemble s u r  son embout, de  manière à pro- 

longer  pendant 5  à 7 secondes l e  con tac t  des b u l l e s  avec l a  "so lu t ion-  

piège1' .  Le chauffage e s t  maintenu pendant 20 mn puis  l e  passage de  l ' e a u  

dans l e  condenseur e s t  a r r ê t é  e t  l e  chauffage e t  l e  barbot tage  sont  pro- 

longés pendant encore 15 mn.  La condensation d o i t  s e  r é a l i s e r  t r è s  n e t t e -  

ment s u r  l a  p a r t i e  du condenseur à a i r ,  c e  qu i  correspond à un chauffage 

s u f f i s a n t  pour o b t e n i r  une r é a c t i o n  t o t a l e .  

Après 15 mn de ba rbo t t age  l e  p iège  e s t  démonté, l e  réac-  

t e u r  e s t  ramené à l a  température o r d i n a i r e  e t  l e  passage du gaz carboni-  

que e s t  a r r ê t é .  L ' a c i d e  iodhydrique du r éac t eu r  e s t  conservé e t  peut  ê t r e  

u t i l i s é  pour e f f e c t u e r  p l u s i e u r s  dosages succes s i f s .  

~a  'ko lu t ion  p i ègeUes t  i n t r o d u i t e  quant i ta t ivement  dans un 

f lacon  de  250 m l .  On a j o u t e  25 m l  d ' eau ,  5  m l  d 'une  s o l u t i o n  aqueuse d ' a -  

c é t a t e  de  sodium à 25 p .  100, p u i s ,  gou t t e  à gou t t e ,  de l ' a c i d e  formique 

à 90 p.  100 (v : v) en a g i t a n t  jusqu 'à  c e  que l a  c o l o r a t i o n  du brome d i s -  

p a r a i s s e .  On bouche e n s u i t e  e t  on a g i t e  énergiquement pour augmenter l a  

p re s s ion  a l ' i n t é r i e u r  du f l acon ,  pu i s  on a j o u t e  5  m l  d 'une  s o l u t i o n  aqueu- 

s e  d ' a c i d e  s u l f u r i q u e  à 10 p .  100 e t  environ 0 , 5  g  d ' i o d u r e  de potassium 

pur .  L ' i ode  e s t  dosé par  une s o l u t i o n  d ' h y p o s u l f i t e  de sodium 0 , l  

N en présence d'empois d'amidon. 



C - Discussion 

Ce procédé de  c o n t r ô l e  d e  l a  perméthylat ion d 'une  rnolé- 

c u l e  g luc id iquc  e s t  couramment u t i l i s é  en ce  qu i  concerne les  polysac- 

charides,comme l e s  Gommes é tud iées  par  ANDERSON e t  DEA (213);dans c e  cas  

l e s  a u t e u r s  méthylent de grandes q u a n t i t é s  de s u b s t r a t  (10 g)  c e  qu i  l e u r  

permet d ' u t i l i s e r  c e t t e  technique.  

En c e  q u i  nous concerne, cetite méthode n ' a  pas é t é  ap- 

p l iquée  au c o n t r ô l e  de l a  perméthylat ion des glycopept ides ,  d 'une p a r t ,  

parce  q u ' e l l e  n é c e s s i t e  des q u a n t i t é s  importantes  de  p rodu i t  (de l ' o r -  

d r e  de  10 à 20 mg) e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  parce  q u ' i l  r i ' e s t  pas  tou jours  pos- 

s i b l e  de  déterminer  à p r i o r i  l e  nombre d e  groupements hydroxyles de l a  

mol4cule. 

I V  - CONCLUSIONS GENERALES CONCERNANT LE CONTROLE DE LA PERMETHYLATION 

Les conclusions que nous pouvons t i r e r  de  nos recherches 

su r  l e s  méthodes de  c o n t r ô l e  de  l a  perméthylat ion des molécules g luc id i -  

ques son t  l e s  su ivantes  : 

1 - La chromatographie d ' adso rp t ion  s u r  couche mince de  

S i l i c a g e l  G dans l e  système so lvan t  chloroforme/méthanol 9 : 1 donne, 

dans l e  ca s  d ' o l igosaccha r ides  méthylés,  des  renseignements extrêmement 

préc ieux  s u r  l e u r  degré de  s u b s t i t u t i o n .  La méthylat ion de  l 'o l igosaccha-  

r i d e  s e r a  poursu iv ie  jusqu 'a  c e  qu 'une s e u l e  tache  appa ra i s se  après  l a  

chromatographie. C e t t e  technique e s t  de p lus  t rBs r ap ide  e t  ne n é c e s s i t e  

que peu de p r o d u i t .  

2 - La comparaison des p r o £ i l s  chromatographiques des osa- 

mines méthylées obtenues après  hydrolyse d 'une a l i q u o t e  de  glycopeptides 

méthylés apr2-s 1,2, n cyc le s  de  méthylat ions donne de bons r é s u l t a t s  sans 

t o u t e f o i s  ind iquer  que l a  molécule s o i t  s u b s t i t u é e  to ta lement .  Nous l ' avons  

cependant abandonnée c a r  e l l e  e s t  t r è s  longue e t  s u r t o u t  e l l e  n é c e s s i t e  des 

q u a n t i t é s  importantes  de s u b s t r a t s .  

3 - La spec t roscopie  Infra-Rouge e s t  cer tainement  l a  mé- 

thode l a  p lus  é légante  pour dPterminer avec p réc i s ion  s i  l a  molécule é tu-  

d i é e  e s t  totalement  s u b s t i t u é e .  C e t t e  technique e s t  r ap ide  ( l e  temps de 

confec t ion  de l a  p a s t i l l e  e t  de  déroulement du s p e c t r e )  e t  e l l e  ne néces- 



s i t e  que peu de  produi t s  ( 1  à 2 mg de  glycopept ide méthylé) .  Au labo- 

r a t o i r e ,  nous v é r i f i o n s  en spec t roscopie  Infra-Rouge l a  d i s p a r i t i o n  

de  l a  bande c a r a c t é r i s t i q u e  des O-H après  chaque cyc le  de méthylat ion.  

4 - Le dosage des groupements 'lméthoxy1' e s t  une tech- 

n ique  p r é c i s e  pour l a  dé te rmina t ion  du taux de  s u b s t i t u t i o n  des fonc- 

t i o n s  hydroxylées des molécules g luc id iques  en cours  de  méthylat ion.  

Tou te fo i s ,  nous n'avons pas  u t i l i s é  c e t t e  technique c a r  e l l e  réclame 

de grandes quant i- tés  de s u b s t r a t .  En o u t r e ,  il n ' e s t  pas poss ib l e  à 

p a r t i r  des glycannes des g lycopro té ines ,  de déterminer à p r i o r i  l e  

pourcentage d e  groupements "méthoxy" de l a  molécule pemé thy lée .  



1 ETUDE CRITIQUE DES DIVERS PROCEDES DE PERMETHYLATION 1 

La présence dans l e s  g lycopro té ines  d'une propor t ion  

é l evée  d ' a c i d e s  aminés e s t  l a  cause p r i n c i p a l e  des  d i f f i c u l t é s  que l ' o n  

rencont re  l o r s  de  l a  méthyla t ion  de ces  hé té ropolysacchar ides .  En e f f e t ,  

l a  présence d e  l a  p r o t é i n e  rend d i f f i c i l e  l a  s o l u b i l i s a t i o n  de  l a  molé- 

c u l e  dans l e s  so lvan t s  d e  méthylat ion c e  q u i  s e  t r a d u i t  par  l a  p r é c i p i t a -  

t i o n  de c e t t e  d e r n i è r e  durant  l a  r éac t ion .  En o u t r e ,  l a  présence des 

amino-acides provoque une consommation t r è s  importante  de groupements mé- 

t h y l e s  qui  s e  f i x e n t  p ré fé ren t i e l l emen t  s u r  l e s  fonc t ions  amines, hydroxy- 

l e s  e t  t h i o l s  des  ac ides  aminés. C ' e s t  pour t ou te s  ces  r a i sons  que nous 

t r a v a i l l o n s  s u r  l e s  glycopept ides  obtenus par  hydrolyses  pro téas iques  des  

glycoprotéines.Nous obtenons a i n s i  des glyco-amino-acides ou des glyco- 

pep t ides  su r  l e sque l s  il e s t  poss ib l e  d ' app l ique r  l e s  méthodes de  méthy- 

l a t i o n .  

Les mises au po in t  des procédés de  perméthylation, de 

c o n t r ô l e  de l a  r é a c t i o n  e t  d ' i d e n t i f i c a t i o n  des monosaccharides méthyles 

l i b é r é s  par hydro lyse  ou méthanolyse on t  é t é  e f f ec tuées  su r  un glycopep- 

t i d e  i s o l é  d 'hydro lysa t  pronasique de I.'OVOMIJCOÏDE. Les r a i sons  q u i  nous 

on t  guidé dans l e  choix d e  c e t t e  g lycopro té ine  s o n t  d e  deux o rd re s .  La 

première e s t  que c e t t e  g lycopro té ine  du b lanc  d 'oeuf  présente  des carac-  

t é r i s t i q u e s  physico-chimiques vo i s ines  de  composés é tudiés  au l a b o r a t o i r e  

t e l s  : l 'orosomucoîde, l a  t r a n s f e r r i n e ,  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e t  l e s  glo-  

b u l i n e s  immunes. La deuxième e s t  que c e t t e  glycoprotéine s e  prépare  f a c i -  

lement en q u a n t i t é s  é levées  e t  q u ' e l l e  r ep ré sen te  donc un exce l l en t  ma- 

t é r i a u  pour m e t t r e  au p o i n t  des  techniques dont l ' a p p l i c a t i o n  e s t  e n s u i t e  

étendue à d ' a u t r e s  substances e t  en p a r t i c u l i e r  aux composés précédemment 

c i t é s .  

1 - MATERIEL ET METHODES 

A - ORIGINE ET COMPOSITION DE L'OVOMUCOYDE 

L'ovomucoîde du blanc d'oeuf de Poule e s t  p réparé  se lon  

l e  procédé de FREDERICQ e t  DEUTSH (214). I l  c o n t i e n t  su ivant  l e s  prépara-  



t i o n s  8 3 9 p .  100 d ' o s e s  " n e u t r e s "  ; d e  13 à 14,7 p .  100 de  N-acétyl -  

g lucosamine e t  d e  0 ,85  à 8,3 p .  LOO d ' a c i d e  N-acétylnccrùx~r..kque. Sa 

compos i t ion  m o l a i r e  e s t  l a  suivaxil-ii (pour  une masse m o l é c u l a i r e  d e  

24000) :  g a l a c t o s e  2 ,  mannose 9 ,  N-act5tyl .glucssmine 2 0 ,  a c i d e  N-acétyl -  

neiiraminique 1. T o u t e s  l e s  p r e p a r a t i o n s  sont: I ietSrogenes en immunoélec- 

t r o p h o r è s e  e t  con~liortcrrt  4 a r e s d e  p r é c i p i t a L i o r ,  ( v o i r  2 c e  s u j e t ,  MON- 

TREUIL, CASTIGLIi)XX, BDPir4-CNUSSON, CANER e t  3UEVAL) ( 2 j 5 )  * 

B - PREPARkTION 3'1 FSe)LEMEN'X DES GLYCOPEPTID3S - --. . -" 

Nous app l iquons  l e  p rocéde  u e c r i t  p a r  Y!&.~SFITNA e t  MA- 

KIN0 ( 2x61, r n o d i k l ~ .  p a r  MONSIGNY, ADAM-CHOSSON e t  MONTREUIL ( 2171, pour 

o b t e n i r  d e s  g l y c o p e p t i d e s  à p a r t i r  d e  1'ovomucoTde. 

1 - Hydro lyse  pronas;que 

A lane s o l u t i o n  d e  kO g  d'ovt.nldcolde dans  l l i t r e  d ' a -  

c é t a t e  de c a l c i u m  0 , O l  M, on a j o u t e  200 mg d e  Pronase  (C,GBLOCHEM). 

L ' h y d r o l y s e  e s t  e t f c ç t u é e  à pH 8 e t  B 40°C, sous  a g i t a t i o n ,  pendant  48 

h  en  p r é s e n c e  d e  t o  iuine. L e  pH e s t  maintenu c o n s t a n t  p a r  l ' a d d i t i o n  de  

soude 0 , l  N ,  c o n t r ô l e e  p a r  un t i t r a t e u r  autonia t ique (pH-çta t  Radiometer)  

e t  l a  consommatic:.ri de  soude c s t  r é g u l i è r e m e n t  détemiirrée.  L ' h y d r o l y s a t  

e s t  e n s u i t e  a j u s t 6  3 pH 4 , 5  avec  d e  l % c i d e  a c é t i q u e  g l a c i a l  p u i s  con- 

c e n t r é  B LO ml e n v i r o n  e t  t r a i t é  p a r  10 volumes d ' é t h a n o l  a b s o l u .  Le mé- 

l a n g e  e s t  maintenri pendant  deux h e u r e s  à l a  t empéra tu re  di1 l a b o r a t o i r e  

p u i s  B 2OC pendant 18 h .  Le p r é c i p i t é  q u i  s ' e s t  formé 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 j - o n  d i s s o u s  dans 500 ml d ' a c é t a t e  d e  ca lc ium 0 ,Ol  M p u i s  sou- 

mis  à une n o u v e l l e  h y d r o l y s e  p r o n a s i q u e  dans  l e s  c o n d i t i o n s  d é c r i t e s  c i -  

d e s s u s .  Ce p r o t o c o l e  expér imenta l  e s t  r é p é t é  encore  deux f o i s ,  à l a  d i f -  

f é r e n c e  p r è s  que l e  p r é c i p l t é  ob tenu  à p a r t i r  du 4ème h y d r o l y s a t  e s t  sou- 

mis  à une p u r i f i c a t i o n  s e l ~ n  l e  mode o p é r a t o i r e  d é c r l t  c i - d e s s o u s .  

2 - I s o l e m e n t  d e s  g l y c o p e p t i d e s  

La  f r a c t i o n  g l y c o p e p t i d e  e s t  d i s s o u t e  dans 50 m l  d ' e a u  

d i s t i l l é e  ec l a  s o l u t i o n  ob tenue  e s t  a d d i t i o n n é e  d ' u n  volume é g a l  d 'une  

s o l u t i o n  aqueuse  d ' a c i d e  t r i c h l o r a c 6 t b q u e  à 10 g  p .  100 m l .  

L ê  p r é c i p i t é  fom& e s t  é l i m ~ n é  p a r  c e n t r i f u g a t i o n ,  a p r è s  

un r e p o s  d e  18 h , a 2 ° C .  La s o l u t i o n  s u r n a g e a n t e  e s t  p u r i f i é e  p a r  un pas -  

s a g e  s u c c e s s i f  s u r  d e s  colonnes  ( 2  x  35 cm) d ' échangeurs  d e  c a t i o n s  (Do- 



+ 
wex 50 x 8, ; "mesh" 25-50 ; H 1, p u i s  d 'an ions  (Duoli te  A-102-D ; 

"mesh" 25-50 ; HCO2-) Le l i q u i d e  e f f l u e n t ,  auquel on j o i n t  l e s  eaux 

d e  lavage des  colonnes e s t  a n c e n t r é  à 20 m l ,  dans un évaporateur ro-  

t a t i f .  Les g lycopept ides  sont  i s o l é s  par  a d d i t i o n  de 10 volumes d ' é tha -  

n o l  absolu. C e t t e  f r a c t i o n  glycopept idique ( 400 mg) e s t  e n s u i t e  débar- 

r a s s é e  des pep t ides  q u i  n ' o n t  pas é t é  re tenus  su r  l 'échangeur  d ' i o n s ,  

pa r  une chromatographie s u r  colonne (2  x 35 cm) de g e l  de Séphadex G- 

25. La f r a c t i o n  Séphadex ( 350 mg) e s t  soumise à l a  chromatographie 

s u r  colonne ( 2  x 40 cm) de Dowex 50 x 2 ("mesh" 200-400 ; H') ; l ' é l u -  

t i o n  de l a  colonne par  1 l i t r e  d ' eau  d i s t i l l é e  f o u r n i t  une première 

f r a c t i o n  ( f r a c t i o n  a ) ,  e t  l e  déplacement des glycopept ides  f i x é s  s u r  

l a  colonne e s t  ensu i t e  r é a l i s é ,  à pH 3 ,0 ,  à l ' a i d e  d 'un  g rad ien t  de 

concent ra t ion  en formia te  de py r id ine  (système de deux r é s e r v o i r s  con- 

t enan t ,  l e  premier 8  m l  de  py r id ine ,  12 ,5  m l  d ' a c i d e  formique e t  479,5 

m l  d ' eau  d i s t i l l é e  ; l e  second 160 m l  de  py r id ine ,  250 m l  d ' ac ide  f o r -  

mique e t  90 m l  d 'eau d i s t i l l é e ) .  On o b t i e n t  de  c e t t e  manière l e s  f r ac -  

t i o n s  @ e t  Y (F ig .  1 2 ;  p.70 ).  La f r a c t i o n  f3 q u i  c o n s t i t u e  n o t r e  maté- 

r i e l  pour l e s  mises au p o i n t  des techniques de méthylat ion e s t  homogéne 

en é lec t rophorèse  dans d i v e r s  systèmes tampon. 

C - COMPOSITION CENTESIMALE ET MOLAIRE DES GLYCOPEPTLDES 

1 - Méthodes 

a )  Composition centésimale en g luc ides  

La composition centésimale en g luc ides  des glycopept ides  

p a é t é  déterminée par  MONSIGNY, ADAM-CHOSSON e t  MONTREUIL (21.8 ) à l ' a i -  

de  des méthodes su ivantes  (vo i r  l a  revue généra le  de MONTREUIL e t  SPIK) 

(219).  

- Les monosaccharides "neut res"  on t  é t é  dosés par  l a  méthode à l ' o r c i n o l  

su l fu r ique  d e  TILLMANÇ e t  PHILIPPI (220),  modif iée par  RIMINGTON (221.). 

- Les osamines ont  é t é  déterminées pa r  l a  méthode de ELSON e t  MORGAN (222) 

modifiée par  BELCBER e t  a l .  (223) ap rè s  hydrolyse des composés par  l ' a c i -  

de  chlorhydrique 4N, r e d i s t i l l é  e t  exempt de f e r ,  à 100°C pendant 4 h ,  en 

tube s c e l l é  sous  vide.  

- Les acides ç i a l i q u e s  o n t  é t é  dosés pa r  l a  méthode à l a  diphénylamine de 

WERNER e t  O D I N  (224). 
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Diagranme de fractionnement des glycopeptides de llovomucotde 

prdalablement purifids par chromatographie sur Séphadex G-25, sur colonne de 

Dowex 50 x 2 ("meshtt 200-400 ; H') selon MONSIGNY, ADAM-CHOSSON et MONTREUIL 

(225). Repérage des compos6s glycopeptidiques par la methode colorimdtrique 

au phdnol-sulfurique de DUBOIS et al. (226). En ordonnée : 

D O = densité optique ; C = concentration en formiate de pyridine ; 

en abscisse - volumes d%lutian. 



b )  I d e n t i f i c a t i o n  des g luc ides  e t  composition molaire 

Les monosaccharides "neutres" o n t  é t é  i d e n t i f i é s  e t  do- 

s é s  pa r  chromatographie s u r  pap ie r  (MONTREUIL, SPIK, DUMAISNIL e t  MON- 

SIGNY) (227) e t  pa r  chromatographie en phase gazeuse. Les o l igosacchar i -  

des  l i b r e s  ou conjugués s o n t  d 'abord hydrolysés  p a r  l ' a c i d e  chlorhydrique 

1 , 5  N pendant 1 , 5  h à 100°C e t  l e s  hydro lysa ts  son t  p u r i f i é s  pa r  un pas- 

sage s u r  échangeurs d ' i o n s  : échangeur de c a t i o n s  (Dowex 50 x 8 ; "mesh" 

25-50 ; H+) pu i s  d 'an ions  (Duol i te  A-102-D ; "meshl' 25-50 ; HC02-). 

Les monosaccharides "neutres" o n t  é t é  i d e n t i f i é s  par  

chromatographie q u a n t i t a t i v e  s u r  pap ie r  dans l e  système-solvant n-buta- 

n o l i a c i d e  acé t ique leau  ( 4  : 1 : 5) de  PARTRIDGE (228) e t  dosés par  l e s  

méthodes de HUGHES e t  JEANLOZ (229) ( é l u t i o n  pa r  l ' é t h a n o l  chlorhydri-  

que des taches données p a r  l e  r é a c t i f  au p h t a l a t e  d 'arni l ine)  e t  de MON- 

TREUIL e t  SCHEPPLER (230) ( é l u t i o n  des monosaccharides repérés  par  l a  

r é v é l a t i o n  de témoins l a t é r a u x  e t  dosage réduct i rnétr ique pa r  l e  f e r r i -  

cyanure de  potassium ou p a r  chromatographie q u a n t i t a t i v e  en phase gazeu- 

s e  de l e u r s  dé r ivés  t r i m é t h y l s i l y l é s  (SWEELEY e t  a l . )  (231) dans l e s  con- 

d i t i o n s  expérimentales su ivan te s  : colonne de  v e r r e  (180 x 0 , 3  cm) rem- 

p l i e  de Chromosorb W ("mesh" 60 x 80)  contenant  7 p .  100 de  s i l i c o n e  OV 

17 ; température de l a  colonne 148"C, de  l ' i n j e c t e u r  200°C, du dé t ec t eu r  

210°C ; d é b i t  du gaz vec t eu r  ( N ~ )  : 30 ml/mn. (Fig.  13 ; p.72 ) .  

Les osamines préalablement l i bé rées  par  une hydrolyse chlo- 

rhydrique ( v o i r  p.69 ), o n t  é t é  i d e n t i f i é e s  e t  dosées par  l ' a p p l i c a t i o n  

des  méthodes su ivantes  : 

- Méthode de désamination de  GARDELL, HEJKENSJOLD e t  ROCHNORLUND (232) : 

Désamination à chaud par  l a  ninhydrine de l a  glucosamine 

e t  d e  l a  galactosamine, respect ivement ,  en a rab inose  e t  en lyxose  qui  

sont  aisément i d e n t i f i é s  p a r  chromatographie s u r  papier .  

- Méthode de chromatographie s u r  colonne de  GARDELL (233) : 

Les osamines sont  i d e n t i f i é e s  pa r  chromatographie s u r  

colonnes d'échangeurs de  c a t i o n s  ( ~ o w e x  50 x 8 ; "mesh" 200-400) : l a  g lu-  

cosamine e t  l a  galactosamine donnent deux p i c s  b i e n  d i s t i n c t s .  

- Méthode é lec t rophoré t ique  de  FOSTER (234) : 

Les osamines sont  N - r é a c h t y l h  par  l e  procédé de LEVVY e t  
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Mac ALLAN (235) (anhydride acétique en milieu alcalin) sous la forme 

de N-acétylosamines qui sont aisément séparées par électrophorèse sur 

papier (tampon borate 0,025 M de pH 9,2 ; 12  cm pendant 4 h) et do- 
sées colorimétriquement par la méthode de REISSIG, STROMINGER et LE- 

LOIR (236). 

Les acides sialiques préalablement libérés par une hydro- 

lyse ménagée (acide sulfurique 0,l N, B 80°C, pendant 1 h) sont puri- 

fiés sur des colonnes d'échangeurs de cations et d'anions (élution de 

ce dernier par 1' acide formique 0,33 N) et identifiés par chromatogra- 

phie sur papier dans le système-solvant de SVENNERHOLM et SVENhER- 

HOLM ( 227) (n-butanol/n-propanol/~~l 0,l N : 1 : 2 : 1) 

Enfin, l'identification et le dosage des monosaccharides 

"neutres", des osamines et des acides sialiques présents 3211s les gly- 

coprotides peuvent dtre effectués simultanément après méthanolyse de ce 

dernier par chromatographie en phase gazeuse de leurs dérivés trimé- 

thylsilylés suivant un protocole expérimental voisin de celui de CLAMP, 

DAWSON et HOUGH ( 238). Les conditions opératoires sont les suivantes : 

une solution aqueuse de glycoprotide (250 a 500 (rg de glucides totaux), 
B laquelle on additionne du ribitol ( 1 0 0 ~ )  comme témoin interne, est 

lyophilisée puis placée une nuit en déssicateur sur anhydride phospho- 

rique. Le résidu repris par 1 ml de méthanol chlorhydrique 1 N (prépa- 

ré en dissolvant de l'acide chlorhydrique gazeux, préalablement séché, 

dans du méthanol anhydre) est placé 21 80°C pendant 24 h. Le méthanoly- 

sat est ensuite refroidi, séché par passage d'un courant dbazte puis 

placé en déssicateur en présence d'anhydride phosphorique et de soude 

en écailles. Les osamines et les acides sialiques sont N-réacétylés par 

la méthode de WHITE ( 2 3 9 )  (anhydride acétique (30 dans le méthanol 

anhydre (90 pl) en présence d'acétate d'argent (2 mg). L'acétate d'ar- 

gent est alors éliminé par filtration et le filtrat séché par un lent 

courant d'azote . Les méthylglycosides des monosaccharides 'Ineutres", 
des N-acétylosamines et de l'acide N-acétylneuraminique dissous dans 

de la pyridine anhydre (200 sont triméthylsilyl6s par le mélange 

hexaméthyldisilazane (40 triméthylchlorosilane (20 pl) et chroma- 

tographies sur colonne (300 x 0,3 cm en verre) de Chromosorb W AW 



("mesh" 60-80) à 3 p. 100 de silicone OV 17 à la température program- 

mée de 115OC à 2 0 0 ° C  (0,5O~ par minute), avec un débit de gaz vecteur 

azote de 20 ml/mn (~ig.14 ; p. 75 1. 

2 - Résultats 
Les résultats concernant la composition centésimale et mo- 

laire en glucides des fractions glycoprotidiques obtenues à partir des 

hydrolysats pronasiques de l'ovomucofde sont rassemblés dans les tableaux 

II (p. 7 6  et  ILI(^. 77 ). 

II - ETUDE CRITIQUE DES DIFFERENTS PROCEDES DE PERMETHYLATION 
Nous avons étudié les caract6ristiques des procédés de per- 

méthylation dans le cas des glycopeptides et des oligosaccharides. Les 

produits de la réaction ont été analysés systématiquement par spectros- 

copie Infra-Rouge dans le cas des glycopeptides m6thylés et par chroma- 

tographie d'adsorption sur couche mince dans le cas des oligosacchari- 

des méthylés . 
Afin de pouvoir réaliser un choix parmi les méthodes de mé- 

thylation existantes, nous avons appliqué les techniques suivantes : 

A : méthylation par la méthode de HAWORTH 

B : méthylation par les méthodes de KUHN 

C : méthylation par la méthode de HAKOMORI. 

A - METHYLATION DES GLYCOPEPTIDES PAR LA METHODE DE HAWORTH 
1 - Mode opératoire 

Le glycopeptideP de l'ovomucotde est traité par le sulfate 

de méthylesen milieu alcalin dans les conditions suivantes : 100 mg de gly- 

copeptide sont dissous dans 1 ml d'eau distillée dans un flacon de réaction 

à trois rodages. Le rodage central reçoit un condenseur, les deux rodages 

latéraux reçoivent chacun une ampoule : une pour la solution aqueuse de sou- 

de, l'autre pour le sulfate de méthyle. A la solution maintenue sous courant 

d'azote et sous agitation énergique, on ajoute 2 ml de sulfate de méthyle 

et 3,5 ml d'une solution aqueuse de soude (1,9 g pour 3,5 ml d'eau distil- 

lée) goutte à goutte pendant une période de 3 h. 



Figure 14 

Chromatographie en phase gazeuse des monosaccharides 

"neutree" (fucose, galactose , mannose et glucose), da la N-acBtyl- 

glucosamine et de lfacide N-acgtyl neuraminique m6thyl-glycosil~s et (z> 
Colonne de verre (0,3X300cm) remplie de Chromoeorb W AW 

("mash" 60-80) B 3p.100 de Silicone OV 17; temperature du four programmBa 

de 115°C B 2 0 0 ~ ~  B raison de 0,S0c/mn; de l'injecteur : 210'~; du detecteur : 

24O0c; d6bit du gaz vecteur (N2) : 20ml/mn; ribitol ! tiimoin interne. 



Tableau II 

Composition centésimale en glucides des glycopeptides 

O( ,p et y isol6s des hydrolysats pronasiques de 1' ovmucotde. 

Valeurs exprimées en g d'oses pour 100 g de glycopro- 

tides, obtenues par dosage colorim6trique par rapport 3 des témoins. 

& 

Monosaccharides neutres 

N-acétyl glucosamine 

Acide N-acétyl neurami- 

nique 

1 

Ovomucofde natif Glycopeptides 

O( P 8 

8,50 37,5 31,l 22,9 

14,l 52,2 64,6 49,O 

O, 90 11,47 O O 



Tableau III 

Composition mola i re  en g luc ides  e t  en amino-acides des 

glycopept ides  +, /% e t  3 



Lorsque lKaddition est terminée, la solution est encore 

agitée pendant 1 h. 

La température est alors port& 21 80°C pendant 20 mn 

potsr ddcomposer l'excès de sulfate de mdthyle, 

La solutlon refroidie est neutralisée par liacide sut- 

furique 2 N et extraite 5 fais par 5 ml de chloroforme. Laes phases or- 

ganiques rassemblées sont lavées 3 fois par 20 ml d'eau distillée et 

séchées sur sulfate de sodium anhydre. Après filtration, la phase chlo- 

rofomigue est évaporée à siccité à l'évaporateur rotatif. Le résidu 

obtenu est soumis a un deuxième cycle de méthylation dans les mhes 
conditions. 

2 - Résultats 
Les resultats de la mgthylation du glycopeptide de 

lrovomucofde par la méthode de HAWORTH ont (rté décevants. En effet, 

nous obtenons 18 mg de glycopeptide méthylé B partir de 100 mg du c a -  

posé natif, de plus, le spectre Infra-Rouge indique clairement que la 

molécule est partiellement méthylée. (~ig. 15 ; p. 79 ). 

3 - Discussion 
Comme nous pouvons le constater, la méthode de HAWORTH 

méthyle partiellement les glycopeptides : les rendements faibles en 

produits substitués sont certainement dus à des réactions de dégradation 

d'une partie de la molécule glucidique. En outre, ce procédé ne peut 

etre appliqué aux glycopeptides dont le glycanne est li6 a la chaîne 
peptidique par une liaison O-glycosidique. En effet, dans les conditions - 
de'méthylation ce point d'attache serait rompu. Toutes ces raisons nous 

ont incités à utiliser d%utres procédés de m&thylation, en particulier, 

les méthodes de KüHN. 

B - METT3YLATION DES GLYCOPEPTIDES PAR U S  METHODES DE KUHN 

1 - Principe 
Le peu d'efficacité de la mdthode de HAWORTH est dU à 

lkbssence d'=.il solvant propre à La r&actlon de méthylation. 



Figure 15 

Spectre Infra-Rouge du glycopeptide f de 1 ovomucorde 
méthyl6 par deux cycles de mgthylation suivant la technique de HAWORTH. 
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On arrete alors le chauffage et on effectue une seconde 

addition de lm1 d'iodure de méthyle, 250 mg d'oxyde d'argent et 150 

mg de sulfate de calcium anhydre. Le reflux est poursuivi pendant 4 Er. 

Après filtration et lavage du résidu insoluble avec du 

chloroforme, le glycopeptide perméthylé est obtenu par évaporation 

siccité du filtrat et des extraits chloroformiques. 

b) Méthode de KUHN, BAER et SEELIGER 

20 mg dloligosaccharide sont dissous dans 3 ml de dimé- 

thylformamide. 1,5 ml d'iodure de methyle et 1 g d'oxyde de baryum sont 

ensuite ajoutés. On agite pendant 60 h 2i la température du laboratoire. 

10 ml de chloroforme sont additionnés. Le précipité est éliminé par 

filtration et lavé sur filtre par du chloroforme. Le filtrat et les pha- 

ses chloroformiques de lavage sont rassemblés et séchés sous vide B 1'6- 

vaporateur rotatif. 

Le résidu obtenu est soumis B un deuxième cycle de méthy- 

lation dans les mêmes conditions. 

Le filtrat et les phases chloroformiques de lavage obte- 

nus par ce deuxième cycle de m4thylation sont lavés par trois fois 10 ml 

d'eau distillée, séchés sur sulfate de sodium anhydre et évaporés sous 

vide B l'évaporateur rotatif. 

3 - Résultats 
La figure 16 (p .8 2 ) donne le spectre Infra-Rouge dans le 

tetrachlorure de carbone du glycopeptide 4 de lrovomucofde rnéthylé par 
la m6thode de KUHN, BAER et GAUHE (248 ) . On constate la présence drune 
bande drabaorption B 3500 cm-'. 

Par contre, les méthodes de KUHN nous ont donné de bons 

résultats en ce qui concerne la méthylation dfoligoaaccharides. La chro- 

matographie d'adsorption en couche mince du disaccharide Q-2-acétamido- 

2-désoxy- /3-~-~luco~~ranos~l-( - 1 --iL 4)-Q-mannopyranose - perméthyl6 - - (oligo- 

saccharide A isolé d'acétolysat de glycopeptide de l'ovomuco~de 

(~ig. 1 6  ; p . 8 2  ) fournit une seule tache, le résultat est obtenu aussi 

bien avec la mdthode de KUHN, BAER et GAUHE 2i l'iodure de methyle, oxy- 

de d'argent dans la dirnéthylformami.de, qu'avec la méthode de KUHN, BAER 



Figure 16 

Spectre Infra-Rouge, dans le tétrachlorure de carbone, 

du glycopeptide /) de ltovomucotde ( A et chromatographie dtadsorp- 

tion en couche mince de Silicagel G, dans le système solvant chloro- 

forme/méthanol (9 : 1) (v : v) du disaccharide g-2-acétamido-2-désoxy- 

b-g-glycopyranosyl- (1 ---, 4)-D-mannopyranose (B) méthylés par la mé- - 
thode de KUHN, BAER et GAUHE. 



1 . .  4 cl , ; / le,  iz:ryde de baryum dans l a  dim6thyl- 

- - 7 7 c  d v o ~ x s  i ,>ris t;até des rnethylations p a s t i e l -  

ri,'. i , ~ ,  l oilrds (hexasaccharide, hep- 

1a pesnte, : 2,tcian peut  e t r e  a t t e i n t e  en 

r : TT t  le  3 A cflux dans l ' i o d u r e  de methyle. 

d e  I<~JI!;\ ntarquent un progrès  par  r appor t  

à Zri : eik,.:p. ;-),,UL 1%: ~ ~ w n i é t h y l a t i o n  des molécuies glu- 

cidiqtr:.:. . epénti I , J I - ,  qur en ce q u i  concerne l a  méthy- 

1 J I  - * . L %  ces t e c i i ,  i irs ne conduisent  pas  à l a  per -  

mét:-; i::tr:1 - s i :  f 7  - t . l - . i fei ir~ i : \ ; l ~ s  3 r e f l u x  dalis l ' i o d u r e  de 

4 '  ,:rf>.dnt, Par  con t r e ,  ces  procédés s e  

p rê : - -  Y I - tlipo::.iccharides. 

nous assoc ions  la  tuéthode de KUIIN, 

BAL:* de %%I:LJMORI q u i  e s t  extrtheinent e f f i c a -  

ce.  s L in.ii spensable  l a r squ  lune dégradc~eion 

de i n  -n,tif!& ,. *: e s t  à ÇT. r iL\ * .  C l e  cas  notanment pour 

.:I seuvent  sub i r  une dégradat ion r écu ren te  à 

r t i na l r  r éduc t r i ce .  Les méthodes de KITHN, 

o l6çule  en bloquant notamment l a  fonc t ion  

i d e  r a r d n a l  réducteur .  L to l igosacchar i -  

e soumis à une méthylat ion pa r  un 

: ; dispers ion  d'hydrure de sodium à 50 

1 dt di~n~éthylsulfoxyde e t  l ' on  a g i t e  15 mn 

à 1.i eu f a i s a n t  pas se r  un l e n t  courant d 'azote .  

- .:., It;.c\;peptide de 1 tovomucof de, d i ssous  dans 4 
,zc-rit e n s u i t e  v e r s e s  dans l a  s o l u t i o n  du m6thyl- 

(%* 1 ; , L ~ - 5 r : . q i . ~ ~  e s t  fou rn i  mélangé avec un poids é g a l  de paraf -  

f i n e  e31e peur A:Lz<nge par un lavage au pentane ou à l ' é t h e r  ri- 

gouretuse;i:é;: t ,I::!.R : - - . 



sulfinyl carbanion. Aprhs 6 h d'agitation, on additionne 1 ml d'iodure 

de méthyle et la réaction dréthdrification est poursuivie durant 15 h. 

50 ml d'eau sont alors ajoutés la solution d'oh l'on extrait le gly- 

copeptide méthylé par 5 fois 20 ml de chloroforme, Les phases chloro- 

formiques rassemblées sont lavées par 3 fois 30 ml d'une solution aqueu- 

se de thiosulfate de sodium B 1 p. 100 puis séchées sur sulfate de so- 

dium anhydre et évaporées. 

Le résidu est repris par 10 ml d'un mélange étherléther 

de pétrole 1 : 1 et la solution résultante est lav6e par 5 fois 10 ml 

d'eau. Finalement, la phase éthérée est évaporée sous courant d'air sec. 

Le rendement de la méthylation par la méthode de HAKOMO- 

RI est trés faible puisgu'8 partir de 100 mg de glycopeptide natif nous 

n'obtenons que 19 mg de compos6 methylé : les faibles rendements sont 

dus aux nombreux lavages et extractions destines B Bliminer le dimethyl- 

sulfoxyde. 

De plus, il nous a été impossible dt61iminer totalement 

le diméthylsulfoxyde, méme apràs plusieurs lavages par lreau de la solu- 

tion éthérée de glycopeptide mdthylé. Ce résultat ne nous a pas permis 

de suivre la méthylation par spectroscopie Infra-Rouge, la présence de 

dimdthylsulfoxyde empechant la rdalisation des pastilles de bromure de 

potassium, et, en phase liquide (dans le tetrachlorure de carbone) nous 

avons toujours observé la présence d'une bande B 3500 cmd1, Cette bande 

d'absorption indique donc la prdeence de fonctions O-H libres qui peu- 

vent provenir du glycopeptide partiellement méthylé mais également des 

mol6cules d'eau dissoutes dans les gouttelettes de diméthylsulfoxyde. 

C'est pour toutes ces raisons que nous avons modifié la 

méthode de HAKOMORI en ce qui concerne l'élimination du diméthylsulfoxyde. 

I) - METHYLATION DES GLYCOPEPTIDES PAR LA METHODE DE HAKOMORI MODIFIEE 
1 - Mode opératoire 

La modification personnelle apportée la méthode origi- 

nale de HAKOMORI réside uniquement dans la purification du glycopeptide 



nu du polysaccharide méthylé.  

Ce t t e  adap ta t ion  nous permet, d'une p a r t ,  de r é d u i r e  l e  

nombre de lavages à l ' eau  des  phases organiques q u i  sont  l a  cause des 

f a i b l e s  rendements observés dans 1.a méthode o r i g i n a l e ,  d ' au t r e  p a r t ,  

dt6l inr iner  totalement  l e  diméthylsulfoxyde. 

Le glycopept ide e s t  methyle dans l e s  condi t ions  opéra- 

t o i r e s  d é c r i t e s  p.83 jusqu'au s t a d e  du lavage des phases chloroformi- 

ques par  l a  s o l u t i o n  aqueuse de t h i o s u l f a t e  de sodium à 1 p. 100. 

Les phases ehloroformiques séch6es s u r  s u l f a t e  de sodium 

anhydre e t  évaporées sous v i d e  à l 'évaporateur  r o t a t i f  son t  r e p r i s e s  par  

3 m l  du m6lange chloroforme/éthanol  ( 1  : 1)  e t  chromatographiées s u r  co- 

lonne (2 x 50 cm) de Séphadex LH 20 dans l e s  condi t ions  expérimentales 

su ivan te s  : so lvant  chloroforme/éthanol  ( 1  : 1 )  ; d é b i t  de l a  colonne : 

18 mX/n ; repérage des c o n s t i t u a n t s  g luc id iques  p ré sen t s  dans l ' e f f l u e n t  

par  l a  m6thode colorirnétr ique au phénol s u l f u r i q u e  de DUBOIS e t  a l .  ( 2 4 9 ) .  

Les f r a c t i o n s  'rphénol p o s i t i v e s "  son t  rassemblées e t  séchées sous v ide  

à. l 'évaporateur  r o t a t i f .  L e , r é s i d u  e s t  e n f i n  p l a c é  en dés s i ca t eu r  s u r  anliy- 

, d r ide  phosphorique pendant 2 jours.  Le glycopept ide méthylé s e  présen- 

t e  a l o r s  sous forme de c r i s t a u x .  2 mg s o n t  p ré l evés  pour l ' ana lyse  en 

spec t roscopie  Infra-Rouge. Le r e s t e  e s t  soumis il deux a u t r e s  cycles  de 

méthyla t ion  dans l e s  m h e s  condi t ions .  

2 - Résu l t a t s  

La f i g u r e  1 7  (p.86 ) rassemble l e s  r é s u l t a t s  de spectrosco-  

p i e  Infra-Rouge du glycopep t i d e  de ltovoinucofde méthylé pa r  1 cyc le ,  2 

cyc l e s  e t  3 cycles  su ivant  l e  procédé de W O M O R P  modifié.  Nous consta- 

tons ;ne diminution p rog res s ive  de l a  bande à 3500 cm-' c a r a c t é r i s t i q u e  

dc l a  fonc t ion  O-N, qu i  d i s p a r a i t  totalement  après  le t ro i s ieme cyc le  de 

méthylat ion.  

Le rendement de la méthylat ion e s t  m u l t i p l i é  par  4 ,  par  rap- 

p o r t  à celui. obtenu à p a r t i r  de la méthode c l a s s ique  pu i sque  nous obteni3n3,à 

p a r t i r  de 100 mg de glycopeptide, 75 mg de glycopept ide perméthylé. 

3 - Discussion 

L3applkcafion de l a  méthode de HAKOMORI à l a  méthylat ion des 



glycopeptides nous fournit d'excellents résultats tant du point de vue 

des rendements que du degré de perméthylation à condition toutefois de 

purifier la molécule perméthylée par chromatographie de gel filtration 

sur Sephadex LH 20. Cette méthode peut être appliquée à l'alkylation 

des monosaccharides et des oligosaccharides en ayant soin, préalable- 

ment, de bloquer la fonction réductrice. Ceci peut être réalisé en 

associant la méthode de KUHN, BAER et GAUHE qui stabilise l'oligosac- 

charide en bloquant notamment la fonction hémiacétalique du monosac- 

charide terminal réducteur, Zi la méthode de HAKOMORI qui perméthyle la 

molécule. Au laboratoire, nous appliquons ce protocole pour alkyler les 

oligosaccharides. 

La méthode de HAKOMORI présente, en outre, l'avantage 

d'être extr&nement rapide et de nécessiter peu de réactifs. 

 efficacité de cette méthode est due Zi la facilité avec 

laquelle l'alcoolate de sodium est formé par l'action du méthylsulfinyl 

carbanion, lléthérification devient facile car l'alcoolate formé reagit 

aisément avec les donneurs de radicaux méthyle tels les dérivés halogè- 

nés. Nous avons décrit dans l'historique une méthode analogue appliquée 

par FREUDENBERG et HIXON (250) qui utilisent le mélange ammoniac liquide1 

sodium pour former l'alcoolate et l'iodure de methyle pour alkyler ou 

une autre technique publiée par BREDERESCH et al. (251) qui remplacent, 

dans le mélange précédent,llammoniac liquide par de 116ther anhydre. Il 

faut toutefois noter que ces méthodes sont d'un emploi plus difficile et 

qu'elles sont moins efficaces que la methode de HAKOMORI, 

Il existe de nombreuses variantes B la méthode originale 

de HAKOMORI, ainsi, nous avons utilise la méthode de BRIMACOMBE et alJ252>253, 

254 ) dans laquelle le diméthylsulfoxyde est remplacé par la diméthyl- 

formamide, la réaction s'effectuant toujours en présence d'hydrure de 

sodium et d'iodure de methyle, Cette méthode ne nous a pas apporte de 

meilleurs résultats, cependant, elle semble plus douce que la méthode de 

HAKOMORI et nous a permis de perméthyler des oligosaccharides tel le raf- 

finose. 

E - CONCLUSIONS GENERALES SUR LA PERMETHYLATION DES GLYCOPEPTIDES ET DES 
OLIGOSACCHARIDES 

LPBtude critique systématique que nous avons effectuée Zi 



propos des procédés de p e r m é t l i ~ l a t i m  des risolécilles gltieidiques nous 

permet de t i r e r  Les conclusions suivailtes : 

1 - Quelle  que se;i n ~ e t i t . , ~ : t * ,  il esi- r a r e  que l a  per- 

méthylat inn dDuue nolécule  g l u ~ i d i q t r e  puisse Lt,e r e a l i s g e  en une seu le  

opéra t ion .  Généralement, il e u t  néces sa i r e  d ' e f f e c t u e r  p l u s i e u r s  cycles  

de méthylat ion.  

2 - -  I,a méthode de  fihw,,itl!i nie r S a l i s c  pas Zr: perméthyla- 

t i o n  des glycopeptideç. 

3 - Les méthodes de KUBN marquent un progres  par  rapport  

à l a  technique de :i$>bJOd'ril pour l a  perméthylat ion des g luc ides ,  cepen- 

dan t ,  e l l e s  ne conduisent pas  à la perméthylat ion s u r t o u t  en ce qui  con- 

cerne l e s  N-acétylhexosamines présentes  dans l e s  glycopept ides .  Toutefo is ,  

ces  techniques ï é a l i s e n t  une méthylat ion s u f f i s a n t e  de l a  molécule g luc i -  

diquc e t  a i n s i  l a  s t a b i l i s e n t  se qui permet,  dans un second temps, d'ap- 

p l ique r  des methodes p lus  ag re s s ives  mais e f f i c a c e s  sans c r a ind re  de l a  

d6grader.  

il - !,a méthode d e  IYi21cOMC)KI r é a l i s e  1.a perméthylation des 

g lycopept ides ,  des  o l igosacehar ides  comme des polysaccharides.  61  f a u t  

t o u t e f o i s  no te r  p lus l eu r s  poi i i tç  : 

a )  l e  rendement en produir  méthyle e s t  rlrultiplits p a r  un f a c t e u r  4 lo rsqut  

on diminue l e  nombre de lavage à l ' eau  de ln  phase chloroformique renfer -  

mant l e  glycopept ide m6thyl6. l e  diméthylsulfoxyde peut  t o u t e f o i s  ê t r e  é l i -  

miné quant i ta t ivement  par  chromatographie de g e l  f i l t r a t i o n  en phase orga- 

nique.  Ce t t e  technique permet dbbbtenir un produi t  c r i s t a l l i s é  s e  p rê t an t  

aux ana lyses  par  spec t roscopfe  i'nfrd-Rouge. 

b) l e s  méthodes de RJHN seront: assoc iées  à ce l l e  de WAKOMORZ dans l e  cas  

de molécules suscep t ib l e s  Ce s u b i r  des  dcigrüdations. 

c )  t r o i s  cyc les  successifs  d e  m t 5 : - h y l , i ~ i o r i  s e ron t  t ou te fo i e  nécessa i res  pour 

ob ten i r  une methy lation quanc i t a s -ve ,  

En colzclusion. nous r r t i  l l se rons  l a  méthode de HAKOMORI e t  

quand il l e  s e r a  neçessdire, nous e f fec tuerons  au pr6alab!e, une méthylat ion 

par  l a  méthode de  PTdN, BAER e L  GBUHL'. 



DES HYDROLYSATS DE GLYCOPROTIDES PERMETHYMS 

IDENTIFICATION DES ETHERS IvETNYLIQUES DES 

MONOSACCHARIDES LIBERES PAR HYDROLYSE QU METHANOLYSE 

DES GLY CANNES METHYLE S 

L'identification des éthers méthyliques des monosaccharides 

présents dans le glycanne perméthylé constitue le dernier probleme à résou- 

dre avant de conclure au point d'attache des liaisons osidiques, la libéra- 

tion des éthers méthyliques est donc un préalable à l'identification de ces 

derniers, 

La rupture des liaisons osidiques,par hydrolyse ou méthano- 

lyse du glycopeptide pennéthylé, soulève les mêmes difficultés que celles 

rencontrées lors de l'hydrolyse de la molécule native. A ces problemes de 

rupture quantitative des liaisons osidiques s'ajoute celui de la stabilité 

des monosaccharides méthylés dans les conditions de l'hydrolyse. 

L'identification des éthers méthyliques des monosaccharides 

ainsi libérés est relativement aisée lorsque le substrat de départ est abon- 

dant. Dans ce cas, le fractionnement des hydrolysats ou des méthanolysats par 

chromatographie sur colonne de cellulose et élution par des mélanges d'éther 

de pétrole et de butanol saturé en eau fournit de bonnes quantités de mono- 

saccharides méthylés qui peuvent être analysés et identifiés par les métho- 

des classiques : point de fusion et pouvoirs rotatoires. Ces opérations, lon- 

gues et laborieuses, deviennent impossibles quand les quantités de substrats 

mises en jeu au depart sont de l'ordre de 30 à 50 mg. Dans ce cas, l'identi- 

fication des éthers méthyliques fait appel aux méthodes chromatographiques : 

chromatographie sur papier pour les monosaccharides méthylés réducteurs, 

chromatographie sur couche mince et en phase gazeuse pour les monosaccharides 

méthylosid6s. Ces techniques conduisent simultanément à la séparation et à 

l'identification des éthers méthyliques à condition toutefois de posséder des 

témoins de référence qui sont chrmatographiés en même temps que la substance 

inconnue. Lxdentitk de comportement dans des conditions variables permet de 

conclure à l'identité de nature. 



Nous décrirons successivement : 

1 - Les procédés de rupture des liaisons glycosidiques du 
glycopeptide perméthylé. 

II - Les procédés d'identification des monosaccharides mé- 
thyles présents dans les glycopeptides perméthylés. 

III - Les procédés de synthese des éthers méthyliques té- 
moins. 

1 - PROCEDES DE RUPTURE DES LIAISONS GLYCOSIDIQUES DES GLYCOPEPTIDES PERMETHYLES 
Les liaisons osidiques de lfoligosaccharide ou du glycopep- 

tide perinéthylé peuvent être libérées par deux procédés : d'une part, l1hy- 

drolyse qui fournit les monosaccharides méthylés, d'autre part, la méthano- 

lyse qui libére les éthers méthyliques méthylglycosilés . 
A - HYDROLYSE 

L'hydrolyse de la molécule glucidique méthylée doit répon- 

dre 21 deux objectifs ; d'une part, la rupture quantitative de toutes les 

liaisons glycosidiques et en particulier celles contractées par les N-achtyl- 

hexosamines et d'autre part, la stabilité des éthers méthyliques ainsi li- 

bérés. 

La plupart des acides minéraux ont été utilisés pour obtenir 

des monosaccharides méthylés réducteurs à partir des polysaccharides permé- 

thy lés. 

- L'acide formique est utilisé pour hydrolyser quantitative- 

ment les polysaccharides méthylés de haut poids moléculaire. ISBELL et al. (255) 

font agir de l'acide formique à 90 p. 100 à lQO°C pendant 4 h sur des dex- 

trans perméthylés et constatent que cette technique cause moins de dégrada- 

tion que les mélanges acide acétique, acide chlorhydrique. Cette technique est 

utilisée par ANDREWS, HOUGH et JONES (256) pour hydrolyser un galactane per- 

méthylé : dans ce cas, les auteurs £ont suivre la form,oIyse par une hydrolyse 

sulfurique ( H ~ S O ~ N  3 100°C pendant 12 hl. L'hydrolysat est ensuite neutralise 

par le carbonate de baryum puis filtré et désionisé par passage sur colonne 

dlamberlite IR-120. ASPINALL, LAIDïAW et RASHBROOK (257) font suivre la for- 

molyse d'un glucomannane perméthylé par une hydrolyse chlorhydrique (HC~ N 

à 100°C pendant 3 h 1. Dans ce cas, l'hydrolysat est neutralisé per le carbo- 



nate d'argent. 

D'autres auteurs ont préféré utiliser des solutions d'acide 

sulfurique. CROON et LINDBERG (2581, dans une étude sur les celluloses mé- 

thylées,préconisent l'hydrolyse par l'acide sulfurique' dans les conditions 

suivantes : pré-hydrolyse avec de l'acide sulfurique à 72 p. 100 B O°C pen- 

dant 30 mn suivie d'une dilution de L'acide B 7,2 p. 100 et une hydrolyse 

60°C pendant une nuit, terminée B lOO0C pendant 3 h. Les auteurs ne cons- 

tatent pas de déméthylation. L'acide sulfurique N ou 2N B 100°C est utilisé 

par de nombreux chercheurs : BREDERESH et HAMBSCH (259) (H2S04 IN, 12 h a 
reflux), KUHN, BAER et GAUHE (260) ( H ~ S O ~  IN, 6 B 12 h à reflux), COURTOIS 

et - al. (261) ( H ~ S O ~  a 6 p. 100, 5 h. au bain-marie bouillant), H I W O ,  HOF- 

FMAN et MEYER (262) (hydrolyse de kératosulfate perméthylé par H2$04N 100°C 

pendant 17 h )  . L'utilisation de Lracide sulfurique permet de neutraliser 

et de désioniser aisément le milieu par l'addition de baryte suivie d'une 

extraction acétonique ou cb~orofomique da surmgeant prealablement évaporé 

à siccité, 

- L'acide oxalique a &té utilisé par HAWORTH et LEARNER (263) 

et par HAWORTH, HIRST et PERCIVAL (264). Les auteurs hydrolysent les poly- 

saccharides méthylés en chauffant pendant 24 h B 80°C une solution de 3 B 

5 p. 100 du composé dans le mélange méthanol/acide oxalique B 4 p. 100 dans 

le rapport 3 : 1 (v : pl. Le méthanol est ensuite éliminé sous pression ré- 

duite a 30, 35OC et la solution aqueuse résiduelle est maintenue pendant 5 
k 

h à 80°C, jusqu'à ce que le pouvoir rotatoire demeure constant, 

- Un procédé d'hydrolyse en milieu ac6tico-%hloridrique a kt6 
1 

décrit par BELL (265) dans lequel le produit méthylé est dissous dans le 

mélange de 5 parties d'acide acétique glacial et 10 parties d'une solution 

d'acide chlorhydrique B 5 p. 100. L'hydrolyse est maintenue pendant 5 h ,au 

bain-marie bouillant . 
- Au laboratoire, nous avons recherche les meilleures condi- 

tions d'hydrolyse des osides méthylés en nous fondant sur les travaux effec- 

tués par MONTREUIL et SPIK (266) concernant l'hydrolyse quantitative des 

glycopeptides ou des oligosaccharides. 

1 - Principe 
L'oligosaccharide ou le glycopeptide méthylé est hydrolysé 

par des solutions d'acide chlorhydrique 1,5 N s'il ne renferme pas de N- 



acétylhexosamine ou 4 N si la molécule possède ces monosaccharides. 

2 - Mode opératoire 
50 mg de glycopeptide de l'ovomucofde perméthylé sont P 

dissous dans 1 ml de méthanol puis hydrolysés à 100°C, par 5 ml d'acide 

chlorhydrique 4 N pendant 4 h. L'hydrolysat est ensuite purifié selon 

deux procédés : 

a) Désionisation par passage sur colonne de résine échangeuse d'ions : 

une partie de l'hydrolysat dilué avec de l'eau distillée est passée suc- 

cessivement sur des colonnes (2 x 40 cm) d'échangeurs de cations (~owex 
+ 

50 x 8 ; "mesb" 25-50 ; H ) et d'anions (~uolite A-102 D ; "mesh" 25-50 ; 

HCO- 1. Le liquide effluent auquel on joint les eaux de lavage des colon- 2 
nes (500 ml) est concentré à 35OC, sous vide, à l'évaporateur rotatif. Les 

monosaccharides neutres méthylés ainsi obtenus (les hexosamines méthylés 

sont retenus sur la colonne de Dowex 50 x 8) peuvent être analysés par chro- 

matographie sur papier (voir p.119) ou après méthylosidation, par chroma- 

tographie en phase gazeuse (voir p.127). L'autre partie de l'hydrolysat 

renfermant les monosaccharides neutres et les hexosamines méthylés est con- 

servée afin d'identifier les osamines méthylés par un des procédés eue 

nous décrirons plus loin (p. 100). 

b )  Elimination de l'acide chlorhydrique par codistillation avec de l'étha- 

nol : l'hydrolysat est transféré dans un ballon de 250 ml et on additionne 

50 ml d'éthanol. La solution ainsi obtenue est évaporée, sous vide, à l'eva- 

porateur rotatif. Afin d'éliminer quantitativement l'acide chlorhydrique, 

le résidu est repris plusieurs fois par 20 ml d'éthanol et la solution est 

de nouveau évaporée sous vide à l'évaporateur rotatif. Le résidu est enfin 

placé en dessicateur, en présence de soude et d'anhydride phosphorique, pen- 

dant une nuit. 

Afin de vérifier que les monosaccharides ainsi libér6s par hydro- 

lyse niaient pas subi de dégradations et en particulier de déméthylation, 

nous avons soumis à l'hydrolyse dans les mânes conditions le méthyl-2,3,4- 

tri-2-méthyl-fucoside, le méthyl-2,3,4,6-tétra-2-méthyl-galactoside et le 

méthyl-2,3,4,6-tétra-eéthyl-mannoside. 10 mg de chaque témoin sont hydro- 

lysés à 100°C, par 1 ml d'acide chlorhydrique 1,5 N pendant 1,5 h et à 100° 

C par 1 ml d'acide chlorhydrique 4 N pendant 4 h. Les hydrolysats sont puri- 

fiés par 6vaporation en présence d'éthanol selon le mode opératoire décrit 



plus tiaut. 

Les monosaccharides méthylés ainsi obtenus sont méthyl- 

gPvcosilEis par 1 ml d'une solution methano1 chlorhydrique N en tube 

sca!le, à lQO°C pendant 8 h. La solution est alors évaporée sous cou- 

rant d'azote et les m6thylglycosides des monosaccharides méthylés sont 

analysés par chromatographie en phase gazeuse sur colonne (0,3 x 300 

CIE) remplie de Chromosorb 1," AW W S  ('lmeçhl' 60-430) contentnt 3 p, 100 

de Carbowax 6000 ; température de la colonne l7O0C, de l'injecteur 

200°C, du détecteur 210°C 3 débit du gaz vecteur (azote) 30 mllmn. 

3 - Résultats 
La figure 18(~.94 ) illustre les résultats sur la stabili- 

té des rnonasaccharides neutres perméthylés couramment rencontrés dans 

les glycoprotéines dans les conditions de l'hydrolyse. Nous ne consta- 

tons aucune déméthylation en ce qui concerne les dérivés perméthylés 

du galactose et du mannose ; on peut cependant remarquer la dispari- 

tion du pic correspondant ou méthyl-2,3, 4,6- té t ra-wthyl-p-mannoside  , 
l'hydrolyse et la méthylglycosilation favorisant la formation de l'ano- 

mère < , Quant au fucose, l'hydrolyse par l'acide chlorhydrique 1,5 N 
et surtout 4 N provoque des réactions de déméthylation. 

4 - Discussion 
L'hydrolyse des oligosaccharides ou des glycopeptides 

perméthylés dans les conditions décrites précédemment nous a fourni 

des résultats parfaitement reproductibles ; en particulier, nous n'a- 

vons jamais remarqué de déméthylation sauf en ce qui concerne le permé- 

thyP-fucose, Dans ces conditions, les osamines méthylés sont également 

trss stables. Toutefois, nous voudrions rappeler d'une part, que la con- 

centration des hydrolysats acides en glucides doit être faible et de 

l'ordre de 0,s à 1 p. 100 de glycopeptide et d'autre part, que les hy- 

drolyses doivent @tre effectuiies avec des produits exempts de sels de 

fer. 

B - METHANOLYSE 
La rupture des liaisons osidiqves par le méthanol cata- 

lysé par de l'acide chlorhydrique présente de nombreux avantages. En ef- 

fet, cette technique fournit directement les méthylglycosides ce qui 
m 

stabilise le monosaccharide en bloquant le carbone réducteur et les grou- 
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Figure 18 

Chromatographie en phase gazeuse des méthyl-2,3,4-tri-0- - 
méthyl-~-fucoside,2,3,4,6-tétra-0-méthyl--galactoside - et 2,3,4,6-tétra- 

Q-mbthyl-8-mannoside après hydrolyse par l'acide chlorhydrique 1,5 N et .a- 
, - 

4 N et méthylglycosilation. r 

- 

Colonne de verre (0,3 x 300 cm) remplie de Chromosorb W 

AW HMDS ("meshW 60-80) B 3 p. 100 de Carbowax 6000 ; température de la 

colonne 170°C, débit du gaz vecteur ( N ~ )  30 ml/mn. 



pements carboxyliques des acides uroniques et des acides sialiques en 

phlisant une méthylestérification. En outre, cette technique permet 

l'analyse directe des monosaccharides par chromatographie en phase ga- 

zeuse. 
Pour toutes ces raisons, la méthanolyse est couramment 

utilisée pour couper les liaisons glycosidiques des oligoçaccharides 

corne des polysaccharides perméthylés. JEANLOS et al. (267) utilisent 

cette technique pour rompre les liaisons osidiques du chondroitine sulfate B 

perméthylé. GOLDSTEIN et a1.(268), en 1959, étudient les conditions de 

méthanolyse et démontrent que le taux de déméthylation des monosaccharides 

méthylés libérés par cette méthode est très faible. .WALLENFELS et al. (269) 

préconisent la méthanolyse de polysaccharides du lait par le méthanol conte- 

nant 2 p..lOO d'acide chlorhydrique à 8CR pendant 24 à 90 h. Cependant BRAGG 

et HOUGH (270) n'ont pu mettre en evidence aucun dérivé méthylé de la gluco- 

samine par méthanolyse de l'ovalbuniine et de l'ovomucoîde perméthylés bien 

que ces deux glycoprotides possèdent ce monesaccharide en position terminale 

non réductrice. 

1 - Principe 
LfolSgosaccharide ou le polysaccharide est traité B chaud 

par le mélange méthanol chlorhydrique. Le procédé fournit un mélange 

des méthylglycosideri o( et 4 . 
2 - Mode opératoire 

Lroligosaccharide perméthyle préalablement désséché en 

dessicateur en présence d'anhydride phosphorique pendant une nuit est dis- 

sous il la concentration de 1 g p. 100 ml dans la solution méthanol chlo- 

rhydrique N, dans une ampoule en verre que l'on scelle ou dans un tube 

Sovirel qui est ensuite hennétiquement bouché. La solution est maintenue 

à l'ébuliitisn au bain-marie pendant 8 h. On refroidit et on neutralise 

le méthanolysat au pH-mètre par le carbonate d'argent ou le carbonate de 

plomb. Le précipitê de chlorure d'argent ou de chlorure de plomb,éliminé 

par filtration,est lavé sur filtre par le méthanol, Le filtrat et les 

phases méthanoliques de lavage sont enfin évaporés sous vide à l'évapora- 

teur rotatif. 

3 - Résultats 
La méthanolyse des oligosaccharides perméthyl6s dans les 



conditions décrites dans le paragraphe précedent libere quantitative- 

ment et sans provoquer de dén16thylation les monosaccharides rnérhylés. 

La figwre 19(p. 97 ) nous donne Te diagramme de chromatographie en pha- 
%l,3 se gazeuse des 6thers méthyliques du disaccharide Man ---sc Man li- 

béres par rnéthanolyse. Comme nous pouvons le constater, nous nrobser- 

vons aucune réaction de dégradation. En outre, la libération des éthers 

méthyliques est quantitative puisque nous nPavons pu idencifier le di- 

saccharide en poursuivant la chromatographie B des températures plus 

élevées (200~~). Cependant, nous constatons des pertes appréciables de 

produits, lors de la neutralisation du méthanolysat, par adsorption 

sur le précipité de chlorure d'argent ou de chlorure de plomb des mo- 

nosaccharides methylés. Pour cette raison, nous avons modifié les con- 

ditions de purification du méthanolysat ; la solutioil méthanolique est 

évaporée à siccité sous un courant dkazte, 116vaporation est termide 

en dessicateur en présence de soude et d'anhydride phosphorique. 

4 - Discussion 
Comme pour l'hydrolyse, la methanolyse dans les condi- 

tions décrites plus haut nous a fourni des résultats parfaitement re- 

productibles. Elle prgsente l'avantage, sur l'hydrolyse, de fournir di- 

rectement les mBthylosides que l'on peut analyser directement par chro- 

matographie en phase gazeuse. En outre, dans ces conditions, nous n'a- 

vons jamais observé de déméthylation et les rendements sont très satis- 

faisants depuis que nous éliminons le mélange méthanolysant par simple 

évaporation sous un courant dbazte. Il faut enfin signaler que la mé- 

thanolyse doit s'effectuer en atmosphere anhydre. Il est donc absolu- 

nient indispensable de travailler sur un glycopeptide ou un oligosac- 

charj.de perm6thylé exempt d'eau. Cette condition ne pourra etre rem- 

plie si le glycopeptide perméthyle n'est pas totalement débarrassé du 

diméthylsulfoxyde qui retient toujours de l'eau, La chromatographie de 

gel filtration sur Séphadex LH 20 en éliminant quantitativement le di- 

méthylsulfoxyde nous fournit un mat6riel parfaitement anhydre qui peut 

ainsi subir la méthanolyse. 

C - CONCLUSIONS GENERALES CONCERNANT LES PROCEDES DE RUPT-DES LIAI- - 
SONS GLYCOSIDIQUES DES GLYCOPEPTIDES OU DES OLIGOSACCHARIDES PERMETHYLES 



Figure 19 

Chromatographie en phase gazeuse des éthers méthyliques 

obtenus par méthanolyse du disaccharide 3-O-a-o-mannopyranosyl-0-manno-- - - - 

pyranose isolé d'acétolysats de l'ovonucoPde. ( :\l!: ') 
f *  i l : ~ f /  

Colonne de verre (0,3 x 300 cm) remplie de Chromosorb '*.- 

W AW HFDS ("mesh" 60.80) à 3 p. 100 de Carbowax 6000 ; tempirature de la 

colonne 170°C ; débit du gaz vecteur (N2) 30 ml/mn. 



Les conc lus ions  que nous pouvons t i r e r  de  nos t r avaux  s u r  

l e s  p rocédés  de  r u p t u r e  des  l i a i s o n s  g l y c o s i d i q u e s  des  g l y c o p e p t i d e s  pe r -  

niéthyl6s s o n t  l e s  s u i v a n t e s  : 

1 - L ' h y d r o l y s e  d e s  g l y c o p e p t i d e s  p e i n ~ é t h y l é s  p a r  l ' a c i d e  c h l o r h y d r i q u e  

i , 5  B ,  à 10Q°C, pendant  1 , 5  h  ou 4 N ,  à 100°C, pendant 4 h nous a  f o u r n i  

des r é s u l t a t s  p a r f a i t e m e n t  r e p r o d u c t i b l e s .  Les monosaccharides n e u t r e s  mé- 

t h y l é s  e t  l e s  méthylosamines a i n s i  ob tenus  s o n t  s t a b l e s  dans c e s  condit ions,  

sauf l e  perméthyl- fucose  q u i  s u b i t  une l é g è r e  d é g r a d a t i o n .  

2 - La méthanolyse  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  ou des  po lysacchar ides  pa r  l e  mg- 

thano l  c h l o r h y d r i q u e  N ,  à 100°C pendant  8 h  f o u r n i t  q u a n t i t a t i v e m e n t  e t  

sans  dgméthy la t ion  l e s  méthyl-glycoçides  des  monosaccharides méthylés  q u i  

peuvent G t r e  a i n s i  a n a l y s é s  d i r e c t e m e n t  p a r  chromatographie e n  phase ga- 

zeiise. 

3 - Comme nous l e  v e r r o n s  dans l e  p r o c h a i n  pa ragraphe ,  l a  p r é s e n c e  dans 

un g l y c o p e p t i d e  pe rméthy ié  d ' u n e  g rande  d i v e r s i t é  d e  monosaccharides (mo- 

nozacchar ides  n e u t r e s  méthy lés ,  méthylglucosaniines,  monosaccharides a c i d e s  

mérhylés)  nous o b l i g e  à f r a c t i o n n e r ,  p réa lab lement ,  c e  mélange a f i n  de f a -  

c i l i t e r  l ' i d e n t i f i c a t i o n .  Pour c e t t e  r a i s o n ,  nous u t i l i s e r o n s  l ' h y d r o l y s e  

pa r  l ' a c i d e  c h l o r h y d r i q u e  4 N pour l e s  molécules  possèdant  à l a  f o i s  des  

monosaccharicles n e u t r e s  e t  des  osamines que l ' o n  pour ra  p l u s  f a c i l e m e n t ,  

dans un second temps, f r a c t i o n n e r  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  ( c a s  des  g l y c o p e p t i -  

d e s )  e t  l a  méthanolyse  pour l e s  molécu les  uniquement c o n s t i t u é e s  de  mono- 

s a c c h a r i d e s  n e u t r e s  q u i  pour ron t  ê t r e  a n a l y s é s  d i rec tement  p a r  chromato- 

g raph ie  e n  phase gazeuse  ( c a s  d e  c e r t a i n s  o l i g o s a c c h a r i d e s  e t  polysaccha-  

r i d e s ) .  La f i g u r e  20 (p.99 ) résume l e s  deux v o i e s  p o s s i b l e s  pour  l i b é r e r  

les .monosacchar ides  rnéthylés p r é s e n t s  dans un p o l y s a c c h a r i d e  perméthylé .  

L I .  - PROCEDES D'IDENTIFICATION DES MCINOSACCHARIDES METHYLES PRESENTS DANS LES GLYCO- - 
PEPTIDES PEWTHYLES 

L ' i d e n t i f i c a t i o n  des  é t h e r s  méthyl iques  l i b é r é s  p a r  hydro- 

l y s e  des  g l y c o p e p t i d e s  perméthylés  pose  de  nombreux problèmes du f a i t  mê- 

me de l a  cofiipl6xité d e  c e s  molécu les .  En e f f e t ,  c e l l e s - c i  possèden t  géné- 

ralement d e s  a c i d e s  s i a l i q u e s ,  des  osamines : N-acétylglucosamine e t  pa r -  

f o i s  Fi -acétylgalactosamine e t  des  monosaccharides n e u t r e s  : f u c o s e ,  ga lac -  



H* 

H 
OH OCH 

3 

OC% 

2.3.6- tri-0-m&thyl- ~ é l h ~ l - P S P -  tri-O-rn;thyl- 
galactose galaclosid e 

F i g u r e  20 

L i b e r a t i o n  d e s  n ~ o n o s a c c h a r i d e s  m é t h y l é s  préseli ts  d a n s  un 

p o l y s a c c h a r i d e  pe r iné thy lé  (SWIDERSKI e t  TEMERIUSZ) (271 ) , 



t o s e  e t  mannose. L ' i d e n t i f i c a t i o n  des  é thers  ~ n é t h y l i q u e s  d e  c e s  d i f f 6 r e n t ç  

monosaccharides n e  pour ra  ê t r e  e f f e c t u é e  en une s e u l e  é t ape .  En o u t r e ,  nous 

possèdons généralement  de  f a i b l e s  q u a n t i t é s  de  s u b s t r a t s  (20 à 50 mg d e  

g l y c o p e p t i d e s ,  3 21 10 mg d ' o l i g o s a c c h a r i d e s ! .  Ceci  nous i n t e r d i t  l ' i d e n t i -  

f i c a t i o n  d e s  é t h e r s  n ié thyl iques  obtenus  p a r  f rac t ionnement  s o i t  p a r  chro-  

matographie  d ' a d s o r p t i o n  s u r  co lonne  d e  charbon-Cél i t e  (WHELAN e t  MORGAN) 

(2721, (LINDBERG e t  WICKBEEZG) (2731, s o i t  p a r  chromatographie  s u r  colonne 

de  c e l l u l o s e  (HOUGH e t  a l .  i ( 274  1 ,  (ASPIHALL e t  F E W - E R )  (275  ) , p a r  1 ' ana- - 
l y s e  d e  l e u r s  pouvoi r s  r o t a t o i r e s  e t  d e  l e u r  p o i n t  d e  f u s i o n .  Nous nous 

s o m e s  donc t o u r n é s  v e r s  l e s  méthodes chromatographiques : chromatographie 

s u r  p a p i e r  des  é t h e r s  méthy l iques  r é d u c t e u r s ,  chromatographie  en  phase ga- 

zeuse  d e s  é t h e r s  méthy l iques  méthy los idés  . 
Nous d é c r i r o n s  donc success ivement  : 

A - Les méthodes d ' a n a l y s e  d e s  é t h e r s  méthy l iques  des  osamines 

B - Les méthodes d ' a n a l y s e  d e s  é t h e r s  méthy l iques  des  monosaccharides neu- 

t r e s  

C - Un procédé  o r i g i n a l  d e  f rac t ionnement  des  h y d r o l y s a t s  d e  g lycopep t ides  

ou d ' o l i g o s a c c h a r i d e s  perméthylés  

A - METHODES D'ANALYSE DES ELHERS METHYLIQUES DES OSAMINES 

Les  é t h e r s  méthyl.iques d e  l a  glucosamine e t  d e  l a  g a l a c t o -  

samine s o n t  a n a l y s é s  p a r  des  méthodes chromatographiques t e l l e s  l a  chroma- 

t o g r a p h i e  en phase  gazeuse ,  l a  chromatographie  s u r  colonne d e  r é s i n e  échan- 

geuse  d e  c a t i o n s  e t  l a  chromatographie  s u r  p a p i e r .  Avant d ' e n t r e r  dans l e s  

d é t a i l s  de c e s  t echn iques  nous vaudr ions  r a p p e l e r  que des  a u t e u r s , t e l s  LE- 

MCEUX e t  CUSHLEY (276) ,  o n t  montre  q u e  l e  groupement acétarnido des  osami- 

nes  é t a i t  N-méthylés s i  l e  monosaccharide ou l e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  possé- 

dan t  d e s  hexosamines é t a i e n t  méthy lés  p a r  l a  méthode d e  HAKOMORI a l o r s  que 

l e s  méthodes d e  KUHN (à l a  dim6thylformamide, i o d u r e  de  méthy le ,  oxyde de  '. 
baryum p a r  exemple) ne  c a i ~ s a i e r i t  pas  c e t t e  r é a c t i o n .  Dans l e s  cmndi t ions  

d é c r i t e s  p r é c e d e m e n t ,  l ' h y d r o l y s e  de  p o l y s a c c h a r i d e s  ou d e  g lycopep t ides  

perméthylés  pa r  l a  méthode de  HAKOMORI v a  donc nous f o u r n i r  d e s  d é r i v é s  

méthy lés  du c h l o r h y d r a t e  d e  2-désoxy-2-méthylamino-o-glucose. 

Nous d é c r i r o n s  dans c e  c h a p f t r e  que lques  methodes de  sépa- 



r a t i o n  chromatographique des osamines méthylées.  

1 - En phase gazeuse, 

2 - Sur couche mince de s i l i c e ,  

3 - Sur pap ie r ,  

4 - Sur colonne de  r é s i n e  échangeuse de c a t i o n s .  

1 - Chromatographie en phase gazeuse 

KUHN, EGGE e t  LOCHINGER (277) ont  d é c r i t  une technique 

de  sépa ra t ion  des d é r i v é s  méthylés de l a  glucosamine e t  de l a  ga lac to-  

samine l i b é r é s  par  méthanolyse d 'o l igosacchar ides  ou de polysaccharides 

perméthylés . 
Les méthyl-hexosamines obtenues sont  N-acétyles ( l a  mé- 

thanolyse N-désacétyle pa r t i e l l emen t )  e t  2 -acé ty lés  avant d ' ê t r e  i n j e c -  

t é e s  su r  une colonne (100 cm) de  k iese lguhr  à 10 p. 100 de po lyes t e r  succi- 

nique du bu tane - l , 4 -d io l .  La chromatographie e s t  e f f ec tuée  à des tempé- 

r a t u r e s  d e  200-250°C à un d é b i t  de  gaz vec t eu r  (Helium) de 70 B 202 m l  

par  minute. 

Les r é s u l t a t s  de l a  s épa ra t ion  chromatographique de 

quelques é t h e r s  méthyliques de l a  glucosamine e t  de l a  galactosamine sont  

rassemblés dans l e  t ab l eau  I V  (p .  102).  

PERRY e t  WEBB (278) en 1969 obt iennent  de me i l l eu re s  sé-  

pa ra t ions  p a r  chromatographie en phase gazeuse des é t h e r s  méthyliques 

r é d u i t s  e t  pe racé ty l é s  su r  colonne remplie  de néopentylglycol sébacate  

(NPGSb) à 245OC. Dans c e  cas  chaque isomère méthylé ne donne qu 'un s e u l  

p i c .  

YAMAGUCHI, IKENAKA e t  MATSUSHIMA (279) analysent  l e s  

é the r s  méthyliques de l a  glucosamine d ' un  glycopept ide de l a  Taka-amylase 

A par chromatographie en phase gazeuse des é the r s  r é d u i t s  e t  t r imé thy l s i -  

l y l é s .  La colonne u t i l i s é e  (0 ,3  x 200 cm) e s t  remplie de  Chromosorb W à 

5 p.  100 d e  s i l i c o n e  SE 30 e t  l a  chromatographie e s t  e f f ec tuée  à 185OC. 

Des étudeç complètes su r  l a  synthèse e t  l ' a n a l y s e  des 

dér ivés  2-méthylés du 2-desoxy-2-méthyl amino-D-glucose - e t  2-ga lac tose  ont  



Tableau IV 

Temps de rétention de quelques éthers méthyliques de la 

glucosamine et dè la galactosamine déterminés par rapport au méthyl N- 

acétyl-3,4,6-tri-o-méthyl-a-o-glucosaminide (KUHN, EGGE et L W H I N G E R )  - 
(280).  

Temps de rétention 

Méthyl N-acétyl-3,4,6-tri-O-méthyl-P-0-glucosaminide - - 

Méthyl N-acétyl-3,6-di-O-méthyl-4-0-acétyl-a-g-gluco- - - 

Méthyl N-acétyl-3,4,6-tri-0-méthyl-p-2-galactosaminide - 

tosaminide 



é t é  publ iées  en 1971 pa r  GORIN e t  FINLAYSON (281) e t  GORIN (282) .  Ces 

au teurs  chromatographient ces  é the r s  méthyliques préalablement trimé- 

t h y l s i l y l é s  s u r  colonne ( 0 , 3  x 100 cm) remplie  de Chromosorb W à 10 p.  

100 de néopentylglycolsebacate  (NPG Sb) à 140°C. Les temps de r é t en -  

t i o n  des é the r s  méthyliques de l a  glucosamine e t  de l a  galactosamine 

sont  donnés dans l e  t ab l eau  V (p.104).  

Dans une étude r écen te  GORIN e t  MAGUS (283) é tud ien t  

l e  comportement des d i f f é r e n t s  isomères méthylés de l a  N-méthyl-gluco- 

samine e t  galactosamine par  chromatographie en phase gazeuse des d é r i -  

vés t r i m é t h y l s i l y l é s  0.u a c é t y l é s ,  e t  des dé r ivés  r é d u i t s ,  t r imé thy l s i -  

l y l é s  ou a c é t y l é s .  Les tab leaux  V I  (p . l 0 5 )  e t  V I 1  (p . l o b )  donnent l e s  r é -  

s u l t a t s  obtenus par  c e s  au t eu r s  par  chromatographie de ces  dé r ivés  su r  

un c e r t a i n  nombre de phases l i q u i d e s .  

Au l a b o r a t o i r e  nous i d e n t i f i o n s  l e s  é t h e r s  méthyliques 

de l a  glucosamine par  chromatographie en phase gazeuse de l e u r s  d é r i -  

vés  t r i m é t h y l s i l y l é s  ou  de l e u r s  produi t s  de désamination oxydat ive.  

a  - Mode o p é r a t o i r e  

a - Chromatographie en phase gazeuse des dé r ivés  t r i m é t h y l s i l y l é s  des 

é the r s  mé'thyliques de  l a  glucosamine 

Les osamines méthyles l i b é r é s  par  hydrolyse ch lorhydr i -  

que du glycopept ide perméthylé e t  i s o l é s  par  é lec t rophorèse  p r é p a r a t i v s  

(p.138) sont  t r iméthylés  se lon  l e  procédé de SWEELEY -- e t  a l .  (284) 0 , l  

mg de l a  f r a c t i o n  "osamine" sont  dissous dans 100 pl de  pyr id ine  anhy- 

d r e  que l ' o n  addi t ionne  de 50 p l  d 'hexaméthyldis i lazane e t  de 50 de 

t r imé thy lch lo ros i l ane .  Le mélange e s t  a g i t é  t r è s  énergiquement pendant 

15 mn p u i s  séché sous courant  d ' a z o t e .  Le r é s i d u  e s t  r e p r i s  par  1 m l  

d 'heptane  e t  l a  s o l u t i o n  e s t  cen t r i fugée .  Le surnageant e s t  séché sous 

courant  d ' a z o t e .  Le r é s i d u  sec  e s t  r e p r i s  par  50 pl d'heptane e t  lyl 
de s o l u t i o n  e s t  soumis à l a  chromatographie en phase gazeuse dans l e s  

condi t ions  su ivantes  : Chromatographe muni d ' un  dé t ec t eu r  à i o n i s a t i o n  

de  flamme, colonne de  v e r r e  de 0 , 3  x 180 cm ; Chromosorb W AW HMDS 

("mesh" 100-120) contenant  3  p. 100 en poids de s i l i c o n e  OV 1 7  ; d é b i t  

du gaz vec teur  ( azo te )  20 ml/mn ; température du four  120°C, de l ' i n j e c -  



Temps de rétention des éthers méthyliquss de la glucusa- 

mine et de la galactosamine triméthylsilylés déterminés en minutes (Co.- 

lonne de Chromosorb W 2 iO p. 100 de néopentylglycol sébacate à 140°C) .  

( G O R I N  et FINLAYSON) (285)  et GORlN ( 2 8 6 ) .  

Dérives-2-méthylés 
du 2-desoxy-2-méthyl 

amino ---glucose - 

3 - mono 

4  - mono 

6 - mono 
3,4 -di. - 
3 , 6  - di - 

4 , 6  - di - 

3,4,6 - di -- 

Temps de rktention 

Pic majeur Pic mineur i 1  



TABLEAU VI 

Temps de rétention, déterminés en minutes,des éthers méthyliques du 2-desoxy-2-méthyl-amino-D-glucitol - et D-galactitol - - 
(GORIN et MAGUS) (287). 

- 

dérivés-û-méthylés - du N-méthyl-galactosdnitol 

1 Temps de Rétention 1 
dérivés triméthyl- 
silylés sur NPGSb 

à 140"~ 

dérivés triméthyl- 
silylés sur UC W-98 

à 160"~ 

dérivés acéty lés 
sur UC W-98 

à 210°c 

NPGSb : néopentyl glycol sébacate, UC W-98 : méthyl vinyl silicone. 
I 



fa! %3 
Li 



teur 200°C, du détecteur 210°C et c.olonne de verre de 0,3 x 180 cm ; Chromo- 

sorb W. DMCS ("mesh" 100-120) contenant 3 p. 100 en poids de silicone OV 

210 ; débit du gaz vecteur (azote) : 20 ml/mn ; température du four 105OC, 

de l'injecteur 200°C, du détecteur 210°C. 

p - Chromatographie en phase gazeuse des produits de la désamination oxy- 
', 

dative des éthers méthyliques de la glucosamine 

Les - O-méthylglucosamines obtenus par hydrolyse des glyco- 
peptides ou des oligosaccharides perméthylés sont soumises à la désamination 

oxydative par la ninhydrine selon le procédé de BYCHKUV et KOLESNIKOVA (289) ; 

les dérivés méthylés de la glucosamine (5 mg) en solution dans 0,5 ml d'eau 

et 0,5 ml de pyridine sont désaminés par 50 mg de ninhydrine,en tube scellé, 

par chauffage à 100°C pendant 30 mn. Après refroidissement la solution, 

décolorée par agitation énergique avec du charbon "de~olorizing~~, est passée 

sur une colonne de Silicagel (1,5 x 5 cm) et les méthyl-pentoses sont élués 

par le méthanol. L'éluat est ensuite évaporé à sec. Les méthyl-arabinoses 

sont réduits par le borohydrure de sodium (2 mg) pendant 18 h à la tempéra- 

ture du laboratoire. Après avoir éliminé les ions borate sous forme de bora- 

te de méthyle, par codistillation avec l'alcool méthylique (trois fois), les 

alditols obtenus sont acétylés par 1 ml du mélange pyridine anhydride acéti- 

que (1 : 1, en volumes) pendant 30 mn à 100°C. La solution est séchée sous 

courant d'azote et le résidu repris par le chloroforme est soumis à la chro- 

matographie en phase gazeuse dans les conditions suivantes : chromatographe 

muni d'un détecteur à ionisation de flamme ; colonne métallique (0,3 x 180 

cm) ; Chromosorb W ("mesh" 60-80) contenant 10 p. 100 de LAC-4R-886 ; débit 

du gaz vecteur (azote) : 50 ml/mn ; température du four 170°C, de l'injecteur 

200°C, du détecteur 210°C (WILLIAMS et JONES) (290). 

b - Résultats 
C( - Chromatographie en phase gazeuse des dérivés triméthylsilylés des éthers 
méthyliques de la glucosamine. 

A la suite de nombreux essais que nous avons effectués, les 

colonnes de Chromosorb W à 3 p. 100 de silicone OV 17 et 3 p. 100 de silicone 

OV 210, nous ont fourni les meilleures résolutions. L'examen de la figure 21 

(~.108) et du tableauVJI1(~.109) montre, en effet, que ces supports permettent 

d'identifier les éthers méthyliques précédents, à l'exception de la 3,4-di-9- 

méthyl-glucosamine, dont nous ne possedions pas le témoin de référence. 



Figure 21 

Chromatographie en phase gazeuse des dérivés triméthyl- 
silylés des éthers méthyliques de la glucosamine. 

A : Colonne de verre (0,3 x 180 cm) remplie de Chromosorb W AW HMDS ("meshl' 

100-120) à 3 p. 100 de silicone OV 17 ; temperature de la colonne 120°C ; 

débit du gaz vecteur (N ) : 20 ml/mn. 
2 

B : Colonne de verre (0,3 x 180 cm) remplie de Chromosorb W DMCS ("mesh" 

100-120) à 3 p. 100 de silicone OV 210 ; température de la colonne 1 0 5 ~ ~  

débit du gaz vecteur (N2) 20 ml/mn ; témoin interne : ~r~thritol 



Temps de r é t e n t i o n  des d 6 r i v 6 s  t r i m 6 t h y l s i l y l é s  des é t h e r s  

méthy l iques  de l a  glucosamine dé te rminés  p a r  r a p p o r r  à l ' é r y t h r i t o l .  

NATURE DES ETHERS METHY LIQUES TEMPS DE RETENTION 

OV 17 3 p .  YQO OV 2 1 0  3 p. 100 

3 - mono - 
4 - mono - 
6 - mono - 
3 , 6  - d l  - 
4,6 - d i  - 
3 , 4 , 6  - t r i  - 



Q -  Chromatographie en phase gazeuse des produits de la désamination 
oxydative des éthers méthyliques de la glucosamine 

Les résultats que nous avons obtenus sont illustrés dans 

la figure 22(~. 111) et le tableau IX (p. 112). Nous constatons que ce type . 
de chromatographie permet d'identifier tous les éthers méthyliques des dé- 

rivés acétylés de l'arabinitol, donc de la glucosamine. Sur ce diagramme 

manque le. 2,5-di-2-méthyl-1,3,4 -tri--acétyl-arabinitol correspondant à 

la 3,6-di-0-méthyl-glucosamine. - Cet éther méthylique a été synthétisé plus 

tard à partir de la 3,6-di-0-méthylglucosamine - isolé de la N-acétyHacto- 

samine perméthylée. 

c - Discussion 
La chromatographie en phase gazeuse des éthers méthyliques 

de la glucosamine sous la forme de leurs dérivés triméthylsilylés présente 

de nombreux avantages : 

- Elle est très rapide, la triméthylsilylation et la chro- 
matographie pouvan; s'effectuer en deux heures. 

- Elle réclame peu de produits puisque nous pouvons iden- 
tifier 5 à 10 mg d'osamine méthylé. 

11 faut signaler cependant qu'il est indispensable d'éli- 

miner les monosaccharides neutres méthylés présents avec les méthyl-osamines 

dans les hydrolysats de glycopeptides perméthylés. En effet, les oses neutres 

méthylés interférent avec les osamines méthylés. L'électrophorèse préparati- 

ve (voir p.138) de l'hydrolysat du glycopeptide ou de l'oligosaccharide per- 

met d'obtenir les osamines méthylés débarrasséesdes monosaccharides neutres 

méthylés . 
Nous avons abandonné la deuxième méthode (chromatographie 

en phase gazeuse des produits de désamination oxydative des méthyl-glucosa- 

mines) car cette technique réclame trop de produits (de l'ordre de 2 à 5 mg) 

et est très longue. Cependant elle nous a rendu d'excellents services pour 

identifier les éthers méthyliques de la glucosamine avant que nous possé- 

dions les produits de référence. 

Nous adressons nos vifs remerciements au Professeur J.K.N. 

JONES qui nous a fourni les témoins méthylés de l'arabinitol. 



Figure 22 

Chromatographie en phase gazeuse des dérivés acétyles des 
méthyl-arabinitols. Colonne de verre (0,3 x 180 cm) remplie de Chromosorb 

W ("mesh" 60-80) à 10 p. 100 de LAC-4R-886 ; température de la colonne: 170°C ; 

débit du gaz vecteur ( ~ 2 )  50 ml/mn . 
=. 



TABLEAU IX 

Temps de rétention des dérivés acétylés des méthyl- 

arabinitols déterminés par rapport au 2,3,4-tri-0-méthyl - 1,5-di-0- - 
acétyl-arabinitol. 

* 

Dérivés acétylés 

de 1' arabinitol 

2,3,5 - tri- 
2,3,4 - tri- 
2,5 - di- 
3,5 - di - 
2,3 - di- 
5 - mono- 
2 - mono- 
3 - mono- 

L 

Méthyl-glucosamines 

correspondantes 

3,4,6 - tri - 

3,6 - di- 
4,6 - di - 
3,4 - di - 
6 - 
3 - 
4 - 

Temps de rétention 

O, 76 

1 

1,21 

1,48 

1,95 

2,45 

3,58 

3,76 

b 

+ 



2 - Chromatographie e e u c h e  mince 
La technique de chromatographie d'adsorption en couche 

mince ne permet pas de séparer les 7 isomeres des dérivés méthylés de 

la glucosamine. 

a - Mode operatoire 
Les chromatoplaques ( 4  x 9 cm) sont préparées en éta- 

lant une suspension de 30 g de Silicagel G (MERCK) dans 60 ml d'eau dis- 

tillée. Le solvant est éliminé par chauffage à 130°C pendant 5 h. 

Nous avons utilisé comme systèmes solvants ceux de HAY, 

LEWIS et SMITH (291). 

- ~enzène/éthanol/eau/acide acétique (200 : 47 : 15 : 1) 

- ~enzène /éthanol /ea.u/solution aqueuse d'ammoniaque à 

0,55p. 100 (200: 47 : 15 : 1). 

La chromatographie est arrêtée lorsque le front du sol- 

vant arrive au sommet de la plaque. 
Après élimination du solvant, on pulvérise sur la plaque une 

solution d'acide sulfurique à 5 p. 100. Les composés organiques apparaissent 

sous forme de taches marrons,grises ou noires, après un chauffage de quelques 

minutes sur une plaque c:hauffante. 

b - Discussions 
Cette technique ne peut être comparée a la chromatographie 

en phase gazeuse ou à la chramatographie sur colonnes de résine échangeuse 

de cations que nous exposerons dans un instant. Elle peut, cependant, don- 

ner des renseignements sur le d6gré de substitution de lqosamine méthylé, 

la perméthyl-glucosamine ayant le Rf le plus élevé, les dérivés di- et mono- 

méthylés occupant des positions intermédiaires. 

3 - Chromatograme sur papier 
Après hydrolyse chlorhydrique, les éthers méthyliques de la 

glucosamine possédent un groupement ehlorhydrate d'amine ; ils peuvent être 

directement sournis à une chromatographie sur papier, ou être N-.acétylés par 

la méthode de ROSEMAN (292) puis soumis 2 la chrcimatographie sur papier. 

a -'Made opératoire 

Laes éthers rn6thyliques de la glucosamine sorit analysés par 



chromatographie descendante sur papier Whatman nOl en utilisant le sys- 

tème solvant de PARTRIDGE (293) : n-butanol/acide acétiqueleau : (4 : 1 : 5) 

La révélation des osamines méthylées peut être effectuée 

par le réactif à l'oxalate d'aniline de PARTRIDGE (2941, par le réactif à 

la ninhydrine et par la réaction de ELSON et MORGAN en utilisant 

le réactif de PARTRIDGE (295) : pulvérisation d'une solution alcali- 

ne d'acétyl acétone (obtenue en mélangeant 1,5 ml d'acétylacétone et 50 

ml d'une solution aqueuse de carbonate de sodium cristallisé (17 g p. 

100 ml), séchage 3 105'6, pendant 5 mn, puis pulvérisation d'un réactif 

de EHRLICH (obtenu en dissolvant 1 g de p-diméthylamino-benzaldehyde dans 

240 ml d'un mélange de n-butanol, d'éthanol et dsacide chlorhydrique con- 

centré dans les proportions (6 : 1 : 1) et enfin séchage à 90°C pendant 

5 à 10 m. Les osamines apparaissent sous forme de taches violacé-mauve. 

b - Résultats et discussions 
Nous donnons dans le tableau X (p. 115) les Rf des éthers 

méthyliques du chlorhydrate de glucosamine. C m e  nous pouvons le consta- 

ter, cette technique n'est pas satisfaisante. En effet, nous arrivons à sé- 

parer ces éthers selon leur degré de substitution, mais les mono-g-méthyl- 

éthers se chevauchent ainsi que les dérivés di-0-méthyl6s. - GORIN et FINLAY- 

SON (296) sont arrivés la même conclusion par chromatographie sur papier 

dans le système solvant alcool butylique/éthanol/pyridine/eau. 

4 - Chromatographie sur colonne de résine échangeuse de cations 
a - Principe 
Les osamines, après hydrolyse chlorhydrique des produits de 

méthylation,possèdent une fonction aminée libre. Elles sont donc suscepti- 

bles d'être fixées et éluées sur un échangeur de cations. La position et le 

nombre des groupements méthylés modifient l'affinité de chacune de ces osa- 

mines méthylées vis-3-vis de la résine. 

b - Mode opératoire 
Nous avons utilis6 la technique mise au point au laboratoi- 

re par MONSIGNY (2971,  Les osamines méthylées sont séparées en utilisant un 

gradient de force ionique. 



Rf des éthers méthyliques de l a  glucosamine en chroma- 

tographie sur papier Whatman no 1 dans l e  système solvant de PARTRIDGE. 

E thers 2-méthy l é s  

de l a  glucosamine 

4 - mono - 

6 - mono - 

4,6 - d i  - 
3,6 - d i -  

3,4,6 - t r i  - 
b 

R f 

0,26 

0,26 

0,40 

0,40 

O, 53 



Les colonnes (0,6 x 130 cm ou 0,6 x 65 cm) utilisées, 

fournies par la firme Technicon,sont remplies de 'lChromobeads A" ou de 

"Chromobeads B". 

Les osamines méthylées libérées par hydrolyse chlorhy- 

drique dans les conditions décrites précédemment (p. 9 2 )  peuvent atre a- 

nalysées directement à partir de llhydrolysat ou après électrophorèse. 

A la solution aqueuse C0,5 ml) d'osamines méthylées on ajoute 0,l ml 

d'acide chlorhydrique 0,5 N et 0,4 ml de glycérol. Ge mode opératoire fa- 

cilite le dépot de l'hydrolysat à la surface de la résine. 

L'élution est réalisée par le passage d'un gradient (P- 

O S A - ~ ~ )  de force ionique dont la composition est précisée dans le tableau 

XI (p.117). 

L'éluat est analysé, en continu, par deux colorations dif- 

férentes avec d'une part, un réactif la ninhydrine et d'autre part, un 

réactif de ELSON-MORGAN modifié (voir appendice technique). Le réactif de 

ELSON-MORGAN a l'avantage d'être spécifique des osamines. Le réactif à la 

ninhydrine révèle les acides aminés qui peuvent se trouver dans le milieu. 

c - Résultats 
Cette méthode de chromatographie qui est illustrée dans 

la figure 23(p.118) permet l'identification de tous les dérivés méthylés 

de la glucosamine à l'exception de la 3-mono et de la 3-6-di-2-méthyl-glu- 

cosamine. L'élution est complète en 4 h avec une bonne reproductivité.. 

d - Discussions 
L'application de la chromatographie d'échange d'ions à la 

sépaiation des méthyl-osamines présente l'avantage d'utiliser les produits 

d'hydrolyse sans transformation préalable, contrairement à l'analyse par chro- 

matographie de phase gazeuse. Le double repérage ELSON-MORGAN ninhydrine 

permet d'éviter l'interférence des acides aminés ou des peptides présents 

dans les hydrolysats des glycopeptides perméthylés. Cependant, le dépôt di- 

rect des hydrolysats en haut de colonne encrasse assez rapidement les ré- 

sines qui doivent être régénérées après chaque analyse. Enfin, cette méthode 

est moins sensible que la chromatographie en phase gazeuse. 

Une étude critique de cette méthode de chromatographie sur 

résine échangeuse de cations a été effectuée par DELMOTTE (298) qui a pu cons- 



TABLEAU XI 

Composition du gradient P-OSA-15 permettant la séparation 

des isom&res méthylés de la glucosamine (colonne de 0,6 x 65 cm) (%) 

( Si l'on utilise une colonne de 0,6 x 130 cm, on introduit dans cha- 

que compartiment des quantités de solution doubles de celles indiquées 

dan. le présent tableau. 

# )@ Composition du tampon de pl3 2,875 := Citrate trisodique 0,2 M ajus- 

té à pH 2,875 avec de lsacide chlorhydrique. 

irc;$k?k) Solution B 35 g de NaCl dans 100 ml d'eau distilltse. 



- 
Elson-Morgan 

Figure 23 

Chromatographie 3 l'Auto-analyseur Technicon des 

éthers méthyliques de la glucosamine. Les chiffres précisent les 

positions des groupes méthoxy ; A : densité optique. 



tater que les dérivés N-méthylés ont un temps de rétention légeretnent plus 

faible que leurs homologues non substitués sur l'azote et que ces dérivés 

donnent une réaction positive & la ninhydrine, ainsi qu'au réactif de EL- 

SON-MORGAN modifié. Nous avons pu cox.ifirmer nous-même cette dernière remar- 

que (nos asamines étant N-méthylées) qui est en accord avec les résultats 

de ITO et al. (299). 

D'autres méthodes de chromatographie sur résine échangeuse 

de cations ont été publiées. Ainsi, ADAMS et aL(300) séparent tous les dérivés 

méthylés de la glucosamine en utilisant un tampon citrate de sodium de pH 

3,10 pour stabiliser la résine (citrate trisodique : 58,84 g ; solution 2 

M de NaCl : 100 ml ; solution de Brij 35 (100 g dans 300 ml) : 40 ml ; 

HCl 6 N pour obtenir un pH de 3,10 et un tampon analogue mais ajusté 8 pH 

4,40 pour llélution. GORIN et FINLAYSON (301) sur un analyseur d'amino-acide 

SPINCO, séparent d'une manière très satisfaisante les éthers méthyliques de 

la glucosamine. Les conditions expérimentales da chromatographie sont les 

suivantes : colonne (57 x 0,9 cm) chauffee a 55'C, Blution par un tampon ci- 

trate 0,2 pli de pH 3,28 pendant 135 mn puis par un tampon citrate de pH 4,25 

B un débit de 65 mljh. Les resultats obtenus par ces auteurs sont rassem- 

bles dans le tableau xiI(p ,120 1. 

B - METHODES D'ANALYSE DES ETHERS METHYLIQUES DES MONOSACCHARIDES NEUTRES 
La chromatographie sur papier et en couche mince et la 

chromatographie en phase gazeuse ont été appliquées a l'identification et 
au dosage des dérivés méthyles des monosaccharides libres ou méthylglycosi- 

lés. 

1 - Chromatographie sur papier 
La chromatographie sur papier des Bthers méthyliques des 

monosaccharides neutres est très largement utilisée, le nombre de systemes 

solvants publié jusqu18 ce jour en témoigne. Nous reportons dans le tableau 

XIII (p .121) les principaux solvants de chromatographie des monosaccharides 

neutres méthylés. Parmi tous ces solvants, celui de HIRST et JONES (302) 

butanol/éthanol/eau (5 : 1 : 4) est de beaucoup le plus satisfaisant et 

le plus pratique pour rCaliser une séparation d'un mélange complexe de mo- 



Temps de r é t e n t i o n  des é t h e r s  méthyliques de l a  gluco- 

samine determinés par  rappor t  à l a  phénylalanine pa r  chromatographie sur 

r é s i n e  échangeuse de ca t ions  (GORIN e t  FINLAYSON) (303,). 

du 2-désoxy-2-méthyl Temps de r é t e n t i o n  

amino-o-glucose 

3 - mono - 
4 - mono- 

6 - mono - 

.3,4,6 - t r i -  



TABLEAU XII1 

Systèmes solvants utilisés pour la chromatographie sur 
papier des dérivés méthylés des monosaccharides. 

Systèmes solvants 

n-BOH saturé d'eau 
HOUGH et al. (305) 
HIRST et JONES 

n-BOH /E to~/eau (40 : 11 
ASPINALL et al. 

n-BOH/E t~~/Am~H/eau 

Benz /ACE th/E t ~ ~ / e a u  

n-octane/~so~~~/sol. aq. 
tétra méthyléthers 

Iso octai1e/1so~0~/sol. a 

n-BOH = n-butanol ; EtOH = éthanol; AmOH = solution aqueuse d'ammoniaque ; ($;?*ai 
1 1 i i . i  I 

Pyr = pyridine ; Benz = benzéne ; AcEth * acétate d'éthyle ; MEC = méthyl-éthyÉ*-/ 

cétone ; AcCOOH = acide acétique ; IsoPOH = isopropanol. 

W1 ; W2 : papiers Whatman no 1 et 2 ; D = chromatographie descendante ; A = chro- 

matographie ascendante, 

- (W) Le papier est traité par trempage dans une solution aqueuse de chlorure 
d'ammonium à 2 p. 100 - )JC) Le papier est imprégné d'un mélange ta l,u&ne /dimèthylsulfoxyde ( 5  : 1, V/V) 



nosaccharides méthylés. Tous les solvants à base de butanol et d'éthanol 

dans des proportions variables permettent d'obtenir une séparation en grou- 

pes des isomères mono3di- 1 tri- et tétra-2-méthylés d'un monosaccharide. 

Cette technique de chromatographie nous permettra de simplifier l'identifi- 

cation des éthers méthyliques des monosaccharides neutres obtenus par hy- 

drolyse d'un glycopeptide pennéthylé (voir p .138). 

Les systèmes solvants à base d'octane de FETEK et DONG 

(322) nous ont également donné de tr&s bonnes résolutions en ce qui concer- 

ne les dérivés perméthylés et des séparations moins nettes des dérivés tri- 

méthylés . 
a - Mode opératoire 
Les hydrolysats de glycopeptides ou d'oligosaccharides per- 

méthylés préalablement purifiés par passage sur des colonnes d'échangeur de 
+ cations (Dowex 50 x 8 ; "mesh" 25-50 ; H )puis d'anions (~uolite A 102 D ; 

"mesh" 25-50 ; HC02- ) sont chromatographiés sur papier Whatman no 1. 

Les systèmes solvants utilisés sont : 

- Système-solvant de HIRST et JONES (323) : n-butano11 étha- 
n o l / ~ ~ ~  : (5 : 1 : 4) pendant 26 h. 

- Systèmes-solvants de PETEK et DONG (324) : n-octane/ 
iso-propanol/solution aqueuse d'ammoniaque à 10 p. 100 (50 : 25 : 2)et iso- 

octane/isopropanol/solution aqueuse d'ammoniaque à 10 p. 100 (65:25:2) pendant 

10h. 
Pour réaliser.la chromatographie les feuilles de papier 

Whatman no 1 sont préalablement imprégnées par passage rapide dans une solu- 

tion aqueuse de chlorure d'ammonium à 2 g p. 100 ml (p  : v). 

Les chromatogrammes sur papier sont révélés par pulvérisa- 

tion B l'aide des réactifs suivants : 

- Réactif à l'oxalate d'aniline de PARTRIDGE (325) obtenu 

en mélangea.nt 2 vol. d'une solution éthanolique d'aniline à 2 p. 100 (v : v) 

à 3 vol. d'une solution aqueuse d'acide oxalique à 25 p. 1000 (p : v). Les 

éthers méthyliques apparaissent sous forme de taches marrons allant jusqu'au 

rouge pour les isomères méthylés en 4 (HOUGH, JONES et WADMAN) (326) après 

un chauffage de 10 mn à llO°C. 



- Réactif au chlorure de triphényltétrazolium de 
WALLENFELS (327) obtenu en mélangeant 1 vol. d'une solution aqueuse de 

chlorure de triphényltétrazolium à 2 g p. 100 ml (p:v) à 1 vol. de NaOH 

1 N. Les éthers méthyliques dont l'hydroxyle en 2 est libre apparaissent 

en rouge par chauffage dans une étuve saturée en vapeur d'eau. 

- Réactif à la diméthyl-aniline de HOUGH, JONES et WAD- 

MAN (328) obtenu en mélangeant 2 ml de diméthyl-aniline à 100 ml d'une 

solution à 5 p. 100 (p.v.) d'acide trichloracétique dans l'acide acéti- 

que glacial. Les éthers méthyliques,dont l'hydroxyle en 4 est libre,don- 

nent une coloration mauve violacé sur fond vert pâle par chauffage à 

l'étuve à llO°C pendant 10 mn. 

b - Résultats 
La figure 24(p.124) rassemble les résultats de la chro- 

matographie sur papier des éthers méthyliques du mannose dans le système 

solvant de HIRST et JONES (329) : M butanol/éthanol/eau (5:1:4). Nous 

constatons que ce système solvant sépare en groupes les isomères mono-, 

d i - ,  tri- et tétra-2-méthylés de ce monosaccharide 

Par contre, dans le système solvant de PETEK et DONG 

(330) les éthers perméthyliques du fucose, galactose, glucose et mannose 

se séparent très nettement (Fig. 25 ; p. 125). 

c - Discussion 
La chromatographie de partage sur papier permet l'analyse 

des éthers méthyliques des monosaccharides neutres sans modification préa- 

lable. Son pouvoir séparateur est trop faible pour individualiser les 15 

isomères méthylés des monosaccharides (galactose et mannose) couramment 

rencontrés dans les glycopeptides. Le problème est en fait plus compliqué, 

car les deux monosaccharides précédemment cités se trouvent en mélange 

dans les hydrolysats de glycopeptides perméthylés. Nous pouvons cependant 

retenir deux applications de cette technique. 

- La chromatographie sur papier dans un solvant à base de 

n-butanol/éthanol/eau permet d'obtenir une séparation en groupes des isomè- 

res di-, tri- et tétraméthylés. Nous mettrons à profit cette propriété pour 

simplifier l'étude d'un mélange complexe en réalisant une chromatographie 

préparative sur papier ; l'élution des zones correspondantes permettra de 



Figure 24 

Chromatographie des éthers méthyliques du 

mannose sur papier Whatman n o  1 dans le système solvant de HIRST et 

JONES (331) : n-butanol/éthanol/eau 5 : 1 : 4. Durée de la chromato- 

graphie : 26 h ; révélation par le réactif à l'oxalate d'aniline de 

PARTRIDGE ( 33 2) . 



Figure 25 

Chromatographie sur papier des dérivés perméthylés du 

fucose, galactose, glucose et mannose, Papier Whatman no 1 imprégné de 

chlorure d'ammonium ; système solvant de PETEK et DONG (333)  : n-octane/ 

isopropanol/solutio~ aqueuse d'ammoniaque à 10 p. 100 (50 :  25 : 2) ; duree 

de la chromatographie 10 h ; révélation par le réactif à l'oxalate d'ani- 

line. 



recueillir les groupes de monosaccharides par degré de substitution dont 

la séparation sera réalisée par chromatographie en phase gazeuse (voir p.138). 

- La chromatographie sur papier associée à une série de 

révélations colorées spécifiques : coloration rouge par l'oxalate d'anili- 

ne des isomères méthylés en 4 (HOUGH, JONES et WADMAN) (3341, coloration 

mauve violacé par la diméthyl-aniline des dérivés dont l'hydroxyle en 4 

est libre (HOUGH et a1.)(335). révélation spécifique par le chlorure de 

triphényl tétrazolium (WALLENFELS) (336) des isomères dont l'hydroxyle 

en 2 est libre, peut fournir d'excellents renseignements sur la nature du 

dérivé méthylé étudié. 

Enfin, nous voudrions rappeler les très bons résultats 

que fournit la chromatographie sur papier dans les systèmes solvantsde 

PETEK et DONG (337). 

2 - Chromatographie en couche mince 
Comme dans le cas de la chromatographie sur papier, la 

chromatographie d'adsorption sur couche mince des monosaccharides neutres 

méthylés a un pouvoir résolutif très limité. Elle peut renseigner sur le 

degré de substitution du monosaccharide méthylé, ce type de chromatogra- 

phie permettant d'obtenir une séparation en classe de dérivés mono-, di-, 

tri- et tétra-0-méthyles. - 
a - Mode opératoire --- 

Les conditions opératoires sont décrites plus haut (voir 

p. 50). Le support est le Silicagel G (MERCK). Les systèmes solvantssont 

ceux de HAY, LEWIS et SMITH (3381, ou le système solvant chloroforme/mé- 

thanol (9 : 1). La révélation se fait par pulvérisation d'acide sulfurique 

à 5 p. 100. 

b - Résultats et discussion 
Nous utilisons cette technique de chromatographie pour sui- 

vre la méthylation des monosaccharides neutres (méthyl-mannoside et méthyl- 

galactoside) afin de déterminer les conditions optimales de synthèse des 

éthers perméthyliques ou des dérivés moins substitués que nous fractionnons 

par chromatographie préparative en phase gazeuse (voir p. 157). En effet, 



cette méthode est très rapide (15 mn sur petite plaque de 4 x 9 cm) et 

nécessite peu de produits. Elle s'adapte donc très bien pour le contrôle 

d'une réaction. 

3 - Chromatographie en phase gazeuse 
La première application de la chromatographie en phase 

gazeuse aux dérivés des sucres a été publiée en 1958 par Mc INNES et al. 

(339) qui reportent la séparation des méthyl-glycosides des perméthyl- 

xylose, arabinose, glucose, mannose et galactose sur une colonne dlApie- 

zon M sur celite 545. Deux ans plus tard, KIRCHER (340) sépare les anomères 

O( et des dérivés perméthylés des méthyl-xyloside, glucoside et mannoside. 

OVODOV et EVTUSHENKO (341) étudient la séparation de polyols perméthylés 

kabinitol, rhamnitol, mannitol et galactitol) à l'aide de trois phases li- 

quides ; une phase polaire : l'ester adipique du polyéthyléne glycol et 
deux phases apolaires : l'apiézon M et L et une phase mixte constituée par 

un mélange d'apiezon L et de cellulose méthylé. Ce mélange de phase liquide 

leur donne une excellente séparation des polyols perméthylés. 

Les monosaccharides partiellement méthylés peuvent être 

lgalement étudiés par chromatographie en phase gazeuse. Les premières étu- 

des systèmatiques ont été effectuées par BISHOP (342) et KIRCHER (343) sur 

les dérivés triméthylés du glucose, ces auteurs séparent les quatre éthers 

triméthyliques sur colonne de polyester succénique du butane -l,4-diol. 

KUIN et BARTER (344) étudient les effets de la température et de différentes 

phases liquides et concluent que les séparations des méthyl-glucosides sont 

meilleures avec des colonnes de faible pourcentage en phase liquide et à de 

basses températures. 

La présence dans les dérivés partiellement méthylés de 

fonctions hydroxyles libres fait croftre les temps de rétention de ces déri- 

vés et ce problème s'accentue lorsque l'on s'adresse aux dérivés monométhylés. 

Des résultats intéressants sont obtenus en mélangeant des phases liquides de 

propriétés différentes tels des mélanges effectués avec des hydrocarbures 

(Apiezon L) ou des polymères siliconés (SE 30, SE 52) de masse moléculaire 

élevée, stables à haute température qui fournissent de bonnes séparations des 

dérivés les moins volatils des sucres et des polyesters (tel le polyester suc- 

cinique du butane -1,4-diol) qui donnent de bons résultats pour les dérivés 

perméthylés et triméthylés. Cette technique a permis à JONES et PERRY (345) 

de séparer un très grand nombre de méthyl-glycosides. Ce problème apporté par 



les hydroxyles libres peut être également résolu en bloquant ces derniers 

par des groiipements acétylés (WILLIAMS et JONES) (346) ou des groupements 

triméthylsilylés (FUJINAGA-ISEMURA et al.) (3471, (LEE et BALLOU) (3481 ,  

LLOYD et al. (3491, LOEWUS (3501, STEWART et al. (351). Cette dernière 

technique, qui consiste à triméthylsilyler les fonctions hydroxyles libres 

du dérivé partiellement méthylé, est extrêmement intéressante à deux points 

de vue : d'une part, elle diminue les temps de rétention de ces dérivés et 

d'autre part, la sensibilité des éthers obtenus est accrue. En outre, la 

préparation de ces dérivés est très rapide. 

La compléxité des diagrammes peut être diminuée en rédui- 

sant la fonction hémiacétalique des monosaccharides méthylés et en analy- 

sant ainsi les glycitois correspondants.C'est ainsi que BISHOP et COOPER 

(352) analysent les mono-g-méthyl-hexoses sous la forme de leurs produits 

de réduction et de peracétylation. Cette technique a été étendue à l'ana- 

lyse des dérivés di- et tri-0-méthylés - (de BELDER et NORRMAN) (353) (HEL- 

JJ3RQVIST et al.) (354) (3551, (LANCE et JONES) (3561, (REES et RICHARDSON) 

(357), REES et SAMUEL) (3581, (WILLIAMS et JONES) (359). 

L'identification des dérivés méthylés peut être réalisée 

par chromatographie en phase gazeuse couplée à un spectrographe de masse. 

Nous discuterons cette technique dans le prochain chapitre. 

Dans le tableau m(p.129) nous indiquons les principales 

phases liquides qui permettent la résolution des éthers mgthyliques des mo- 

nosaccharides par chromatographie en phase gazeuse. 

NOUS avons, en ce qui nous concerne, abordé le problème 

de l'identification des monosaccharides neutres méthylés par chromatogra- 

phie en phase gazeuse qui permettrait une séparation convenable du mélange 

des dérivés méthylés du fucose, galactose et mannose. Ces monosaccharides 

entrent en effet dans la composition des glycannes de la plupart des gly- 

coproteines que nous étudions au laboratoire. 

a - Mode opératoire 

Cette première étude avait pour but de mettre au point une 

méthode d'identification rapide de ces quatre éthers perméthyliques. En effet, 

comme nous le verrons dans le paragraphe suivant (voir p.142) nous caracté- 

risons les monosaccharides partiellement méthylés non pas par identification 



TABLEAU XIV 

Phases liquides utilisées pour la chromatographie en 
phase gazeuse des dérivés méthylés des monosaccharides 

PEGA : ester adipique du polyéthylène glycol; B.D.S.P. : polyester succinique du 
butane-1,4-diol; LAC-4R-886 : polyester succinique de l'éthylène glycol; p"l 

SE-30 : méthyl silicone; NPGS : ester succinique du néopentyl glycol ; 
QF-1 : trifluoro propyl-méthyl silicone; SE-52 : méthyl-phenyl silicone; 

( s;,:; ;4 
-.. _-. 

ECNSS-M : Copolymène de l'ester succinique du polyéthylène glycol et de nitrile . - .  

A 

Phases liquides 

Apiezbn M 

Hydroxye thyl cellu- 
lose méthylé 
30p. 100 

Apiezun L 20p.100 

PEGA I5p. IO0 

Apiezon L IOp.100 

Cellulose méthylé 
IOp. IO0 

B.D.S.P. 20p.100 

B.D.S.P. 20p.100 

LAC-4R-886 5p.100 

LAC-4R-886 I5p. IO0 

Apiezon M 20p.100 

SE 30 5p.100 

NPGS 2 p. IO0 

QF-1 1,3p.I00 

Polyphenyl éther 
IOp. IO0 

B.D.S.P. 15p.100 

Carbowax 20 M 
IOp. IO0 

SE52 3 p. IO0 

NPGS 20p.100 

ECNSS-M 3p.100 

Supports 

Celite 545 

Chromosorb 

Celite 545 

Chromosorb W 

Celite 545 

Celite 545 

Brique 

Chromosorb W 
wmesh,f 100- 

120 

Chromosorb W 

Celite 

Celite 

Aeropak 30 

Chromosorb W. 
"mesh"80-100 

Gaschrom 4900 

Gaschrom Q 
11 meshll 
100-120 

Conditions 
de la 

chromatographie 

OY7x240cm 170°C 
130 ml/mn (He) 

I80cm 190°C 
34 ml/mn (He) 

180°C 

152"~ 

138°C 

150°C 60ml/mn 
Argon 

300 cm.200"~ 
77ml/mn (He) 

0,5xI20cm 

1500C - 2000C 
50 à IO0 rnl/mn 

(He) 

0,3x300cm 180°C 
70 ml/mn 

140"~ 

130°C 

185 "C 
O, 3x180 

cm 

160°C 

0,3xI50cm 
20-30ml/mn 

0,3xI50cm 
60f1150°C (N2)  

460cm 180°C 

0,3~300cm 192°C 
45 ml/m (Na) 

I 

Applications 

Ethers per- 
méthyliques 

11 11 

1 Polyols per- méthylés 

Ethers tri- 
méthylés 

I t I 1 

1 Ethers méthy- lés et 
acétylés 

Ethers méthy- 
lés et 
silylés 

) :: 11 

11 

1 

II II 

/ 

I t 11 

I t 11 

II 11 

" 11 

Glyci tols 

méthylés et 
acétylés 
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de leur produit de déméthylation, mais de leur dérivé de perméthylation. 

Les éthers perméthylés du fucose, galactose et mannose synthétisés selon 

le mode opératoire décrit page 80 sont chromatographiés dans les condi- 

tions expérimentales suivantes : 

- Colonne de verre (0,3 x 180 cm) remplie de Chromosorb W ("mesh" 100- 
120) contenant 10 p. 100 de Csrbowax 6000 ; température de la colonne : 

130°C, de l'injecteur;200°C, du détecteur : 210°C; débit du gaz vecteur 

(azote) : 25 mllmn. 

- Colonne de verre (0,3 x 180 cm) remplie de Chromosorb W L ~ W  DMCS (* ) 

("mesh 60-80") contenant 5 p. 100 de polyester succinique du butane -1,4- 

di01 ; température de la colonnerl40"C ; de l'injecteur : 200°C ; du dé- 

tecteur : 210°C ; débit du gaz vecteur (azote) : 20 ml/mn. 

2 " )  - Séparation ----  de2 &5zixés ~ogoz,~i=,-txiZ gt-t~tyalOZmPt~~é~ ~u-DIggl~cl 

Les éthers méthylés du 2-galactose - et duo-mannose sont - 
résolus par chromatographie gazeuse dans les conditions expérimentales 

suivantes : 

Colonne de verre (0,3 x 300 cm) remplie de Chromosorb W 

AW HMDS ( #$ ) ("mesh" 60-80) contenant 3 p. 100 de Carbowax 6000 ; tempé- 
rature de la colonne : 170°C ; de l'injecteur : 200°C; du détecteur : 210°C ; 

débit du gaz vecteur (azote) : 30 ml/mn. 

b - Résultats 

1") - Sépa;atign-des-d<r~v<s~e~éthyl~s-dz - - L-fuze, g-galact-g gt-Drman_ 

n ose - 
A la suite de nombreux essais que nous avons effectués, le 

Chromosorb W à 10 p. 100 de Carbowax 6000 et le Chromosorb W AW DMCS à 5 p. 

100 de polyester succinique du butane -1,4-di01 nous ont fourni les meilleures 

résolutionsdes méthyl-pennéthyl-L-fucoside, - Q-galactoside - et g-mannoside. - - 
L'examen de la figure 26 (p.131) et du tableau XV(p.132) montre, en effet, 

que ces supports permettent d'identifier les éthers méthyliques précédents. 

(31( > Le chromosorb W est préalablement lavé à l'acide et désactivé soit par 

chauffage à reflux dans le diméthylchlorosilane (DMCS) ou l'héxaméthyldisila- 

sane ( HMDS) (voir appendice technique) 



Figure 26 

Chromatographie en phase gazeuse des dérivés perméthylés des méthyl-L-fucoside, - - 
D-galactoside et D-mannoside . (A) : colonne de Chromosorb W ("mesh" 100-120) = = 
à IOp. IO0 de Carbowax 6000; température de la colonne : 120'~; débit du gaz 

vecteur (NZ) : 25 mljmn. 

(B) : colonne de Chromosorb W AW DMCS ("mesh" 

60-80) à 5p.100 de polyester succinique du butane-1,4-diol; température de la 

colonne : 140'~; débit du gaz vecteur (N2) : 20ml/mn. 



TABLEAU XV 

Temps de rétention des dérivés perméthylés des méthyl-L-fucoside, D- 
- - - - 

galactoside et D-mannoside déterminés par rapport au méthyl-2,3,4,6- - - 
tétra-0-méthyld(-D-mannoside. - - - 

Nature des composés 

méthyl-2,3 $4-tri-O-méthyl-d,f-~- - - - 
fucoside 

méthyl-2,3,4,6-tétra-O-méthylq-D- - - - 
mannoside 

méthyl-2,3,4 ,6-tétra-0-méthyl-f-~- - - - 
mannos ide 

méthyl-2,3,4 $ 6 - t é t r a - O - m é t h y l ~ , ~ - ~ -  - - - 
galactoside 

Temps de rétention 

Carbowax 6000 

0,44 

1 

I,38 

I,24 

B.D.S.P. 

0,42 

1 

I,4I 

I,23 

- 



2")  S é p a r a t i o n  des  d é r i v é s  m o n o - , d i - , t r i -  e t  t é t ra -0 -méthy lés  du D-galactose  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - _ -_ -_____  - 

Les r é s u l t a t s  concernant  l a  s é p a r a t i o n  des  é t h e r s  méihy l i -  

ques  des  monosaccharides précédemment c i t é s  s o n t  rassemblés  dans l a  f i g u r e  27 

(p  .134)  e t  l e  t a b l e a u  X V I  (p . 1 3 5 ) .  

Nous c o n s t a t o n s  q u ' e n  c e  q u i  concerne l a  s é p a r a t i o n  des  

é t h e r s  méthy l iques  du rnannose, l a  Chrornosorb W AW HMDS à 3 p .  100 de  Carbowax 

6000 nous a  f o u r n i  l a  m e i l l e u r e  r é s o l u t i o n  des  d é r i v é s  d i - , t r i -  e t  t é t r a - 2 -  

méthy lés  du méthyl-a-D-mannoside, - à l ' e x c e p t i o n  des  2 , 3 , 4 - e t  3 ,4 ,6- t r i -O-méthyl-  - - 
d é r i v e s  dont  l e s  temps de r é t e n t i o n  s o n t  absolument i d e n t i q u e s .  T o u t e f o i s ,  

comme l e  démontre l a  f i g u r e  28 (p .136)  e t  l e  t a b l e a u  X V ï I  (p.137), c e s  deux é t h e r s  

peuvent  ê t r e  i d e n t i f i é s  sous  l a  forme de  l e u r s  d é r i v é s  t r i m é t h y l s i l y l é s  p a r  

chromatographie  en phase  gazeuse  dans l e s  c o n d i t i o n s  d é c r i t e s  c i -dessus  à l a  

m o d i f i c a t i o n  p r è s  de  l a  t e m p é r a t u r e  d e  l a  colonne q u i  a  été f i x é e  à 132' C ,  

ou s u r  une colonne de  v e r r e  (0 ,3xI80  cm) rempl ie  d e  Chromosorb W E!MDS ("tnesh" 

100-120) con tenan t  3  p .  IO0 d e  s i l i c o n e  OV 1 7  ; t empéra tu re  d e  l a  colonne : 115°C; 

d e  l ' i n j e c t e u r  : 200°C ; du d é t e c t e u r  : 210°C ; d é b i t  du gaz v e c t e u r  ( N 2 )  : 20 m l /  

mn. Quant aux d é r i v é s  mono-2-méthylês nous n ' avons  pas  encore  e n t r e p r i s  l e u r  

é t u d e  c a r  d ' u n e  par t ,ncus  n e  possédons pas  l e s  témoins de  r 5 f é r e n c e  e t  d ' a u t r e  

p a r t , l l u r g e n c e  s ' e n  f a i t  moins s e n t i r  : l a  pr6sence d e  mono-2-méthyl-mannose 

dans  l e s  g lycannes  perméthylés  é t a n t  peu p robab le .  

En c e  q u i  concerne l e s  é t h e r s  méthy l iques  du g a l a c t o s e ,  

nous c o n s t a t o n s  une s é p a r a t i o n  s a t i s f a i s a n t e  des  é t h e r s  mono-2-méthyliques ; 

une r é s o l u t i o n  d e  t o u s  l e s  é t h e r s  di-2-méthylés e t  une s é p a r a t i o n  p l u s  moyenne 

d e s  é t h e r s  t r i m é t h y l i q u e s ,  Nous essayons  a c t u e l l e m e n t  d ' a u t r e s  phases  l i q u i d e s  à 

des  pourcen tages  d i f f é r e n t s  pou- a m é l i o r e r  l a  s é p a r a t i o n  des  2 ,3 ,6- ,  2 , 4 , 6 -  e t  

3,4,6-tri-O-méthyl-dérivés. - T o u t e f o i s ,  l a  chromatographie en  phase gaLeuse des  

d é r i v 6 s  t r i m 6 t h y l s i l y l é s  des  t r o i s  é t h e r s  méthyl iques  précédemment c i t é s ,  s u r  

Carbowax 6000, perniet d ' i d e n t i f i e r  sans  ambigu i té  l e  méthyl-4-TMS-2,3,6-tri-2- 

m é t h y l - g a l a c t o s i d e .  

c  - D i s c u s s i o n  

La chromotagraphie  en phase gazeuse  nous a  permis a e  s é p a r e r  

t o u s  l e s  & t h e r s  m6tliylic;ues d e s  monosaccharides " n e u t r e s "  p rése r i t s  dans i e s  

g lycannes  des  g l y c o p r o t é i n e s .  A l a  q u a l i t é  de  s é p a r a t i o n ,  nous &-evons a j o u t e r  

l a  r a p i d i t é  avec l a q u e l l e  s e  r é a l i s e  une a n a l y s e  e t  l e  peu d e  p r o d u i t s  que 

réc lame  c e t t e  t echn ique .  
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Figure  27 

Chromatographie en phase gazeuse (A) des dé r ivés  méthylés du méthyl-4-D- - - 
galactodide e t  (B) du méthylq-D-mannoside. 

I 

Colonne de v e r r e  (0,3~300cm) remplie de Chromosorb W AW HMDS ("mesh"60-80) 

contenant 3p.100 de Carbowax 6000; température de l a  colonne 1 7 0 " ~ ;  déb i t  

du gaz vec teur  (N ) : 30 ml/mn. 2 

'L.. J 



TABLEAU XVI 

Temps de rétention des dérivés méthylés des méthyl-q-D-galactosides et - - 
mannosides déterminés, respectivement, par rapport au méthyl-2,3,4,6-tétra- 

O-méthyl-D-galactoside et au méthyl-2,3,4,6-tétra-O-méthyl-D-mannoside. - - - - - - 

h 

Ethers méthyliques du méthyl-4-D-galactoside - - 

2,3,4,6-tétra-0-méthyl- - 

3,4,6-tri-0-méthyl- - 

2,4,6-tri-0-méthyl- - 

2,3,6-tri-0-méthyl- - 

2,3,4-tri-0-méthyl- - 
4,6-di-0-méthyl- - 

2,6-di-0-méthyl- - 

2,3-di-0-méthyl- - 
2,4-di-0-méthyl- - 

Ethers méthyliques du méthy14-D-mannoside - - 

2,3,4,6-tétra-O-méthyl- - 

2,3,4-tri-0-méthyl- - 

3,4,6-tri-0-méthyl- - 
2,4,6-tri-0-méthyl- - 

2,3,6-tri-0-méthyl- - 

3,4-di-0-méthyl- - 

2,4-di-0-méthyl- - 

3,6-di-0-méthyl- - 

2,6-di-0-méthyl- - 

4,6-di-0-méthyl- - 
2,3-di-0-méthyl- - 

Temps de rétention 

1 

2,39 

2,39 

2,87 

4,59 

6,22 

6,90 

IO, 22 

II, 15 

1 

2,3I 

2,3I 

2,7I 

3,67 

5,78 

7,27 

8,38 

9,29 

IO, 61 

II,49 



Figure 28 

Chromatographie en phase gazeuse des dérivés triméthylsilylés des éthers 

méthyliques du méthylq-D-mannoside. (A) : colonne de Chromosorb W AW HMDS 
I 

("mesh" 60-80) contenant 3p.100 de Carbowax 6000; température de la colonne : 

132"~; débit du gaz vecteur (N2) : 30 ml/mn. 

(B) : colonne de Chromosorb W HMDS 

("mesh" 100-120) contenant 3p.100 de silicone OV 17; température de la colonne : 

115"~; débit du gaz vecteur (N2) : 30 ml/w. 



TABLEAU X V I I  

Temps de rétention des dérivés triméthylsilylés des éthers triméthyliques 

du méthyl-a-D-mannoside - déterminés par rapport au méthyl-2,3,4,6-tétra-0- - - 
méthyl-a-D-mannoside. - - 

Nature des composés 

2,3,4,6-tétra-O-méthyl- - 

4-TMS-2,3,6-tri-0-méthyl- - 
3-TMS-2,4,6-tri-0-méthyl- - 

6-TMS-2,3,4-tri-0-méthyl- - 

2-TMS-3,4,6-tri-0-méthyl- - 

Temps de rétention 

Carbowax 6000 

1 

0,874 

O, 747 

0,652 

0,461 

OV 17 

1 

I,43 

I,32 

I,I3 

0,86 

- 



I ' o u t e f o i s ,  i l  f a u t  p r é c i s e r  que dans  l e s  cot i i : i t jons  becr l r ies  

c i - d e s s u s ,  aoiis n ' a r r i v o n s  pas  s é p a r e r ,  e n  une s e u l e  a n a l y s e ,  tous  l e s  é t h e r s  

m é t h y l i q u e s  du g a l a c t o s e  e t  dcr manncse, notamment lys é t h e r s  d i rnéthyi iques  q u i  

s e  c h e v a u î h c n t .  C ' e s t  pour  c e t t e  r a ~ s o n  q u e  nous r é a l i s o n s  un i r ac t i»nnement  

p r é a l a b l z  d.2 c e s  d é r i v é s  p a r  chromatographie  pr é p a r a t i v e  s u r  p a p i e r  ( v o i r  p .  141 ) .  

C - WtOGEDE DE FRACTIONl'GEMENT --- 3ZS HMROLYSATS DE GLYCOPEPTIDES PERMETHYLES EN 

\'UE DE L'ii)S~.i3-iFLCATZON DES L ! G ~ > ~ - ~ ~ ~ ~ ~ ~ C & J E S  - - " --- 
1.d ~ r 6 s e n i . t .  dans uri g iycclpept idc  c i ' i i i i ~  giüiide d ive r : ; i t& 

d e  m o n o s a c i h a r j d : ~ ~  (N-acétylglucosamine,  i u c o s e ,  g a l a c t ~ ç ~ ,  mannose e t  a c i d e  

N-acétyl  x i p : : ,  a n i i ~ i q u e )  rend i m p o s s i b l e  l ' i d e n t i f i c a t i o n  en une s e u l e  a n a l y r e  des  

d i £  f é r e n t s  i t h e r  s ~ n é t h y l  iqucs  l i b é r é s  p a r  h y d r o i y s e  ou méthanolyse du g lycanne  

p e r m é t h y l é ,  Kous avons r é s o l u  c c  problSriie en  p r a t i q u a n t  un f rac t ionnement  p réa -  

l a b l e  d e  c e s  composés. 

1 - - PRINCIPE 

L s h y d r o l y s a t  du  g l y c o p ~ p t i d e  perméthylé  e s t  f r a c t i o n n e  p a r  

é l e c t r o p h u r è s e  p répa i -a t ive  en  composés " n e u t r e s "  : é t h e r s  méthyl iques  d e s  morio- 

s a c c h a r i ? c s  "!ieutresX e t  c d r n ; ~ ~ . s i s  "bas iques"  : é t h e r s  méthyl iques  de  l a  g luco-  

samine.  L e s  L O I ~ ~ O S ~ S  " n e a t r e s "  : (>nt  de  noilveau s é p a r é s  s u i v a n t  l e u r  d e g r é  de  

s u b s t i t u t i o i i  p,nr chrornatogray;l~~c.  g r f p a r a t i v e  SUL p a p i e r .  Le schéma du f r a c -  

tionnemcrit , s t  do:iné dans  l a  f i g u r e  29( : )+139) .  

2 - ?~CJ:CE OPEKATOLRE -- 
a  - Elec  t r o p h o r e s e  p r e p a r a t i v e  -- 
1 0 0  mg de  g l y c o p e p t i d e  !3 d e  l 'ovomucofde perméthylés  p a r  

t r o i s  c y c l e s  de  rné thy la t ion  s u i v a n t  l a  méthode de  HAKOMORI e t  h y d r o l y s é s  p a r  

de  l ' a c i d c ~  c h l o r h y d r i q u e  4N, à 100°C, pcridant 4 11 s o n t  soumis à une 4 l e c t r o -  

phorèse  pzSpard t ive  s u r  p a p i e r  r é a l i s c e  dans  l e s  c o n d i t i o n s  expér imenta les  

s u i v d n t e s  : p a p i e r  Whatînan no  '3 W. ; tampon de  MlCHL (3743 de pH 3 ,9  ( p y r i d i n r l  

a c i d e  act5tir,tie/eaii 3 : I O  : 489) ; 7 V!cm pendant  25 h .  La r é v é l a t i o n  d e s  bandes 

l a t s r a l e s  p a r  l e  r é a c t i k  à l ' o x a l a t e  d ' a n i l i n e  de  PARTRIDGE (375) e t  p a r  l e  

r é a c t i f  2 !a i i inhydr ine  p e r m ~ i  cle L o c a l i s ~ ~  l a  bande "bas ique"  d e s  - O-méthyl- 

g lucosa~nirc is  e t  l r r  bride "neutre_" des  monosaccharides "neutres1 ' -2-méthylés  

(F ig .30 ;p , l l cO) .Ces  deiix f r a c t i o n s  sclnt é l u é e s  s e l o n  l a  méthode de  DENT (376)  

p a r  de  l ' e a c  d i s t i l l é e  a d d i t i o n n é e  de  que lques  g o u t t e s  d ' a c i d e  a c é t i q u c  e t  

l e s  é l u a t s  s o n t  évaporés  à s i ~ c i  t é  da115 un é.iraporateur r o t a t i f ,  p u i s  pp dés-  



1 Hydrolyse HCI 4N, 4 h,lQQ°C 

Monosaccharides m&thylés 
I 

~ l e c l r  ophor &se préporat ive pH 3,9 

I 

î3ande"neutre Bandc?basique 
( E t h m  m;thyliqu.s des monosaccharides neutres) 

I 
( Etherr m;thyliqucs des osarnine4) 

~hromotogrophic pr&parative 
sur 

papier . - 

sur 

IdenBFication 

par Chromatographie en phase gozeuse 

Figure 29 

Schéma de fractionnement des hydrolysats de glycopeptide perméthylé 
,, " '-,Y 

Chromatogr aphte 
en 

phase gazeuse 



Figure  30 

E lec t rophorèse  prépara t  i v e  de 1 'hydrolysat  du glycopept ide de 1 'ovomucoïde 

perméthylé. Papier  Whatman no 3 MM; tampon de MICHL de pH 3 , 9  (pyr id ine l  

a c i d e  acé t ique leau  3 : I O  : 487);  7V/cm pendant I5h; 1 : r évé l a t ion  par  l e  

r é a c t i f  à l ' o x a l a t e  d ' a n i l i n e ;  2 : r évé l a t ion  par  l a  ninhydrine ; B.B.: 

bande basique; B.N.: bande neu t r e .  



b  - I d e n t i f i c a t i o n  des  méthyl-osamines 

Le mglange des  d é r i v é s  méthy lés  d e  l a  glucosamine e s t  

soumis d i r e c t e m e n t  à l t a n a ? y s e  chromatographique s e l o n  l e s  modes o p e r a t o i i e 3  

d é c r i t s  dans l e  pa ragraphe  p récéden t  ( v o j r  p .  100). 

c  - I d e n t i f i c a t i o n  des  é t h e r s  méthy l iques  des  monosaccharidës - 
" n e u t r e s "  

Io  ) Chromatographie p r é p a r a t i v e  s u r  p a p i e r  ...................................... 

L e s  é t h e r s  méthyl iques  d e s  monosaccharides " n e u t r e s "  s o n t  

p r é a l  ablernent f r a c t i o n n é s  p a r  une cilromatographie p r é p a r a t i v e  s u r  p a p i e r  

Whatman no 3  MM e f f e c t u é e  avec l e  système s o l v a n t  : n-bu tano l /é thano l /eau  

( 2  : 1 : 1 )  (durée  de  l a  chromatographie : 15 h ) .  La r e v é l a t i o n  des  bandes l a t é -  

r a l e s  p a r  l e  r é a c t i f  à l ' o x a l a t e  d ' a n i l i n e  permet de  l o c a l i s e r  l e s  f r a c t i o n s  d e  

monosaccharides " n e u t r e s "  q u i  s o n t  e n s u i t e  é l u é e s  dans l e s  c o n d i t i o n s  d é c r i t e s  

c i - d e s s u s .  Sur chaque f r a c t i o n  nous r é a l i s o n s  une double  i d e n t i f i c a t i o n : d l u n e  

p a r t , n o u s  c a r a c t O r i s o n s  l e  ou l e s  nonosacchar ides  p r é s e n t s  sous l a  forme de  2- 
méthy l -dér ivks  e t  d ' a u t r e  part ,nous i d e n t i f i o n s  d i r e c t e m e n t  c e s  é t h e r s  méthy- 

l i q u e s .  

2" )  C a r a c t é r i s a t i o n  des  nonosacchar ides  méthy lés  ............................................ 
A c a u s e  des  i m p e r f e c t i o n s  d e s  méthodes de  s é g a r a t i o n ,  il 

s e r a  p a r f o i s  i n d i s p e n s a b l e  de  f a i r e  r e t o u r ,  p a r  déméthy la t ion ,  à l ' o s e  i n i t i a l  

o u ,  s e l o n  un procédé que  nous avons ~ 6 c r i t  (FOURNET e t  MONTREUIL) (3771, pous- 

s e r  l a  m é t h y l a t i o n  j u s q u ' a u  s t a d e  du d é r i v é  perméthylé  d e  manière à r é a l i s e r  

l ' i d e n t i f i c a t i o n  des  d é r i v é s  méthy lés .  

C a r a c t é r i s a t i o n  des monosaccharides à l ' a i d e  du procédé 

d e  déméthy la t ion .  

Les monosaccharides méthylés  s o n t  c a r a c t é r i s é s  en  i d e n t i -  

f i a n t  l e u r  p r o d u i t  de  déméthy la t ion .  Nous avons u t i l i s é  l a  méthode de  HOUGH, 

JONES e t  WADMAN (378) 3 l ' a c i d e  bromhydrique s u r  l e  pe rméthy l -ga lac tose  e t  

Kannose. 5 à T O  mg de  c e s  d é r i v é s  s o n t  t r a i t é s  p a r  1 m l  d ' a c i d e  b r o ~ i h y d r i q u e  

(48 p .  100 p  : p ) ,  à 100°CJ pendant  5 minu tes ,  en  t u b e  s c e l l é .  La s o l u t i o n  

e s t  a l o r s  d i l u é e  avec I O  m l  d ' e a u  d i s t i l l é e  p u i s  n e u t r a l i s é e  au pH-mètre avec 

du c a r b o n a t e  d ' a r g e n t .  E l l e  e s t  d é c o l o r é e  p a r  a g i t a t i o n  énergique avec du 

charbon " d é c o l o r i z i n g " , p i ~ i s  f i l t r e e .  Les d e r n i è r e s  t r a c e s  d ' a r g e n t  s o n t  é l i -  

n i n é e s  p a r  un b a r b o t t a g e  d 'hydrogène s u l f u r é  s u i v i  d ' u n e  f i l t r a t i o n  s u r  charbon 

" d é c o l o r i z i n g " .  Le f i l t r a t  e s t  concentrP e t  a n a l y s é  en chromatographie s u r  



p a p i e r  IdThatman no 1 dans l e  sys tème s o l v a n t  ri-butanol!éthznol/eau ( 2  : 1 : 1) 

pendant  1 8  h .  La r é v é l a t i o n  e s t  e f f e c t u e e  par  l e  r é a c t i f  3 l ' o x a l a t e  d ' a n i l i n e  

C a r a c t é r i s a t i o n  des  monosaccharides à l ' a i d e  du proc6dé 

d e  p e r m é t h y l a t i o n  (FOUR.NET e t  MON TREUIL)(^^^). 

Les monosacchar ides  méthylés  s o n t  c a r a c t é r i s é s  en i d e n t i f i a n t  

l e u r  p r o d u i t  de  pe rméthy la t ion .  2 mg d e  chacune des  f r a c t i o n s  de  monosaccharides 

" n e u t r e s "  methylés  obtenus p a r  chromatographie  p r é p a r a t i v e  s u r  p a p i e r ,  p r é a l a -  

blement séchés  en d e s s i c a t e u r  en  p résence  d ' a n h y d r i d e  phosphorique s o n t  mgthyl- 

g l y c o ç i l é s  pdr  0 , 2  ml de  méthanol  c h l o r h y d r i q u e  (1 N en  ~ ~ 1 1 ,  à 100°C, pendant 

8  h en t u b e  s c e l l é .  La s o l u t i o n  e s t  évaporée  à s i c c i t é  sous  couran t  d ' a z o t e .  

Une a l i q u o t e  e s t  a l o r s  perméthylée  s u i v a n t  l e  procédé d e  HAKOMORI. Les d é r i v é s  

pe rméthy lés  a i n s i  obtenus  s o n t  a n a l y s é s  e t  i d e n t i f i é s  p a r  chromatographie en 

phase  gazeuse  dans  l e s  c o n d i t i o n s  expér imenta les  d é c r i t e s  p l u s  h a u t  ( v o i r  p . 1 2 8 ) .  

3" ) I d e n t i f i c a t i o n  des é t h e r s  méthy l iques  ..................................... 
Les monosaccharides "neu t res"  méthy lés  obtenus  p a r  chroma- 

t o g r a p h i e  p r é p a r a t i v e  s u r  p a p i e r ,  p réa lab lement  m é t h y l g l y c o s i l é s  dans l e s  

c o n d i t i o n s  d é c r i t e s  c i - d e s s u s ,  s o n t  a n a l y s é s  p a r  chromatographie  en phase 

gazeuse  dans l e s  c o n d i t i o n s  expér imenta les  p r é c i s é e s  dans  l e  paragraphe précé-  

d e n t  ( v o i r  p .  130). 

3  - RESULTATS 

a  - I d e n t i f i c a t i o n  des  méthyl-osamines 

Les 6 t h e r s  méthy l iques  de  l a  glucosamine o n t  é t é  analysgs  

p a r  chromatographie  s u r  r é s i n e  échangeuse de  c a t i o n s  e t  p a r  chromatographie 

en phase  gazeuse  d e  l e u r s  d é r i v é s  t r i m é t h y l s i l y l é s .  Les r é s u l t a t s  s o n t  r a s -  

seil;iblés dans l a  f i g u r e  31 (p .143 ) .  Nous i d e n t i f i o n s  pour l e  premier t y p e  de  

chromatographie  l a  3-mono-ou l a  3,6-di-0-méthyl-glucosamine - e t  l a  3 , 4 , 6 - t r i - g -  

méthyl-glucosamine.  La chromatographie  en phase  gazeuse  d e s  d é r i v é s  t r i m é t h y l -  

s i l y l é s  f o u r n i t  deux p i c s  cor respondan t  à l a  3,6-di-2-méthyl-glucosamine e t  l a  

3,4,6-tri-0-méthyl-g11icosamine. - 

b  - I d e n t i f i c a t i o n  des  é t h e r s  méthy l iques  des monosaccharides 

"neu t res  " 

Io  ) Chromatographie p r é p a r a t i v e  s u r  p a p i e r  ...................................... 
La chromatographie  p r é p a r a t i v e  s u r  p a p i e r  des  d é r i v e s  

méthy lés  des  monosaccharides"neutres" obtenus  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  p r é p a r a t i v e  



Figure 31 

Chromatographie sur résine échangeuse de cations (A) et en phase gazeuse (B) 

des éthers méthyliques de la glucosamine présents dans le glycopeptidepde 
\ 

1 'ovomucoïde. (Pour les conditions expérimentales voir p. 100) . .--. (' :] ,, ,? 
*,.< , 

.\A* 



d e  l ' h y d r o l y s a t  d e  g l y c o p e p t i d e  perméthyl6  f o u r n i t  5 f r a c t i o n s  ( F i g . 3 2  ; p .  145). 

2" ) C a r a c t é r i s a t i o n  d e s  nonosacchar ides  méthy lés  ............................................ 

C a r a c t é r i s a t i o n  des  monosaccharides à l ' a i d e  du procÇd6 de 

dénie thyla t ion.  

La f i g u r e 3 3  (p .  146) montre  que l ' o n  o b t i e n t  p a r  déméthyla- 

t i o n  à l ' a i d e  d e  l ' a c i d e  bromhydrique l e s  homologues méthylés i n f é r i e u r s .  C e t t e  

r é a c t i o n  n ' e s t  donc pas  q u a n t i t a t i v e .  

C a r a c t é r i s a t i o n  des  monosaccharides à l ' a i d e  du procédé de 

p e r m é t h y l a t i o n .  

Les r g s u l t a t s  que nous avons obtenus  son t  rassemblés  dans 

l a  f i g u r e  34 ( p . 1 4 7 ) .  La perméthy la t ion  d ' u n e  a l i q u o t e  de  chaque f r a c t i o n  permet 

d ' i d e n t i f i e r  : 

- dans l a  f r a c t i o n  1 : du perméthyl-mannose i n d i q u a n t  l a  p r é s e n c e  d e  

d é r i v é  n é t h y l é  du mannose dans c e t t e  f r a c t i o n .  

- dans l a  f r a c t i o n  2 : du perméthyl-mannose e t  du perméthy l -ga lac tose  i n d i -  

q u a n t  l a  p r é s e n c e  d e s  d é r i v é s  méthylés  d e  c e s  deux nionosaccharides.  

- dans l a  f r a c t i o n  3 : du permethy l -ga lac tose  ind iquan t  l a  p r é s e n c e  d e  

d é r i v é s  méthy lés  d e  c e  monosaccharide.  

- dans l e s  f r a c t i o n s  4 e t  5 : du perméthyl-mannose i n d i q u a n t  l a  p résence  

d e  d é r i v é  méthy lé  d e  c e  monosaccharide.  

3" ) I d e n t i f i c a t i o n  d e s  é t h e r s  méthy l iques  ..................................... 
Les chroniatographies en phase  gazeuse  des é t h e r s  méthyl iques  

p r é s e n t s  dans l a  f r a c t i o n  "neu t re"  d e  l ' é l e c t r o p h o r è s e  p r é p a r a t i v e  e t  dans l e s  

f r a c t i o n s  d e  l a  chromatographie  p r é p a r a t i v e  s u r  p a p i e r  son t  r assemblées  dans l a  

f i g u r e  35(p.148) .  Nous i d e n t i f i o n s  : 

- dans l a  f r a c t i o n  1 : l e  perméthyl-nannose.  

- dans l a  f r a c t i o n  2 : l e  pe rméthy l -ga lac tose  e t  deux d é r i v é s  t r i m é t h y l é s  

du mannose : l e  méthyl-3,4,6-tri-2-méthyl-mannoside e t  en p r o p o r t i o n  beaucoup 

p l u s  f a i b l e :  l e  méthyl-2,3,6-tri-0-méthyl - -mannoside. 

- dans l a  f r a c t i o n  3 : un d é r i v é  t r i m é t h y l é  du g a l a c t o s e  : l e  méthyl-  

2,4,6-tri-0-néthyl-galactoside. - 
- dans l a  f r a c t i o n  4 : t r o i s  d é r i v é s  d iméthy lés  du mannos? : l e s  m6thyl- 

3 ,4- ,  2,4- e t  3,6-di-2-méthyl-nannosides. 

Le ou l e s  é t h e r s  méthy l iques  p r é s e n t s  dans l a  f r a c t i o n  5 



Figure 32 

Chromatographie préparative sur papier des éthers méthyliques des monosaccharir 

des (galactose et mannose) présents dans la fraction électrophorétique neutre 

des hydrolysat s chlorhydriques du glycopeptide de 1 'ovomuco~de . Papier P 
Whatman no 3 MM; système solvant : n-butanol/éthanol/eau (2 : 1 : 1) ; durée 

de la chromatographie I8h; révélation par le réactif à l'oxalate d'aniline; 

T.M.G: dépot témoin de mannose et dega1actose;T T2, T3, T4 : dépôts 1 ' 
témoins, respectiveme~t, de dérivés mono-, di-, tri-, et tétra-O-méthylés. - 



Figure 33 

Chromatographie sur papier des produits de la déméthylation par l'acide 

bromhydrique du perméthyl-galactose et mannose. Papier Whatman n o  1; système 

solvant : n-butanol/éthanol/eau (2 : 1 : 1); durée de la chromatographie : 18h; 

PMG : perméthyl-galactose; G : galactose; PMGD : perméthyl-galactose 

déméthylé; PMM : perméthyl-mannose; M : mannose; PMMD : perméthyl-mannose 

déméthylé. 



Figure 34 

Chromatographie en phase gazeuse des dérivés méthylés obtenus par perméthylation 

d'une aliquote de chaque fraction de monosaccharides neutres méthylés de la 

chromatographie préparative sur papier. Colonne (0,3xI80cm) remplie de Chromo- 

sorb W ("mesh" 100-120) contenant IOp.100 de Carbowax 6000; température de la 

colonne : 130'~; débit du gaz vecteur (N2) : 25ml/w. 



Figure  35 

Chromatographie en phase gazeuse des  é t h e r s  méthyliques 

p ré sen t s  dans l e s  f r a c t i o n s  de l a  chromatographie p répa ra t i ve  s u r  pap i e r .  

Colonne de v e r r e  (0,3x300 cm) remplie  de Chromosorb W AW HMDS (''mesh" 60-80) 

contenant  3 p. IO0 de Carbowax 6000 ; température de l a  colonne : 1 7 0 " ~  ; 

d é b i t  du gaz vec teur  (N2) : 30 mllmn. 
(-7, ., LrLli , 

---___** 



n'ont pu être identifiés, il s'agit d'éthers mono-0-méthylés - du mannose, la 

fraction 5 contenant du mannose (la perméthylation de cette fraction fournit 

en effet du perméthyl-mannose). E n  résumé, les constituants principaux présents 

dans la fraction "neutre" de l'électrophorèse préparative sont : les méthyl- 

2,3,4,6-tétra-0-inéthyl-mannoside - et galactoside, le méthyl-3,4,6-tri-0-méthyl- - 
niannoside et le rnéthyl-3,6-di-O-méthyl-mannoside. - 

4 - DISCUSSION 
La présence dans les glycannes des glycoprotéines d'une 

grande diversité de monosaccharides rend difficile l'identification des éthers 

méthyliques obtenus par perméthylation et hydrolyse de ces hétérosaccharides. 

La méthode décrite simplifie ce problème d'identification : 

1 - L'électrophorèse préparative réalise un premier frac- 
tionnement entre méthyl-osamines et dérivés méthylés des monosaccharides "neutres". 

Elle permet donc d'étudier séparément ces deux classes de monosaccharides et 

d'éviter des causes d'erreur dans le dépouillement des chromatogrammes : les 

méthyl-osamines pouvant interférer avec les monosaccharides "neutres" méthylés. 

2 - La chromatographie préparative sur papier dans les con- 
ditions décrites ci-dessus, réalise un double fractionnement selon la nature 

du monosaccharide méthylé et le degré de substitution. Ainsi, pour un glyco- 

peptide ou un polysaccharide constitué de galactose et de mannose, nous obtien- 

drions au maximum 7 fractions : la fraction 1 contenant le perméthyl-mannose, 

la fraction 2 étant constituée du perméthyl-galactose et des dérivés triméthylés 

du mannose, la fraction 3 renfermant uniquement les éthers triméthylés du 

galactose, la fraction 4 contenant les éthers diméthyliques du mannose, la 

fraction 5 étant constituée des di-0-méthyl-galactoses,la - fraction 6 renfer- 

mant les mono-0-méthyl-mannoses - et enfin la fraction 7 constituée des mono-0- - 

méthyl-galactoses. Ce fractionnement est indispensable dans le cas où le gly- 

canne perméthylé possède des dérivés diméthylés du galactose et du mannose qui 

se chevauchent ou des dérivés triméthylés du galactose et du mannose qui pos- 

sèdent des temps de rétention très voisins dans les conditions de la chroma- 

tographie en phase gazeuse décrites précédemment. 

3 - La caractérisation des éthers méthyliques sous la forme 
de leur dérivé perméthylé remplace avantageusement la méthode de déméthylation. 

En effet, cette technique est rapide et réclame peu de produits, de plus l'iden- 

tification des éthers perméthyliques par chromatographie en phase gazeuse est 

très satisfaisante. 



D - CONCLUSIONS GENERALES CONCERNANT LES PROCEDES D'IDENTIFICATION DES 

MONOSACCHARIDE S METHYLE S 

Les conclusions que nous pouvons tirer de nos travaux sur 

les méthodes d'analyse des éthers méthyliques sont les suivantes : 

1 - En ce qui concerne les éthers méthyliques de la glucosamine 
a - La chromatographie d'adsorption sur couche mince de 

Silicagel G et la chromatographie de partage sur papier ne permettent pas de 

séparer les 7 éthers méthyliques de la glucosamine. Toutefois, ces techniques 

renseignent sur le degré de substitution des isomères méthylés obtenus par 

hydrolyse du glycopeptide perméthylé et permettent d'analyser rapidement une 

cinétique de méthylation d'un glycanne. 

b - L'utilisation de la chromatographie sur résine échangeuse 
de cations permet de réaliser la séparation de 5 éthers méthyliques de la 

glucosamine, la 3- et la 3,6-di-0-méthyl-glucosamine - n'étant pas résolues dans 

ces conditions. Toutefois, ces deux dérivés méthylés peuvent être séparés par 

chromatographie sur papier ou par chromatographie en phase gazeuse. 

c - La chromatographie en phase gazeuse sur colonne de silicone 
OV 17 ou OV 210 réalise de bonnes séparations des éthers méthyliques de la 

glucosamine. En effet, nous identifions 6 éthers méthyliques sur 7, n'ayant 

pu préparer la 3,4-di-0-méthyl-glucosamine. - En outre cette méthode réclame très 

peu de produits puisque nous identifions de 5 à IO g de dérivés méthylés, r 
elle présente en outre l'avantage d'être très rapide puisque les opérations 

de triméthylsilylation et de chromatographie peuvent être effectuées en moins 

de 2 h. Cette méthode pourra, dans un proche avenir, être rendue quantitative. 

2 - En ce cui concerne les éthers méthyliques des monosaccharides "neutres" 

a - La chromatographie sur papier Whatman no 1 dans le sys- 
tème solvant de HIRST et JONES (380) réalise une séparation suivant le degré 

de méthylation des monosaccharides. Dans le système solvant de PETEK et DONG 

(381) il est possible d'identifier les éthers perméthyliques et quelques 

dérivés triméthylés. Toutefois le pouvoir de résolution de ces techniques peut 

être accru en leur associant des révélations spécifiques. 

b - La chromatographie d'adsorption sur couche mince de 
Silicagel G ne permet pas d'identifier les monosaccharides méthylés présents 

dans un méthanolysat de glycopeptide perméthylé. Elle est cependant précieuse, 

comme méthode de routine, pour suivre la méthylation des monosaccharides. 



c - La chromatographie en phase gazeuse dans les conditions 
décrites ci-dessus donne d'excellents résultats. Elle permet dès à présent 

l'identification des principaux éthers méthyliques rencontrés dans les gly- 

cannes perméthylés de plus, elle s'adapte très bien au dosage de ces dérivés, 

problème qui est résolu en ce qui concerne les éthers méthylés du mannose 

(voir p.176). Cette technique très fine réclame peu de produits,ce qui nous a 

permis de déterminer la structure de plusieurs oligosaccharides par permé- 

thylation de 3 à 4 mg de ces derniers. Enfin, le couplage du chromatographe 

en phase gazeuse avec un spectrométre de masse permettra dans l'avenir de 

descendre encore en quantité et d'améliorer les identifications de ces dérivés 

méthylés des sucres. 

d - Il sera parfois nécessaire d'utiliser plusieurs méthodes 
chromatographiques pour identifier avec certitude certains éthers méthyliques : 

c'est le cas en particulier des éthers diméthyliques du galactose et du mannose. 

Le fractionnement par chromatographie préparative sur papier, que nous venons 

de décrire, permet de discriminer les diméthyl-éthers de ces deux monosaccharides 

isomères. 

III - SYNTHESE DES ETHERS METHYLIQUES TEMOINS 

La synthèse des éthers méthyliques des monosaccharides pré- 

sents dans les glycoprotéines est une conditon préalable indispensable à l'iden- 

tification de ces composés par les méthodes chromatographiques décrites dans 

le paragraphe précédent. En outre, la chromatographie quantitative ne pourra 
A etre réalisée que lorsque nous serons en possession de tous les éthers méthyliques. 

Nous exposerons donc successivement : 

A - La préparation des éthers méthyliques de la glucosamine 
B - La préparation des éthers méthyliques du mannose 
C - Les premiers résultats de la préparation des éthers 

méthyliques du galactose 

A - PREPARATION DES ETHERS METBYLIOUES DE LA D-GLUCOSAMINE 

1 - Préparation de la 3,4,6-tri-O-méthyl-glucosamine 

a) Principe 

La 3,4,6-tri-0-niéthyl-glucosamine - est synthétisée par permé- 

thylation de la N-acétylglucosamine par la méthode de KUHN, BAER et GAUHE (384 

suivie d'un cycle de méthylation par la niéthode de HAKOMORI (383). 



b) Mode opératoire 

5 g de N-acétylglucosamine sont dissous dans 60 ml de 

diméthylformamide. IO ml d'iodure de méthyle et IO g d'oxyde d'argent sont 

ensuite ajoutés en 30 m n ,  par petites portions, à la température ordinaire. 

On agite pendant 16 h à l'obscurité, puis on procède à une nouvelle addition 

de réactifs : IO ml d'iodure de méthyle et IO g d'oxyde d'argent. L'agitation 

est poursuivie pendant encore 8 h. 

On filtre, on lave soigneusement le filtre avec du chloro- 

forme. La solution obtenue est abandonnée à + 4 " ~  pendant 24 h. Les sels d' 

argent colloïdaux et les formyl-dérivés cristallisent. On élimine les cristaux 

par filtration et on lave la phase chloroformique par trois fois 30 ml d'eau 

distillée. La solution chloroformique~ séchée sur sulfate de sodium anhydre, 

est ensuite évaporée sous vide à l'évaporateur rotatif puis sous un courant 

d'air sec. Au résidu brunâtre repris par 20 ml d'iodure de méthyle on ajoute 

5 g d'oxyde d'argent et 3 g de sulfate de calcium anhydre. L'ensemble est 

chauffé pendant 4 h à reflux. On arrète le chauffage et on effectue une nouvelle 

addition de réactifs. Le reflux est poursuivi pendant 4 h. Après filtration 

et lavage du résidu insoluble avec du chloroforme, le monosaccharide méthylé 

est obtenu par évaporation à siccité du filtrat et des extraits chloroformiques. 

2 g du produit précédent sont dissous dans IO ml de diméthyl- 

sulfoxyde et ajoutés à la solution de méthyl-sulfinyl carbanion obtenue en 

dissolvant, sous agitation et sous atmosphère d'azote, 2 g d'hydrure de sodium 

à 20 ml de diméthylsulfoxyde. Après 2,5 h d'agitation on additionne, lentement, 

5 ml d'iodure de méthyle et la réaction d'éthérification est poursuivie pen- 

dant 24 h. La réaction est arrétée par addition de 50 ml d'eau et la perméthyl- 

glucosamine est extraite 5 fois par 20 ml de chloroforme. Les phases organiques 

sont réunies, lavées une fois par 50 ml d'eau, puis concentrées en un sirop, 

La perméth~l-glucosamine est purifiée par chromatographie sur colonne de Silicagel 

G (élution par le système solvant CHC13/ CH3OH 9 : 1). 

Une aliquote (1 mg) est triméthylsilylée par la méthode de 

SWEELEY et al. (384) puis analysée en chromatographie en phase gazeuse dans 

les conditions décrites précédemment. 

c) Résultats 

L'analyse chromatographique en phase gazeuse montre la pré- 

sence d'un seul constituant (Fig.37 ; p.155). 



2 - Préparation des dérivés partiellement méthylé de la glucosamine 
a) Principe 

Les dérivés partiellement méthylés de la glucosamine 1 

ont été prépargs à partir d'oligosaccharides du lait de Femme (#?j : la 4,6- 

di-0-méthyl-glucosamine - avec le fucosido-lacto-N-tétraose, la 4- et la 6- 

mono-0-méthyl - glucosainine à partir, respectivement, du disialyl-lacto-N-tgtraose 

et du lacto-N-fucopentaose II ; la 3,6-di-0-méthyl-glucosamine - à partir du 

chitotriose obtenu par acétolyse de la chitine (#. Enfin tous ces dérivés 

partiellement méthylés ont été préparés en mélange par méthylation d'une 

fraction isolée du lait de Femme :, le Sg.  La figure 36 (p.154) rassemble les 

structures de ces différents oligosaccharides. 

b) Mode opératoire 

Tous ces oligosaccharides ont été perméthylés par la méthode 

de KUHN et al. (385) à la diméthylformamide, iodure de méthyle, oxyde d'argent 

suiviepar deux cycles de méthylation suivant la technique de HAKOMORI dans les 

conditions expérimentales décrites page 84 . Les osamines - O-méthylées ont été 
isoléespar électrophorèse préparative à pH 3,9 (voir p.138) après une hydro- 

lyse chlorhydrique (HC1 4N, 4 h, 100"~) des oligosaccharides perméthylés. Les 

dérivés méthylés ainsi obtenus ont été Ûniiysés par chromatographie en phase 

gazeuse (voir p.103) de leur produit de triméthylsilylation. 

c) Résultats 

La figure 37(p.155) rassemble les résultats des analyses 

chromatographiques des différents éthers méthyliques de la glucosamine isolés 

à partir d'oligosaccharides de structure connue. Nous constatons que tous sont 

homogènesen chromatographie en phase gazeuse, les 4,6-di-0-méthyl-$6-mono- - et 

4-mono-O-méthyl-glucosamines - étant résolues en leursdeux anomères. 

d) Discussion 

La méthylation d'oligosaccharides de structure cocnue nous 

a fourni rapidementlet dans un état de pureté satisfaisant, les éthers méthyliques 

de la glucosamine. Il est à noter,conme nous l'avions précisé plus haut (p.leg), 

que la méthylation selon la méthode de HAKOMORI entraine une N-méthylation sur 

l'azote de la glucosamine et qu'ainsi tous les éthers que nous avons préparés 

sont des dérivés-0-méthylés - du 2-désoxy-2-méthylamino-~-gluc~se. - - 

Nous adressons nos4reinerciements à M. GRIMMONPREZ qui nous a fourni les 

échantillons d'oligosaccharides du lait de Femme et à M. BAYARD qui nous a 

fourni l'échantillon de chitotriose. 
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Figure 36 

Structure des oligosaccharides du lait de Femme et du Cbitotriose qui nous 

ont permis de preparer les dérivés partiellement méthylés de la glucouamine. 



Figure 37  

Chromatographie en phase gazeuse des dérivés triméthylsilylés 

(A) de la perméthyl-glucosamine, (B) de la 4,6- et (C) de la 3,6-di-O-méthyl- - 
glucosamines, (D) de la 4- et (E) de la 6-mono-O-méthyl-glucosamines, (F) - 
mélange des éthers méthyliques obtenus à partir de la fraction Sg du lait de 

Feme. Colonne de verre (0,3xI80 cm), remplie de Chromosorb W ("mesh" 100-120) 

contenant 3 p. IO0 en poids de silicone OV 17 ; température de la colonne : 120"~ ; 

débit du gaz vecteur (N2) : 20 ml/mn. (1 
, j '  'L ) . ' ' i : F  

E 
-\-.,",, 



Nous n'avons pu préparer par cette teclinique la 3,4-di-et 

la 3-mono-O-méthyl-glucosamines. - Nous comptons prochainement les préparer. 

La 3,4-di-0-méthyl-glucosamine - sera préparée par la méthode de JEANLOZ (386) 

par méthylation du méthyl-0-trityl-6-acétamido-2-dés~xy-2-glucopyranoside. - 

Quant à la 3-mono-O-méthyl-glucosamine,eile - sera préparée selon la méthode de 

NCIBERGER (38 7) par méthylation du dérive benzylidéné de la glucosamine. 

B - PREPARATION DES ETHERS METHYLIOUES DU D-MANNOSE 

1 - Principe 
Parmi les monosaccharides présents dans la copule glucidique 

des glycoprotéines,le - D-mannose occupe une place importante car, contrairement - 
au - D-galactose, il se trouve en position interne & il constitue des points - 
de branchement. Il est donc indispensable de synthétiser non seulement les 

/ 
éthers triméthyliques, mais également les éthers diméthyliques. Ces éthers 

méthyliques sont généralement préparés par synthèse organique. Ce genre de 

procédé est toujours d'application longue et délicate, principalement en ce 

qui concerne les dérivés méthylés du - D-mannose. C'est pourquoi nous nous sommes 
- 

tournés vers la chromatographie préparative en phase gazeuse des éthers méthy- 

liques obtenus par un procédé de méthylation partielle du méthyld-D-mannoside - 
- 

inspiré de la technique de HANDA et MONTGOMERY (388). Nous décrivons donc une 

méthode simple et rapide qui permet d'identifier et d'isoler les dérivés tétra-, 

tri- et di-0-méthylés - du méthyl4-D-mannoside - que l'on rencontre le plus couram- 
- 

ment dans les méthanolysats des polysaccharides et des glycannes contenant du 

mannose. Ce travail a fait l'objet d'un mémoire au Journal of Chromatography 

(FOURNET et MONTREUIL) ( 389) . 
2 - Mode opératoire 

a) Méthylation partielle du méthy14-D-mannoside - 
A une solution maintenue à O"C de 8 g de méthyld-D-mannoside - - 

(K 8 K Laboratories), séchGssous vide en présence de P205 pendant 24 h dans 

140 ml de diméthylformamide (MERCK), on ajoute, par petites fractions et sous 

agitation constante, 12 ml d'iodure de méthyle (PROLABO) et 29 g d'oxyde d'argent 

préparésextemporanément selon le procédé de WHISTLER et WOLFROM (390). On laisse 

ensuite le mélange se réchauffer progressivement à la température du laboratoire 

et on le maintient encore sous agitation constante pendant 8 h. Les produits 

insolubles sont éliminés par filtration et sont soigneusement lavés sur le filtre 



avec du chloroforme. Le filtrat final (volume : 600 ml environ) est abandon- 

né à +  OC pendant une nuit et débarassé par une filtration des sels d'argent 

collo~daux et des formyl-dérivés qui ont cristallisé. La solür,ion obtenue est 

traitée cinq fois consécutives par 200 ml d'eau distillée en ampoule à décanter. 

On obtient ainsi une "phase aqueuse" qui est purifiée par passage successif 

sur des colonnes (4 x 40 cm) d'échangeurs de cations (Dowex 50 x 8 ; "mesht' 

25-50 ; H+) , puis d'anions (Duolite A 102 D ; "mCsh1' 25-50 : HC02-) . La solution 
effluente, à laquelle on joint les eaux de lavage d,s colonLies (4 l), est éva- 

porée sous pression réduite jusqu'à l'obtention d'un sirop qui renferme les 

éthers méthyliques hydrosolubles. Après ce lavage 2 l'eau distillée, la fraction 

organique résiduelle est traitée par IO0 ml d'une solution aqueuse à I p. 100 

de thiosulfate de sodium, séchée par agitation en présence de sulfate de sodium 

anhydre et évaporée jusqu'à l'obtention d'un sirop qui représente la "phase 

organique" et contient les éthers méthyliques insolubles dans l'eau. La réas- 

sociation des deux phases constitue l'"extrait total". 

aphie en phase gazeuse des éthers méthyl%ques 

du mé thyld-D-mannos i de - 
- Chromatographie -------- -- -------- analytiqug 

Les éthers méthyliques du méthyl-cc -D-mannoside - ont été - 
analysés par chromatographie en phase gazeuse dans les conditions expérimentale4 

décrites pagel30. Les temps de rétention ont été ca1cul.é~ par rapport au temps 

de passage du méthyl-2,3,4, 6-tétra-O-méthyl-O( - -D-mannoside - . - 
Les dérives triméthylsilylés des éthers mgthyliques du 

méthyl-d -D-mannoside,obtenus - par le procédé de SWEELEY et al. (391), ont été - 
soumis à la chromatographie en phase gazeuse dans les conditions décrites p.133 

à la modification près de la température de la colonne qui a été programmée 

de IO0 à 1 5 0 ' ~  (augmentation de I'C par mn) .  

Les éthers méthyliques du méthyl-4-D-mannoside - ont été isolés - 
à partir de l'"extrait total" ou de la "phase organiqueH en adaptant les condi- 

tions précédentes à la chromatographie préparative : appareil Varian-Aerograph 

705 ; colonnes de métal (0,92 x 600 cm) remplies de Chromosorb W HMDS ("mesh" 

100-120) à 3 p. IO0 de Carbowax 6000 ; température de la colonne : 1 9 5 " ~  ; de 



l'injecteur : 210°C ; du détecteur : 200°C ; du collecteur ; i35"~ ; débit du 

gaz vecteur (N2) : 220 ml/m ; décomposition de l'effluent vers le détecteur : 

70 ml/mn, vers le collecteur : 200 ml/mn ; sensibilité : 1/32 ; volume injecté 
à chaque opération, manuellement ou automatiquement : 2 0 0 p  d'iiiie solution 

méthanolique à 7 p. IO0 (p : v) de l'"extrait total'' ou de lal'p;hase organique". 

Les fractions sont recueillies dans des tubes refroidis dans la glace. 

Dans ces cocditions expérimentales, les 2,3,4- et 3,4,6-tri- 

O-méthyl-dérivés possèdent le même comportement chromatographique et il est - 
nécessaire de soumettre le mélange préalablement triméthylsilylé selon le 

procédé classique de SWEELEY et al. (392) à une seconde chromatographie pré- 

parative en phase gazeuse. Celle-ci est réalisèe dans les conditions décrites 

ci-dessus aux modifications près suivantes : température de la colonne : 175"~ ; 
de l'injecteur : 180°C ; du détecteur : 1 8 5 " ~  ; du collecteur : 90°C ; volume 

Lnjecté : 200 1 d'une solution à 4,5 p. 100 (p : v) de triméthylsilyl-dérivés r- 
dans l'heptane. 

c) Dé-triméthylsilylation des méthyl-2-TMS-3,4,6- et 6-TMS- 

2,3, 4-tri-O-méthyl-0( -a-mannosides - 
Le radical triméthylsilyl peut être éliminé par le méthanol 

aqueux à reflux (HEDGLEY et OVEREND) (393). IO mg de dérivé triméthylsilylé 

sont dissous dans IO ml d'un mélange à parties égales de méthanol et d'eau et 

portés à reflux. Des aliquotes de 200r1 sont prélevées aux temps suivants : 

15 mn, 30 mn, 60 mn, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 5 h, 6 h et 8 h. Ces solutions sont 

évaporées, reprises par 20 1 de méthanol et 2 sont analysés en chromato- P Y 
graphie en phase gazeuse (colonne de verre : 0,3 x 300 cm, de Chromosorb W AW 

HMDS à 3 p. 100 de Carbowax 6000 ; température de la colonne : 150°C ; débit 

du gaz vecteur (N2) : 30 ml/mn) . 
d) Identification des éthers méthyliques du méthyl-N -D- 

mannoside 

La plupart des éthers méthyliques du méthyl-d -Dmannoside - - 
isolés par chromatographie préparative en phase gazeuse ont pu être identifiés 

en comparant leur comportement en chromatographie analytique en phase gazeuse 

avec celui d'éthers qui avaient pu être préparés par synthèse ou à partir d '  

oligosaccharides. En outre, la position des groupements méthoxylés a été con- 

firmée ou déterminée dans le cas de trois éthers diméthyiiques dont nous ne 

possédions pas les composés de référence : par oxydation periodique, par des 



réactions spécifiques appliquées aux éthers méthyliques du mannose apres  une 

chromatographie sur papier, par spectrographie de masse des éthers méthyliq~es 

préalablement réduits par le borodeutérure de sodium et peracétylés et par 

mesure de leur pouvoir rotatoire. 

- Pré~aration --- ..................... d'éthers méthyiigues témoins du méthY1-4 -D- 

mannoçibe 

Le méthyl-2,3,4,6-tétra-O-méthyl-4 - -D-mannoside - a été obtenu - 
par trois cycles de méthylation du mébhyl-d -D-mannoside - suivant HAKOMORI. - 
Les dérivés 2,3,4-, 2,3,6- et 3,4,6-tri-0-méthylés - ainsi que les dérivés 2,3- 

et 4,6-di-0-méthylés - étaient des produits de synthèse préparés par TAKERKART (394). 

Une solution témoin renfermant le 2,3,4,6-tetra-0-méthyl-, - les 2,4,6 et 3,4,6- 

tri-0-méthyl- - ainsi que le 3,4-di-0-méthyl- - dérivé du méthyl-q- mann nos ide - - 
a été obtenue par méthanolyse d'un perméthyl-mannane de Levure Q+)(KOCOUREK 

et BALLOU) (395) perméthylé par 3 cycles de méthylation selon le procédé de 

HAKOMORI dans les conditions expérimentales décrites plus haut (voir p.84 ) .  

- Oxydation -- ------- ~eriodiqgg ------ 

Les éthers méthyliques du méthyl-q-D-mannoside - ont été - 
oxydés par l'acide periodique suivant le mode opératoire de GLICK,CHEN et 

ZILLIKEN (396) : 0,7 ml de solution aqueuse de dérivé (1 de composé par ml i" 
de solution oxydante) est additionné de 0,3 ml de periodate de sodium 0,086 M 

et de 1,5 ml de tampon acétate de sodium 0,I M de pH 5,O. Le mélange est main- 

tenu à 4'~ et à l'obscurité. La consommation d'acide periodique est déterminée 

en suivant régulièrement l'absorbance de la solution mesurée à 310 mp . Au 
bout de 48 h l'absorbance est en général stabilisée. 

D- mannose ---------- 

Les éthers méthyliques du méthyl-d-D-mannoside - - sont d'abord 

soumis à une hydrolyse chlorhydrique (IO0 pl d'acide chlorhydrique 1,5 N par 

mg de composé ; 1,5 h à IOO'C). Les hydrolysats sont ensuite purifiés par un 

passage sur une colonne d'échangeur d'anions (Duolite A 102 D ; "mesh" 25-50 ; 

HC02-). La fraction effluente à laquelle on joint les eaux de lavage des 

(&) Nous adressons nos vifs remerciements au Professeur M. MASLER de BRATISLAVA 

qui nous a fourni un échantillon de mannane de Levure. 



colonnes e s t  évaporée à s i c c i t é  sous p re s s ion  r é d u i t e .  E l l e  e s t  e n f i n  analysée 

par  chromatographie s u r  pap ie r  Whatman no  1 dans l e  système so lvant  : n-butanoll 

é thano l l eau  (5 : 1 : 4 ; v:v) de HIRST e t  JONES (397) (durée de l a  chromato- 

graphie : 26 h ) .  La r é v é l a t i o n  des é t h e r s  méthyliques e s t  e f f ec tuée  à l ' a i d e  

des r é a c t i f s  su ivan t s  : 1") r é a c t i f  à l ' o x a l a t e  d ' a n i l i n e  de PARTRIDGE (398) ; 

2") r é a c t i f  à l a  d iméthylani l ine  de HOUGH, JONES e t  WADMAN (399) spéc i f ique  

des monosaccharides dont l 'hydroxyle en C-4 e s t  l i b r e  ; 3") r é a c t i f  au  chlorure 

de t r i phény l t é t r azo l ium de WALLENFELS (400) spéc i f ique  des monosaccharides dont 

1 'hydroxyle en C-2 e s t  l i b r e .  

- S ~ e c t r o g r a p h i e  de masse - ----- -- ------------ 
Les é t h e r s  di-O-méthylés - du méthyl-a -D-mannoside - ont  é t é  - 

analysés  e n  spec t rographie  de masse sous l a  forme de l e u r s  dér ivés  r é d u i t s  e t  

pe racé ty l é s .  Un po in t  important e s t  à r e l e v e r  i c i  : après  réduct ion  des sucres, 

l a  reconnaissance de l a  séquence des atomes de carbone n ' e s t  p l u s  poss ib l e .  

La réduct ion  par  l e  borodeutérure de sodium marquant l e  carbone C-1 a permis 

d 'é l iminer  c e t t e  d i f f i c u l t é .  En e f f e t  il y aura  un atome de deutérium s u r  l e  

carbone C-1  de chaque sucre, ce qu i  permet de l e  d i s t i ngue r  du carbone terminal 

C-6. Les fragments contenant  C-1 p r é sen ten t  une masse m + I  par  rappor t  à l a  

masse - m du fragment non deutéré .  

L ' app l i ca t ion  de l a  spec t rométr ie  de masse aux molécules 

organiques implique l e u r  bombardement par  un f a i sceau  d ' é l ec t rons  ou par  un 

champ é l e c t r i q u e  i n t e n s e ,  sous v ide  poussé, e t  l ' ana lyse  des p a r t i c u l e s  e t  

fragments chargés a i n s i  formés. Les ions p o s i t i f s  produi t s  par  l e  bombardement 

é l ec t ron ique  ou é l e c t r i q u e  de l a  molécule é tud iée  sont  accé l é ré s  par  des 

p l a t eaux  chargés négativement e t  sont  envoyés dans un tube d 'analyse recourbé 

où i l s  son t  t r i é s  par  l 'a imant  s e lon  l e  rappor t  de l e u r  charge à l e u r  masse(m/e). 

En 1966, GOLOVKINA, CHIZHOV e t  WULFSON (401) publ ien t  une 

étude s u r  l e s  a c é t a t e s  d ' a l d i t o l s .  Ces au t eu r s  ont  pu d i s t i n g u e r  deux types 

de fragments formés l o r s  de l ' ana lyse  en  spec t rométr ie  de masse ; d'une p a r t ,  

l e s  fragments pr imaires  dus à l a  coupure e n t r e  deux atomes de carbone e t  d ' a u t r e  

p a r t , l e s  fragments secondaires1 formés à p a r t i s  des  précédents  par  é l imina t ion  

d ' ac ide  acé t ique ,  de cé téne ,  die méthanol ou de radicaux formyl-. Dans l e  cas 

des a c é t a t e s  d ' l a ld i to l  pa r t i e l l emen t  méthyles on peut  p révo i r  t r o i s  coupures 

pr imai res  poss ib l e s  : 



BJORNDAL, LINDBERG e t  SVENSSON (402) ont  montré que l a  coupure 

çe p r o d u i t  e n t r e  l e s  c a r b o n ~ s  des s r r u c t u r e s  (1) e t  ( 2 )  de préférence à ceux 

de l a  s t r u c t u r e  (3 ) .  La charge p o s i t i v e  e s t  en e f f e t  s ~ a b i l i s é e  par l e  groupe- 

ment "méthoxy". On rencontre  peu de f ragnents  contenant des groupements "méthoxy" 

v o i s i n s  ; cec i  indique que l a  s t r u c t u r e  (1) e s t  scindée de préférence à l a  s t ruc -  

t u r e  ( 2 ) .  Les fragments secondaires  dé r iven t  des fragments pr imaires  par  élimi- 

n a t i o n  d ' ac ide  acé t ique  (60) ,  de cétène (42) ,  de méthanol (32) ou de formaldehyde 

(30).  Dans l e  t ab l eau  X m  (p162) nous reportons l e s  pr inc ipaux fragments pr imai res ,  

obtenus à p a r t i r  d ' a l d i t o l s  méthylés e t  acé ty l é s  e t  l e s  fragments secondaires 

qu i  en  dé r iven t .  

Synthèse des a l d i t o l s  a c é t a t e s .  

5  mg de dé r ivés  diméthylés du méthyl-a -D-mannoside - sont  hydro- - 
l y sé s  par  500 1 d 'acide chlorhydrique 1 , 5  N ,  à IOO'C pendant 1 , 5  h .  L'hydro- 

l y s a t  e s t  e n s u i t e  n e u t r a l i s é  par  un passage su r  une colonne d'échangeur d 'anions 

(Duoli te  A 102 D ; "mesh" 25-50; HC02). La f r a c t i o n  e f f l u e n t e  à l a q u e l l e  on 

j o i n t  l e s  eaux de lavage des colonnes e s t  évaporée à s i c c i t é  sous press ion  ré- 

d u i t e .  Le r é s i d u  e s t  r e p r i s  par  5 m l  d 'eau lourde e t  l a  s o l u t i o n  e s t  de nouveau 

évaporée à s i c c i t é .  Les é t h e r s  diméthyliques sont r e p r i s  par  5 m l  d 'eau lourde 

e t  r é d u i t s  en a l d i t o l s  par  50 mg de borodeutérure de sodium, pendant 3 h à 

température o r d i n a i r e .  Après t ra i tement  par  l e  Dowex 50x8 ("mesh" 25-50, H') 

jusqu 'à  pH 4 e t  concent ra t ion ,  on él imine l ' a c i d e  borique sous forme de bora te  

de méthyle,  par  c o d i s t i l l a t i o n  avec l ' a l c o o l  méthylique ( 3  f o i s ) .  Les é the r s  

diméthyliques du - D-mannitol son t  a l o r s  acé ty l é s  par  1 m l  du mélange pyridine-  - 
anhydride acé t ique  1 : 1, (v:v) à température o rd ina i r e  pendant une n u i t .  La 

f i g u r e 3 8  (p.163) donne un schéma des d i f f é r e n t e s  opéra t ions  conduisant aux 

a c é t a t e s  méthylés du mannitol.  Les é t h e r s  diméthyliques du - D-mannitol acé ty l é  - 
son t  d i ssous  dans l e  chloroforme e t  i n j e c t é s  dans une colonne dlECNSS-M à 

3 p. IO0,montée s u r  un chromatographe en phase gazeuse (température programmée 

de 2 7 0 " ~  à 200°c, à ra i son  de 2 " ~  par  rnn) lui-même couplé à un spectrographe de 

masse (*). 

(%) Nous adressons nos v i f s  remerciements au Docteur H.  MAYER,de FRIBOURG,qui a  

e f f e c t u é  l e s  ana lyses  en spec t rographie  de masse. 



TABLEAU XVIII 

Fragments primaires et secondaires obtenus à partir d'alditols méthylés acétylés 

Fragments primaires Fmgments secondaires 

- 2 AcOH 
-113 

- AcOH 
-202 



EH~OH 
1 -:  AC^/ Pyridine 
CHDOAc 

~ ~ 0 - è ~  
H 3~0-k  H 

H ~ - O C H ~  
H C- OAC 

CH,OA~ 
1 , 

Chromatographie en phase gazeuse 

I 
Spectrographie de masse 

Figure 38 

Schéma de synthèse des acétates méthylés du D-mannitol - - 
obtenus par hydrolyse, réduction par le borodeutérure de sodium et peracétylation 

des dérivés diméthylés du méthyl- O( -D-mannosidel - - 



- Pouvoir rotatoire ----------------- 
Les pouvoirs rotatoires des monosaccharides méthylés présentent 

en général des valeurs caractéristiques. Les pouvoirs rotatoires des éthers 

méthyliques du méthyl-a -D-mannoside - ont été mesurés sur un micropolarimètre - 
ZEISS dans des cuves de 2 cm de long en solution dans le méthanol. 

e) Dosage-des éthers méthyliques du méthyl-a -D-mannoside par - 
chromatographie en phase gazeuse 

Les réponses molaires des éthers méthyliques du méthyl-a -D- - - 
mannosides ont été déterminéespar chromatographie en phase gazeuse sur colonne 

de Chromosorb W AW HMDÇ à 3 p. IO0 de Carbowax 6000 par mesure de la surface 

des pics par rapport au méthyl-2,3,4,6-tétra-O-méthyl-a - -D-mannoside pris comme - - 
s tandart interne. 

3 - Résultats 
a) Chromatographie analytique 

Les résultats de la chromatographie analytique des éthers 

méthyliques du méthyl-a -D-mannoside - ont été rassemblés dans la figure 27 (p.134) - 
et le tableau XVI(P. 133. Nous avions constaté que tous les éthers méthyliques 

étaient résolus à l'exception des 2,3,4 et 3,4,6-tri-0-méthyl-dérivés - qui peuvent 

toutefois être identifiés (Fig. 28 ; p.136 et le tableauBiII. ; p.137) sous la 

forme de leur dérivé triméthylsilylé. L'application de notre procédé à l'analyse 

de la "phase aqueuse" et de la ''phase organiquel',obtenues après le traitement 

par l'eau de la solution chloroformique des dérivés méthylés du méthyl-a-D- - - 
mannoside,révèle que ce procédé réalise un fractionnement sélectif tout à fait 

relatif. En effet, la figure 39 (p.165) montre que, si le dérivé tétra-C-méthylé - 

se trouve en totalité dans la "phase chloroformique" et les éthers di-0-méthylés - 
dans la "phase aqueuse", les dérivés triméthylés se répartissent, au contraire, 

dans les deux phases. 

b) Chromatographie préparative 

La chromatographie analytique en phase gazeuse des éthers 

méthyliques du méthyl-a -D-mannoside, - telle que nous l'avons décrite dans le - 
paragraphe précédent a été adaptée à.la chromatographie préparative. Les résultats 

que nous avons obtenus peuvent se résumer de la manière suivante : 

- La chromatographie préparative de l'"extrait total1' (rendement 
9,5  g à partir de 8 g de méthyl- a-D-inannoside) - fournit, pour chaque injection - 
de 1 4  mg dl "extrait total", les quantités suivantes d'éthers méthyliques purs 

(Fig.40 ; p.166) qui correspondent à un rendement final de 96 p. 100 : 



F i g u r e  39 

Chromatographie a n a l y t i q u e  en  phase  gazeuse  des  é t h e r s  méthyl iques  du 

méthyl-a-D-maiinoside - p r é s e n t s  dans laIlphase chloroformique"  ( A )  e t  dans l a  - 
"phase aqueuse" ( B ) .  Colonne d e  v e r r e  ( 0 , 3  x 300 cm) r empl ie  de  Chromosorb W AF: 

HMDS ("mesh" 60-80) c o n t e n a n t  3 p .  100 de  Carbowax; t empéra tu re  de  l a  

colonne : 170°C ; d é b i t  du gaz v e c t e u r  ( N 2 )  : 30 ml/mn . 



Figu re  40 

Chromatographie en phase gazeuse des  é t h e r s  t é t r a - ,  t r i -  e t  di-0-méthylés - du 

méthyl-a-D-mannoside - i s o l é s  par  chromatographie p r é p a r a t i v e  en phase gazeuse. - 
Colonne de v e r r e  (0 ,3  x 300 cm) remplie  de Chromosorb W AW HMDS ("mesh"60-80) 

,-\, contenant  3 p .  100 de Carbowax 6000 ; température d e  l a  colonne : 170°C ; ; '.  
i 

d é b i t  du gaz vec teur  (N2) : 30 ml/mn ; T : mélange témoin. I ' < < '  

-\.., 



- La chromatographie préparative (Fig. 41 A ; p. 168) de 9 mg 
du mélange des méthyl-2-TMS-3,4,6-tri-O-méthyl- - et 6-TMS-2,3,4-tri-O-méthyl-a- - 
D-mannosides fournit 2,73 mg du premier et 4,48 mg du second composé. - - 

- L'isolement du tétra-0-méthyl - et des quatre tri-0-méthyl- - 
dérivés peut encore être réalisé à partir de la ''phase organique" (3 g pour 9,5 g 

d'''extrait total") préalablement triméthylsilylée. En effet, comme le montrent 

la figure 28(p. 136) et le tableau XVII(~. 137) , la chromatographie en phase gazeuse 
sur Chromosorb W AW HMDS à 3 p. IO0 de Carbowax fournit d'excellentes résolu- 

tions des cinq composés précédents. Les quantités obtenues pour chaque injection 

de 9 mg de "phase organique" triméthylsilylée sont les suivantes : 

c) Dé-triméthylsilylation des méthyl-TMS-tri-O-inéthyl- a- 

D-mannosides 

La cinétique de dé-triméthylsilylation des dérivés triméthyl- 

silylés des méthyl-3,4,6- et 2,3,4-tri-0-méthyl- - a -D-mannosides - (Fig. 42 ; p .169 ) - 
nous a permis de fixer à 8 h le temps d'élimination quantitative du radical 

triméthylsilyle. Dans ces conditions la dé-triméthylsilylation de 2,73 mg du 

méthyl- a-D-mannosides - conduit finalement à l'isolement (Fig.41~ ; p.168 ) de - 
2,3 mg de mé~hyl-3,4,6-tri-0-méthyl- - et de 3,77 mg de méthyl-2,3,4-tri-0- - 
méthyl- a-D-mannosides. - - 



Figure 41 

Chromatographie en phase gazeuse des méthyl-2-TMS-3,4,6-tri-pméthyl et '--,H 

6-TMS-2,3,4-tri-0-méthyl-a-D-mannosides - - (A) et des méthyl-3,4,6- et - 
2,3,4-tri-0-méthyl-a-D-mannosides - - (B) obtenus par traitement des TMS - 
précédents par le méthanol aqueux à l'ébullition. Colonne de verre (0,3x 300cm) 

remplie de Chromosorb W AW HMDS ("mesh" 60-80) contenant 3 p. 100 de 

Carbowax 6000; température de la colonne : 150°C; débit du gaz vecteur (N2) : 

30 ml/mn; T : mélange témoin. 



Figure 42 

Chromatographiesen phase gazeuse de la cinétique de dé-triméthylsilylation 

du méthyl-2-TMS-3,4,6-tri--méthyl-a-~mannoside. - Colonne de verre (0,3~300cm) 

remplie de Chromosorb W AW HMDS ("mesh" 60-80) contenant 3 p. 100 de 

Carbowax 6000; température de la colonne : 150°C; débit du gaz vecteur (N2) : 

30 ml/mn . 



Les rendements obtenus par dé-triméthylsilylation des TMS 

dérivés des méthyl-3,4,6-, 2,4,6-, 2,3,6- et 2,3,4-tri-0-méthyl-a-D-mannosides - - - 
sont les suivants : 

3,4,6-tri-0-méthyl- - : I,05 mg 

2,4,6-tri-0-méthyl- - : 1,52 mg 

2,3,6-tri-0-méthyl- - : 0,9 mg 

2,3,4-tri-0-méthyl- - : I , 7  mg 

d) Identification des éthers méthyliques du méthyl-a- 

D-mannoside 

- Les éthers méthyliques du méthyl-a -D-mannoside - suivants - 
ont été identifiés en comparant leur comportement chrornatographique avec celui 

des composés de référence obtenus par synthèse organique ou préparés à partir 

de polysaccharides : 2,3,4,6-, 2,3,4-, 2,4,6-, 2,3,6-, 3,4,6-, 2,3-, 3,4- et 

436 - .  
- L'oxydation periodique des 6 isomères di-0-méthylés - du 

méthyl- a-D-mannoside - nous a permis d'identifier les éthers diméthyliques 2,4-, - 
2,6- et 3 , 6 -  dont nous ne possédions pas les produits de référence : la consom- 

mation d'acide ~eriodique par ces trois dérivés isolés par chromatographie pré- 

parative en phase gazeuse a été respectivement de 0,I et O mole (Fig.43 ; p.171). 

- Les révélations spécifiques réalisées après chromatographie 
sur papier Whatman nO1 (Fig. 44 ; p. 172) permet de discriminer les 2,4- et 3,6- 

di-0-méthyl-dérivés - ; en effet, les révélations par le chlorure de triphényl- 

tétrazolium et par la N-diméthylaniline sont négatives pour le premier et 

positives pour le second. 

- Ces résultats sont confirmés par l'analyse des spectres 
de masse des dérivés acétylés des diméth~l-mannitols (Fig. 45 ; p .173 et tableau XIX ; 

p.174). En effet le composant du pic 2 de la chromatographie en phase gazeuse 

sur Carbowax 6000 avec 1e.s fragments m/e 118, 189 et 234 dérive d'un 2,4-di-0- - 
méthyl-hexitol et le composant du pic 3 de la chromatographie en phase gazeuse 

sur Carbowax 6000 avec les fragments m/e 45, 190 et 233 dérive d'un 3,6-di-0- - 
méthyl-hexitol. 

Enf in dans le tableau xx (P .175) nous avons rassemblé les 
valeurs des pouvoirs rotatoires des éthers méthyliques du méthyl-a -D-mannoside. - - 
Ceux-ci coricordent avec ceux trouvés par d'autres auteurs. 
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Figure 44 

".-,.d 
Chromatographie sur papier des éthers méthyliques du D-mannose. Papier - - 
Whatman no 1; système solvant : n-butanol/éthanol/eau (5 : 1 : 4 ) ;  durée de 

la chromatographie : 26 h; révélations par le réactif a'l'oxalate d'aniline (A), 

par le réactif au chlorure de triphényltétrazolium (B) et par le réactif à 

la diméthylaniline (Cl. 
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Figure 45 

Spectres de masse des dérivés acétylés  des di-2-méthyl-mannitols. 
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TABLEAU XX 

Pouvoirs rotatoires des éthers méthyliques du méthyl-a-D-mannoside - obtenus par chromatographie en phase gazeuse - 
préparative 

2,3,4,6-tétra-O-méthyl- + 70,z0 (CH30H),IRVINE et MOODIE(403 

2,3,4-tri-O-méthyl- i 47' (H20) , SMITH et al. (404) 

+ 67" (H20) , HAWORTH et al. (405) 
+ 47,6" (CZH50H) ,NORRMAN (400) 

3,6-di-O-méthyl- 

+ 50~3' (CH30H) ,HANDA et 
MONTGOMFRY (407) 

-- 



e) Dosage des éthers méthyliques du rnéthyl- û -D-mannoside 

par chromatographie en phase gazeuse 

Les valeurs des réponses molaires des éthers méthyliques 

du méthyl- a-D-mannoside - sont rassemblées dans le tableau X=(p .l77 ) . Ces ré- - 
ponses molaires vont nous permettre de doser les éthers méthyliques du mannose 

présents dans les glycopeptides ou les oligosaccharides perméthylés par chroma- 

tographie en phase gazeuse de leur méthanolysat. 

4 - Discussion 
La chromatographie en phase gazeuse analytique sur colonne 

de Chromosorb W AW HMDS contenant 3 p. IO0 de Carbowax 6000 permet d'identifier 

en une seule étape les éthers tétra-, tri- et di-0-méthylés - du méthyl- a-D- - - 
mannoside à l'exception des 2,3,4- et 3,4,6-tri-O-méthyl-éthers - qui peuvent 

toutefois être séparés, dans un second temps, à l'aide de la même colonne sous 

la forme de leurs dérivés triméthylsilylés. Les éthers méthyliques ainsi ana- 

lysés ont pu être préparés rapidement et avec de bons rendements, en adaptant 
1 

les conditions de la chromatographie analytique à la chromatographie préparative. 

Dans les conditions de méthylation partielle du méthyl- a - 
D-mannoside que nous avons décrites plus haut, nous n'avons pas pu préparer 
7 - 
les dérivés monométhylés. Dernièrement nous avons déterminé les conditions de 

temps et de réactifs (iodure de méthyle et oxyde d'argent) qui permettent la syn- 

thèse préférentielle des quatre isomères mono-0-méthylés. - Ceux-ci seront isolés 

par chromatographie en phase gazeuse préparative selon un mode opératoire voisin 

de celui qui nous a permis d'isoler les isomères tétra-, tri- et di-0-méthylés - 
du méthyl- a-D-mannoside. - 
C - PREPARATION DES ETHERS METHYLIQUES DU D-GALACTOSE 

1 - Princi~e 

Les glycannes des glycoproteines possèdent généralement du 

galactose. Ce monosaccharide occupe une position plus externe dans la molécule. 

En effet, il constitue parfois le monosaccharide terminal non réducteur d'une 

chaine glycannique ou l'avant dernier sucre et dans ce cas il est substitué 

par une mole d'acide N-acétyl neuraminique ou de fucose. Les premiers éthers 

qu'il fallait donc synthétiser étaient le perméthyl-galactose et les quatre 

isomères triméthylés. Comme dans le cas du - D-mannose, nous nous sommes tournés - 
vers la chromatographie en phase gazeuse préparative des éthers méthyliques 

obtenus par méthylation partielle du méthyl-a -D-galactoside. - Nous commençons - 
actuellement cette étude sur les éthers méthyliques de ce monosaccharide aussi, 



TABLEAU XXI 

Réponses molaires des éthers méthyliques du méthyl-a-2-mannoside déterminées - 
par rapport au méthyl-2,3,4,6-tétra-2-méthyl-a-D-mannoside. - - 



nous rassemblerons dans ce paragraphe quelques résultats fragmentaires. 

2 - Mode opératoire 
a) Cinétique de méthylation du méthyl- a-D-galactoside 

Afin de déterminer les meilleures conditions d'obtention des 

dérivés triméthylés, diméthylés ou monométhylés du méthyl- a-D-galactoside, - 
- 

nous avons effectué une cinétique de temps de méthylation. 

A une solution maintenue à O"C de 1 g de méthyl- a-D-galac- - - 
toside (Koch-Light Laboratories) dans 18 ml de diméthylformamide on ajoute, 

par petites fractions et sous agitation constante, 1 ml d'iodure de méthyle 

(PROLABO) et 2 g d'oxyde d'argent. On laisse ensuite le mélange se réchauffer 

progressivement à la température du laboratoire et on prélève dans la première 

heure de la réaction,toutes les quinze minutes, ensuite toute,: les heures, 

une aliquote qui est centrifugée et immédiatement analysée en chromatographie 

en phase gazeuse. 

b) Chromatographie en phase gazeuse des éthers méthyliques 

du méthyl-a-D-galactoside 

Les éthers méthyliques du méthyl-a-D-galactoside - ont été - 
analysés et préparés par chromatographie en phase gazeuse dans des conditions 

identiques à celles décrites pour les dérivés méthylés du méthyl-a-D-mannoside. - 

c) Identification des éthers méthyliques du méthyl- a-D- 

galactoside 

Les éthers méthyliques isolés par chromatographie préparative 

en phase gazeuse ont été identifiés en comparant leur comportement en chroma- 

tographie analytique en phase gazeuse avec celui d'éthers qui avaient pu être 

préparés par synthèse (TAKERKART) (410) : 2,3,4,6-tétra-O-méthyl-, - 2,3,4-, 

2,3,6-, 3,4,6-tri-0-méthyl-, - 2,3-, 2,6- et 4,6-di-0-méthyl-dérivés - ou à partir 

d'oligosaccharides du lait de Femme de structure connue (GRIMMONPREZ) (411) : 

2,4,6-tri-0-méthyl- - et 2,4-di-0-méthyl-dérivés. - 

3 - Résultats 
a) Cinétique de méthylation du méthyl-a -D-galactoside 

Nous avons rassemblé dans la figure 46(p.179) les résultats 

de la cinétique de méthylation. A la lecture de ces diagrammes de chromatogra- 

phie en phase gazeuse, nous avons choisi trois temps différents de méthylation : 

le temps 5 h pour préparer les dérivés mono-0-méthylés, - le temps 6 h pour pré- 

parer plus spécifiquement les dérivés di-O-méthylés - et enfin le temps 9 h, 



Figure  46 

Chromatographie en phase gazeuse des é t h e r s  méthyliques du méthyl-a-D-galactosi - - 
obtenus par  méthylat ion p a r t i e l l e  de ce monosaccharide. Colonne de v e r r e  

(0,3 x 300 cm) remplie d e  Chromosorb W AW HMDS contenant  3 p. 100 de Carbowax 

6000; température de l a  colonne : 200°C; d é b i t  du gaz vec teur  ( N ~ )  : 30 mllmn. 



pour isoler les éthers tri-0-méthylés - du méthyl- a-D-galactoside. - Nous avons - 
donc entrepris la préparation des éthers triméthyliques par méthylation partielle 

de 8 g du méthyl- a-D-galactoside. - Le mode opératoire de méthylation est iden- - 
tique à celui du méthyl- a-D-mannoside - à l'exception des quantités d'agent de - 
méthylation et de catalyseur ainsi que du temps de contact (140 ml de diméthyl- 

formamide ; 8 ml d'iodure de méthyle ; 16 g d'oxyde d'argent ; temps de contact : 

9 h). Le lavage à l'eau de la solution chloroformique des dérivés méthylés du 

méthyl-galactoside fournit une ''phase aqueuse" enrichie en éthersdiméthyliques, 

la solution chloroformique séchée par le sulfate de sodium représente la "phase 

organique" et contient les éthers insolubles dans l'eau. 

b) Chromatographie en phase gazeuse des éthers méthyliques du 

méthyl- a-D-galactoside - 
Les résultats de la chromatographie analytique des éthers 

méthyliques du méthyl-a -D-galactoside - isolés dans la "phase organique" et - 
dans la "phase aqueuse" sont rassemblés dans la figure 47(p.181). Nous cons- 

tatons d'une part le partage des éthers triméthyliques dans la "phase organique'' 

et dans la "phase aqueuse", seul le tétra-0-méthyl-dérivé - se trouve en totalité 

dans la phase chloroformique d'autre part, la séparation des dérivés triméthylés 

est moins satisfaisante qu'en ce qui concerne leurs homologues du méthyl-a - 
D-mannoside ; seul le méthyl-2,3,4-tri-Ométhyl-D-galactoside se sépare distinc- - - - - - 
tement des trois autres éthers qui forment un bloc; enfin, les éthers di- 

méthyliques sont résolus dans les condit&ons de la chromatographie. 

La chromatographie préparative de la "phase organique" sur 

colonne de Chromosorb W à 3 p. IO0 de Carbowax 6000 nous a permis d'isoler deux 

éthers à l'état pur : les méthyl-2,3,4,6-tétra-O-méthyl- - et 2,3,4-tri-0-méthyl- - 
a-D-galactosides. - Les méthyl-2,3,6-, 2,4;6- et 3,4,6-tri-O-méthyl-galactosides - - 
ont été collectés ensemble (Fig. 48 ; p.182). Nous expérimentons actuellement 

sur d'autres phases liquides pour tenter de séparer correctement ces trois 

éthers triméthyliques. Toutefois, la chromatographie en phase gazeuse analytique 

des dérivés triméthylsilylés des éthers triméthyliques permet d'identifier très 

nettement le méthyl-4-TMS-2,3,6-tri-0-méthyl-D-galactoside. - - Nous pensons donc - 
pouvoir isoler ce dérivé méthylé par chromatographie en phase gazeuse préparative. 

c )  Discussion 

Les résultats de la préparation des éthers méthyliques du 

méthyl-a-D-galactoside - sont encore trop fragmentaires pour que nous puissions - 
tirer des conclusions intéressantes. Toutefois, la chromatographie analytique 



Figure  47 

Chromatographie en phase gazeuse des é t h e r s  m4thyliques du méthyl-a-2-galactoside - 
présen t s  dans l a ' p h a s e  organiquet '  ( A )  e t  dans l a  "phase aqueuse" (B). Colonne 

de v e r r e  (0 ,3  x 300cm) remplie  de Chromosorb W AW HMDS ("mesh" 60-80) contenant 

3 p. 100 de Carbowax 6000; température de  l a  colonne : 170°C; d é b i t  du gaz 

vec teur  (N2) : 30 ml/mn. 



Figu re  48 
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Chromatographie en phase gazeuse des  dé r ivés  t é t r a -  e t  t r i -0-méthylés  du - 
méthyl-a-D-galactoside i s o l é s  p a r  chromatographie p r é p a r a t i v e  en phase gazeuse. 

I 

Colonne de v e r r e  (0 ,3  x 300 cm) remplie  de Chromosorb W AW HMDS ("mesh" 60-80) 

contenant  3 p.  100 de Carbowax 6000 ; température de  l a  colonne : 150°C ; 

d é b i t  du gaz vec t eu r  ( N ~ )  : 30 ml/mn ;T : mélange témoin. 



des éthers préparés par méthylation partielle de ce monosaccharide nous en- 

courage à poursuivre notre effort ; nous avons pu constater les séparations 

satisfaisantes des éthers diméthyliques. Nous pouvons donc envisager à pré- 

sent leur fractionnement par chromatographie préparative en phase gazeuse. 

Enfin, nous n'avons pas parlé dans ce chapitre de la synthèse 

des éthers méthyliques du - L-fucose,monosaccharide présent dans certains glyco- - 
protides et oligosaccharides. En fait ce monosaccharide occupe toujours, 

dans les chaînes glycanniques, la position terminale non réductrice. Le pro- 

blème se? résume donc à la synthèse du perméthyl-&-fucose qui est facile- - 
ment réalisée par perméthylation du monosaccharide. 

D - CONCLUSIONS GENERALES CONCERNANT L A  PREPARATION DES ETHERS METHYLIQUES TEMOINS 

Les conclusions que nous pouvons tirer de notre étude sur 

la préparation des éthers méthyliques sont les suivantes : 

1 - La méthylation d'oligosaccharides de structure connue nous a fourni 

rapidement et dans un état de pureté satisfaisant les éthers méthyliques de 

la glucosamine suivants : la 3,6- et la 4,6-di-O-méthyl-glucosamine, - la 4- et 

la 6-mono-O-méthyl-glucosamine. - La perméthylation de la N-acétylglucosamine 

nous a fourni la 3,4,6-tri-0-méthyl-glucosamine. - 

2 - Tous les éthers méthyliques de la glucosamine ont été analysés en 
chromatographie en phase gazeuse sous la forme de leur dérivé triméthylsilylé, 

la fonction -NH2 ayant subi une N-méthylation. 

3 - La méthylation partielle des monosaccharides "neutres" (galactose et 
mannose) permet de préparer, en mélange, les éthers méthyliques de ces sucres. 

Ces derniers ont pu être fractionnés et isolés par chromatographie préparative 

en phase gazeuse en adaptant à cette technique les conditions opératoires de 

la chromatographie analytique en phase gazeuse. Nous avons pu ainsi préparer 

et isoler le perméthyl-mannose, les quatre dérivés tri-0-méthylés - et les 6 

isomères di-0-méthylés - dont nous avons précisé quelques propriétés physico- 

chimiques. Nous devrions isoler dans un proche avenir les 4 isomères mono-0- - 

méthylés. En ce qui concerne les éthers méthyliques du galactose, les premiers 

essais sont encourageants puisque nous séparons les 6 isomères diméthylés que 

nous pourrons facilement isoler par chromatographie préparative en phase gazeuse. 

Ces procédés de synthèse ne sont pas aussi élégants que ceux 

de la chimie organique classique. Toutefois ils permettent d'isoler des quan- 

tités appréciables de dérivés qui seraient, pour certains d'entre eux, très 

long et très difficiles à synthétiser par les voies classiques. 



2ème P A R T I E  

A P P L I C A T I O N  DE L A  PERMETHYLATION A L ' E X P L O W i T I O N  DE L t i  

STRUCTURE D 'OLIGOSACCHARIDES L I B R E S  E T  CONJUGUES 

1 - STRUCTURES DES GLYCANNES DE L'OROSOMUCOTDE, DE L'OVOMLJCOIDE E T  DE L A  

T W S F E R R I N E  

2 - STRUCTURES D 'OLIGOSACCHARIDES I S O L E S  DE D I V E R S  MILIEUX.  (HYDROLYSE 

PARTIELLE DE L'OROSOMUCOTDE, ACETOLYSE DE L'OVOMUCOTDE, URINE H U ~ I N E )  



Dans le cadre d ' u r  travail d'équipe sur la structure des 

glycannes des glycoproteines, nous avons appliqué nos procédés de méthy- 

lations et d'identification dc.; G t i r ~ x - ç  méthyliques à certains glycopeptides 

isolés de diverses glycoprot~i~~r~~ Ti est bien certain que ces techniques 

font parti d'un ensemble de 715t" - 7 - n  qiii  permettent de préciser la nature 

et les quantités des monosaccha~id~i présents dans la glycoprotéine, l'en- 

chainement de ces dérivés dans 13 : aîne glycannique, la nature des points 

d'attache et enfin l'anoméric des ljaiçons. Il est donc indispensable d'as- 

socier plusieurs techniques d3nt chacun des membres de1'l1équipe"est respon- 

sable : dosage des monosaccharides (SPIK) ( 412 ) , hydrolyse ménagée et acé- 
tolyse (BAYARD) ( 413 ) , ctxqldz-ir-: F--riodique (STRECKER) ( 414 ) , hydrolyse 
enzymatique (BOUQUELET) ( 4 3 5  3 - 

Nous const3re;czE dûns ce chapitre qu'un travail précis ne 

peut être réalisé que lorsque i ' r v -  2s est effectuée sur un glycanne pur, en 

effet l'application des techr~lsi-cs zftées plus haut sur les glycopeptides 

totaux de lt~osomucofde(5 :l.al;~cz ~1;-zaïiniques) et du glycopeptide p de 1' 

ovomucoïde (4 chaînes glytrr-iqû~c:) ae nous ont pas permis de donner des 

structures complètes ; il -'-Y ~ 3 1  x 5  de même sur les deux glycopeptides de 

la transferrine humaine q t . 2  Êi--e  fractionnés (CHARET, SPIK et MONTREUIL) 

(416) et pour lesquelles ! E S  =:z - - -  - - ---- - >  seront discutées. 

? 

I - ETUDE DES GLYCOPEPTIDES TOTAU" 3- - ---- -zv SOMUCOYDE 

L'orosomclcei?~ z z z  glyeoprotéine acidealdu sérum humain fait, 

depuis plus de vingt ans, 12cc;er ~i recherches très actives en raison de 

sonimportance chimique eL ac se* 3"cprlétés physico-chimiques très particu- 

lières. L'étude des variarlork 6.5 s z  concentration dans le sang apporte des 

renseignements extrèmement préLieal, dzns le diagnostic et dans l'évolution 

de certains cas pathologiques ccrii;- par exemple, le rhumatisme articulaire 

aigu, les phénomènes inflamût?rr~ç le cancer. La grande facilité avec 

laquelle cette glycoprotéine p c u ~  ê ~ r e  isolée du sérum et sa grande richesse 

en sucre (40 p. 100) expliquent 1 arcrait des chercheurs pour cette glycopro- 

STRUCTURES DES GLPCANNES DE L'OROSOMUCO~DE~DE L'OVOMUCOPDE 

E r ~  DE LA II?ANSFERRINE 

- .------ A 



teine (voir à ce sujet les revues générales de JEANLOZ (417) et de 

MONTGOMERY (418) ).L'orosomuco~de n'est pas dénaturé par la chaleur,il n'est 

pas précipité par l'acide perchlorique I,8 M et l'acide trichloracétique 

à 20 p. 100. Il est précipité par le sulfate d'ammonium à saturation et 1' 

éthanol à pH 3,5. Il constitue le composant le plus stable et le plus acide 

du sérum humain. Le point isoélectrique de la molécule est de 2,7 en tampon 

phosphate de force ioaique 0,I (SCHMID) (419) et sa masse moléculaire est 

de 44.100 (SMITH) (420). Cette protéine a pu être dissociée en plusieurs va- 

riants (SCHMID) (421) dont certains ont pu être isolés (YAMASHINA) (422). 

La structure primaire de la protéine a été particulièrement étudiée par 

SCHMID (423) quant à la fraction glucidique, plusieurs schémas de structure 

statistique ont été proposés (SATO et al.) (424),(WAGH, BORNSTEIN et WINZLER) 

(425) ; la molécule contient 5 chaînes glycanniques de masse moléculaire 

moyenne de 3.100, 

A - MODE OPERATOIRE 
1 - Préparation de l'orosomuco~de 

~'orosomuco~de a été préparé par un procédé original de 

relargage au sulfate d'ammonium qui permet d'isoler une fraction nettement 

enrichie en cette glgcoprotéine qui ne précipite qu'à saturation (voir Fig. 

49; p. 187). Ce précipité enrichi en orosomuco~de (précipité P ) est purifié 5 
par chromatographie sur résine carboxylique de type XE 64 (Amberlite IRC 50) 

selon le procédé de SCHMID et al. (426). La glycoprotéine obtenue est homo- 

gène en électrophorèse, en immuno-électrophorèse et en ultracentrifugation. 

La composition centésimale en glucides est la suivante : I4,5 p. 100 de mo- 

nosaccharides neutres, I0,5 p. IO0 d'osamines et I0,8 p. 100 d'acides siali- 

ques. La fraction glycannique est constituée de galactose, de mannose, de 

fucose, de N - acétylgiucosamine et d'acide N - acétyl neuraminique. 

2 - Préparation des glycopeptides de l'orosomuco~de 
L'hydrolyse pronasique, la défécation trichloracétique et 

la purification des hydrolysats sur échangeurs d'ions et sur colonne de 

Séphadex G - 25 ont été réalisées dans les conditions qui ont été décrites 
dans le chapitre précédent (p. 68). On obtient de cette manière les glyco- 

peptides totaux dont la composition centésimale en glucides est la suivante : 

30,5 p. 100 de monosaccharides neutres, 34,5 p. 100 d'osamines et I9,3 p. 100 

d'acides sialiques. Ces glycopeptides ne possèdent que de l'acide aspartique, 

de la thréonine et de la lysine comme amino-acides (respectivement dans les 



- 187 - 

- V volume d e  plasma humain + V volume d ' u n e  s o l u t i o n  d e  s u l f a t e  d'ammonium 

s a t u r é e .  

- Amener à pH 3,5. 

- L a i s s e r  r e p o s e r  une n u i t  à 4"C, p u i s  c e n t r i f u g e r .  

S o l u t i o n  SI E3 P r é c i p i t é  P l  ; 
- Amener à pH 6 , 2  p u i s  à 213 s a t u r a t i o n  en s u l f a t e  d'ammonium 
- L a i s s e r  r e p o s e r  une n u i t  à 4OC, f i l t r e r  s u r  p a p i e r  Whatman no 1 

S o l u t i o n  S2 i P r é c i p i t é  P2 tIIIl 
- Amener à pH 4 , 9  
- L a i s s e r  r e p o s e r  une n u i t  à 4OC, f i l t r e r  s u r  p a p i e r  Whatman no 1 

S o l u t i o n  S3 u P r é c i p i t é  P3 i__l 
- Amener à pH 3 , 7  
- L a i s s e r  r e p o s e r  une n u i t  à 4OC, f i l t r e r  s u r  p a p i e r  Whatman na 1 

S o l u t i o n  Sq EIIl P r é c i p i t é  P4 m 
- S a t u r e r  l a  s o l u t i o n  p a r  l e  s u l f a t e  d'ammonium 
- L a i s s e r  r e p o s e r  48 h  à 4"C, f i l t r e r  s u r  p a p i e r  Whatman no 1 

El iminée  

b 

F i g u r e  49 

Fract ionnement  p a r  l e  s u l f a t e  d'ammonium du plasma humain. 

S o l u t i o n  Sg 

F r a c t i o n  e n r i c h i e  
en orosomucoPde 

P r é c i p i t é  Pg 



rapports I,0,44, 0,7). 

3 - Oxydation periodique des glycopeptides de l'orosomuco~de 
Afin d'étudier la fraction interne des glycannes liée à 

la protéine, nous avons soumis le mélange des glycopeptides à l'oxydation 

periodique : 

Une solution de IO0 mg de glycopeptide dans 25 ml d'eau 

est additionnée de 25 ml de métaperiodate de sodium 0,02 M. Le mélange est 

maintenu à + 4 " ~  et à l'obscurité. La consommation d'acide periodique est 

déterminée en suivant régulièrement l'absorbance de la solution mesurée à 

310 mp . Après 8 jours, l'absorbance est stabilisée et la réaction est ar- 
rêtée en amenant la solution à pH 7 avec de l'hydroxyde de baryum. Après 

un repos de 2 heures à 4" C, le précipité formé est éliminé par centrifu- 

gation. Les polyaldéhydes apparus lors de l'oxydation sont réduits par le 

borohydrure de potassium (250 mg) pendant 18 heures. La solution,amenée à 

pH 6 par de l'acide acétique,est évaporée à siccité et l'acide borique est 

libéré sous forme de borate de méthyle par codistillation avec un mélange 

acide acétique méthanol (1 : 5 v/v). 

Le résidu est repris par IO ml d'eau et la solution est 

amenée a pH 1 par de l'acide sulfurique 2 N, l'hydrolyse est poursuivie 

pendant 18 heures à température ordinaire. La solution est alors neutrali- 

sée par de l'hydroxyde de baryum et le précipité de sulfate de baryum est 

abondamment lavé par de l'eau distillée. Le surnageant et les eaux de la- 

vage sont évaporés à siccité. Le glycopeptide résistant à l'oxydation per- 

iodique est isolé par chromatographie sur Séphadex G - 25. 
La composition centésimale en monosaccharides "neutres" 

et osamines, ainsi que leur identificati~n~ont été déterminées par l'ap- 

plication des méthodes calorimétriques et chromatographiques décrites pré- 

cedement (voir p. 69) . 
4 - Perméthylation des glycopeptides 

La perméthylation des glycopeptides, l'hydrolyse, le frac- 

tionnement des éthers méthyliques et leurs identifications ont été réalisés 

dans les conditions décrites dans le chapitre précedent (voir p.83 et p. 138 ) .  

Cependant nous avons remarqué que les glycopeptides riches en acides sia- 

liques se méthylaient très difficilement, cette observation avait d'ailleurs 

été signalee par GRIMMONPREZ (427) lorsqu'il méthylait un oligosaccharide 

du lait de Femme riche en acides sialiques : le disialyllacto- N - tétraose. 
Pour cette raison nous avons réalisé la méthylation des'sialo-glycopeptides 



sous la forme de leur sel de potassium : IO0 mg de glycopeptide dissous 

dans le minimum d'eau sont amenés a pH 8 par une solution aqueuse de po- 

tasse 0,OI N. La solution est alors inmédiatement congelge, puis lyophi- 

lisée. Les glycopeptides ainsi neutralisés peuvent subir les réactions de 

méthylation. 

B - RESULTATS 

1 - Perméthylation des glycopeptides totaux de l'orosomuco~de 
Les glycopeptides perméthylés ont été hydrolysés et 1' 

électrophorèse préparative sur papier nous a fourni une fraction "basique" 

contenant les éthers méthyliques de la glucosamine et une fraction "neutret' 

renfermant les éthers méthyliques des monosaccharides neutres. 

Nous avons identifié, par chromatographie en phase gazeuse, 

un pic unique de 3,6-di-O-méthyl-glucosamine - (Fig. 51 p. 191). 

La chromatographie préparative sur papier des éthers mé- 

thyliques isolés de la bande neutre de l'électrophorèse préparative nous 

a fourni trois fractions (Fig.5Op.190). Dans chaque fraction nous avons 

caractérisé les monosaccharides méthylés par identification de leur produit 

de perméthylation ; dans la fraction 1 : du perméthyl-fucose, galactose 

et mannose, dans la fraction 2 : uniquement du perméthyl-galactose, dans 

la fraction 3 : du perméthyl-mannose. 

L'identification des éthers méthyliques présents dans 

chaque fraction a été réalisée par chromatographie en phase gazeuse sur 

colonne de ChromosorbW à 3 p. IO0 de Carbowax 6.000 (Fig.51p.191). Dans 

la fraction 1 : le méthyl-2,3,4--tri-0-méthyl-fdcoside - , le méthyl- 
2,3,4,6-tétra-2-méthyl-galactoside et le méthyl-3,4,6-tri-2-méthyl- 

mannoside . Dans la fraction 2 : les méthyl-2,4,6- et 2,3,4-tri-2-méthyl- 
galactosides . Dans la fraction 3 : les méthyl-3,4-, 2,4- et 3,b-di- 

O-méthyl-mannosides. - 

2 - Perméthylation des glycopeptides résistants à l'oxydation periodique 

L'oxydation periodique des glycopeptides totaux de l'oro- 

somucoïde fournit le noyau central qui est constitué de : mannose, de N- 

acétylglucosamine et d'acide aspartique dans les rapports, respectivement, 

de 3,3,I. 

L'identification des monosaccharides méthylés libérés par 

hydrolyse du glycopeptide perméthylé a été réalisée classiquement par chro- 

matographie en phase gazeuse. Les résultats sont rassemblés dans la figure 52 

( p .  192). 



Figure 50 

Chromatographie préparative sur papier des éthers 

méthyliques des monosaccharides (galactose, mannose et fucose) présents 

dans la fraction électrophorétique "neutre" des hydrolysats chlorhydriques 

des glycopeptides de l'orosomuco~de. 

Papier Whatman no 3 MM ; système solvant : n-butanol/ 
(7%) 
, , L i  
-. --.A 

éthanol/eau (2:I:I) ; durée de la chromatographie : 18 h ; révélation par 

le réactif à l'oxalate d'aniline ; T.M.G: témoin de mannose et de galactosv 

T1,T2,T3,T4 r dépôts témoins, respectivement, de dérivé mono-,di-,tri- et 
tétra-0-méthylés. - 



Figure 51 

Identification des éthers méthyliques présents dans les 

glycopeptides perméthylés de l'orosomuco~de. 

A : Chromatographie en phase gazeuse des éthers méthyliques 

des monosaccharides "neutres" présents dans les fractions de la chromato- 

graphie préparative sur papier ; colonne de verre (0,3X300 cm) remplie de 

Chromosorb W AW HMDS ("mesh" 60-80) à 3 p. 100 de Carbowax 6000 ; température 

de la colonne : 1 7 0 ~ ~  ; débit du gaz vecteur (N2) : 30 ml/mn. 

B : Chromatographie en phase gazeuse des dérivés triméthyl- 

silylés des éthers méthyliques de la glucosamine présents dans la fraction 

électrophorétique "basique" ; colonne de verre (0,3XI80 cm) remplie de 

Chromosorb W AW HMDS ("mesh"I00-120) à 3 p.100 de Silicone OV 17 ; température 

de la colonne : 120'~ ; débit du gaz vecteur (N2) : 20 ml/mn. 



Figure 52 

Identification des éthers méthyliques présents dans les 

glycopeptides perméthylés de l'orosomuco~de résistants 2 l'oxydation psr- 

iodique. 

A : Chromatographie en phase gazeuse des éthers méthyliques 

des monosaccharides "neutres" ; colonne de verre (0,3X300 cm) remplie de 

Cilroniosorb W AW HMDS ("mesh" 60-80) à 3 p.100 de Carbowax 6000 ; température 

de la colonne : 170'~ ; débit du gaz vecteur (N2) : 30 mllmn. 

B : Chromatographie en phase gazeuse des dérivés triméthyl- 

silylés des éthers méthyliques de la glucosamine ; colonne de verre (0,3XI80cm) 

remplie de Chromosorb W AW HMDS ("mesh" 100-120) à 3 p.100 de Silicone OV 17 ; 

température de la colonne : 1 2 0 " ~  ; débit du gaz vecteur (N2) : 20 mllmn. 
6-1 



Nous identifions la 3,6 -di-2-méthyl-glucosamine et les méth~l-2,3,4,h 
tétra-, 3,4,6-tri-, 2,4,6-tri-, 2,4-di- et 3,6-di- .n:ér_riyl-manno - 

sides. 

C - DISCUSSION ET CONCLUSIONS 
Les conclusions que nous pouvons tirer de l'étude très 

fragmentaire de la perméthylation des glycopeptides de l'orosomuco~de sont 

les suivantes : 

1 - L'analyse des diagrammes de chromatographie en phase 
gazeuse nous montre la complexité du mélange des glycopeptides de l'oroso- 

mucoide. En effet, nous identifions trois dérivés diméthylés du mannose, 

ce qui indique la présence dans les chaînes glycanniques de trois points 

de branchement différents sur ce monosaccharide. 

2 - Nous retrouvons les résultats de JEANLOZ et EYLAR (428) 
et de JEANLOZ (429) en ce qui concerne les méthyl-osamines présentes 

dans la glycoprotéine ; en effet nous ne trouvons que de la 3,6-di-0- - 
méthyl-glucosamine . Ce résultat met en défaut les schémas de structure 

des unités polysaccharitiques de l'orosomuco~de proposés par SATO et a1.(430) 

et WAGH et al. (431). En effet ces auteurs font de la N-acétylglucosamine 

un point de branchement, ce qui devrait fournir des mono-O-méthyl-gluco- - 
samines. 

3 - La présence de 2,3,4,6-tétra-2-méthyl-galactose 
indique que des molécules d'acide N - acétyl neuraminique sont détachées 
durant la méthylation ou l'existence de quelques unités galactoses en po- 

sition terminale non réductrice des chaînes glycanniques. Nous retrouvons 

là également un résultat de JEANLOZ et CLOSSE (432). Le fait que nous ne 

trouvions pas de 2,3,6-tri-0-méthyl-galactose, - sucre méthylé identifié par 

plusieurs auteurs dans les hydrolysats des glycopeptides perméthylés de 

l'orosomuco'ide (JEAIILOZ et CLOSSE) (433), SATO et al. (434) indique peut- 
CI etre que la liaison ANAN a 2 4 4  Ga1 est coupée dans les conditions de 

méthylation. La présence de 2,3,4-et 2,4,6-tri-0-méthyl-galactose - permet 

de conclure sur la structure de quelques unités disaccharidiques terminales : 

ANANN 2-6 Ga1 et ANANCX.2--3 Gal. 

4 - L'étude, par méthylation, des glycopeptides résistants 
à l'oxydation periodique ne nous fournit aucun renseignement intéressant sur 

la structure du glycanne au voisinage du point d'attache. La présence du 

dérivé perméthylé, de plusieurs dérivés triméthylés et diméthylés du mannose, 



indique que cette fraction est encore très hétérogène. 

5 - La chromatographie préparative sur papier des éthers 
méthyliques des monosaccharides neutres réalise, comme nous l'avions re- 

marqué pour le glycopeptide pde l'ovomuco"ie,un double fractionnement suivant 

la nature du monosaccharide et son degré de substitution ; nous avons pu 

ainsi identifier, sans ambiguité, le 2,3,4-tri-0-méthyl-galactose - et le 

3,4-di-0-méthyl-mannose - qui se chevauchent dans les conditions de la chro- 

matographie analytique en phase gazeuse. 

IT - ETUDE DES GLYCOPEPTIDES RDE L'OVOMUCO~DE 

A - MODE OPERATOIRE 
L'hydrolyse pronasique de l'ovomuco~de préparé selon le 

procédé de FREDERICQ et DEUTSH (435), la défécation trichloracétique, la 

purification des hydrolysats sur échangeurs d'ions et l'isolement du glyco- 

peptide pont été décrits dans le chapitre précédent (p. 68). 

La perméthylation de ce glycopeptide qui renferme du galactose, 

du mannose et de la N-acétylglucosamine dans les rapports, respectivement, 

de I,5,IO et l'identification des éthers méthyliques libérés par hydrolyse 

du glycopeptide perméthylé ont été réaliséesdans les conditions décrites 

dans le chapitre précédent (p.83 et p.138). 

B - RESULTATS 
Nous avons rassemblé dans la figure 31 (p.143) et la figure 35 

(p.148) les résultats des analyses chromatographiques des éthers méthyliques 

des monosaccharides neutres et des méthyl-osamines. Nous constatons une nette 

simplification dans les profils chromatographiques. En effet nous identifions 

le 2,3,4,6-tétra-0-méthyl-mannose, - le 2,3,4,6-tétra-0-méthyl-galactose, le - 
3,4,6-tri-2-méthyl-mannose et les 3,4-, 2,4- et 3,6-di-2-méthyl-mannoses dans 

les rapports de surface suivants : 0,55 1. 1 0,5 0,9 1,22 respectivement. 

Quant aux osamines, nous identifions les 3,4,6-tri-0-méthyl et 3,6-di-0-méthyl- - - 
glucosamines dans les rapports de surface suivants : 1 0,76 . 

C - DISCUSSION 
La perméthylation du glycopeptide p de l'ovomuco~de qui est 

en fait un mélange de quatre glycannes ne nous permet pas de donner 



un schéma de cette molécule. Ces résultats pourront être interprétés 

seulement quand l'isolement de chacun des glycannes aura ét6 réalisé. 

Toutefois ces glycopeptides P de l'ovomucoïde nous aurons permis de mettre 
au point les techniques de méthylation et d'identification des éthers 

méthyliques indispensables pour étudier la structure de glycannes dont 

nous ne possédons que de faibles quantités,comme les glycopeptides de la 

transferrine dont nous exposerons à présent les résultats. 

III - ETUDE DES GLYCOPEPTIDES ISOLES DE LA TUNSFERRINE HUMAINE (*) 

La transferrine constitue la véhicule du fer à travers 

tout l'organisme. Elle se trouve essentiellement dans le sang, à la con- 

centration de 2 g p. litre environ, mais elle existe aussi dans de nombreux 

liquides biologiques comme les urines, le liquide céphalorachidien, le 

lait, la bile, la salive et la lymphe. La transferrine est essentiellement 

synthétisée dans le foie (SCHULTZE et HEREMANS)(436), elle intervient d'une 

part,entre le fer alimentaire et les formes de réserve transitoires ou du- 

rables de la ferritine et de l'hémosidérine et d'autre part, entre ces 

derniêres et les formes "actives" de conjugués du fer : hémoglobine et myo- 

globine, cytochromes, catalases et peroxydases, métallo-flavo-protéines. 

De nombreux variants génétiques de la transferrine ont été décrits et iden- 

tifiés par électrophorèse en gel d'amidon (SMITHIES)(437). On connait ac- 

tuellement 18 variants génétiques dans lesquels le phénotype homozygote CC 

est observé avec une fréquence de 99 p. 100. 

La transferrine sérique humaine est obtenue avec les 

meilleurs rendements à partir de préparations enrichies provenant de frac- 

tionnement du plasma par le procédé à l'éthanol de COHN ( 4 3 0 )  ou 

par le procédé au rivanol de HOREJSI et SMETANA (439). Ces fractions enri- 

chies sont ensuite purifiées par chromatographie sur DEAE-cellulose. 

La masse moléculaire de la transferrine oscille, suivant 

les auteurs, entre 69.700 (CH1"WWOOD) (440) et 90.000 (MORRISON et LOUTIE) (441) . 
la composition centésimale en glucides de cette glycopro- 

tëine est la suivante : 2,3 p. IO0 de monosaccharides neutres, I,98 p. IO0 

d'osamines et I,43 p. IO0 d'acides sialiques (SPIK) (442). Elle possède deux 

chaînes glycanniques constituées de galactose, mannose, de N-acéthylglucosamine 

et d'acide N-acétyl neuraminique dans les rapports suivants : 5,5,8,3 ou 4 

(#) Avec la collaboration de SPIK, CHARET et STRECKER 



respectivement (SPIK) (443). JAMIESON (444) donne 1 galactose pour 2 
mannoses. 

A - MODE OPERATOIRE 
Les études de structure ont été effectuées sur des 

échantillons de transferrine commercialisés par la firme BEHRINGWERKE. 

1 - Préparation des glycopeptides 
Les glycopeptides de la transferrine ont été préparés 

à partir d'hydrolysat trypsique de la glycoprotceine selon un procédé décrit 

par CHARET, SPIK et MONTREUIL (445). De cette manière, les auteurs obtien- 

nent deux glycopeptides. L'un (glycopeptide A) possède un résidu de demi 

cystéine et 14 amino-acides, l'autre (glycopeptide B) est le glycodipeptide II 

de SPIK et MONTREUIL (446) : Asn (glycanne) Lys. Le glycopeptide A a été 

soumis, dans un second temps, à une hydrolyse pronasique afin de se débarasser 

de la copule peptidique. De cette manière on obtient le glycopeptide 

Ser-Asn (glycanne) ou glycopeptide 1 de SPIK et MONTREUIL (447). On a cons- 

taté au laboratoire une très grande dispersion dans les valeurs des rapports 

molaires galactose/mannose. La composition molaire en glucides de ces deux 

glycopeptides est donnée dans le tableau XXII (p. 197). 

2 - Hydrolyse par la neuraminidase 
Nous avons suivi, pendant 24 heures, la cinétique de 

libération de l'acide N-acétyl neuraminique détaché par l'action de la 

neuraminidase de Clostridium perfringens (SIGMA "grade III") dans les 

conditions expérimentales suivantes (ROBINSON et PIERCE)(448) : IO0 mg 

de glycopeptide et 1 mg d'enzyme sont dissous dans 1 ml de tampon d'acétate 

de sodium 0,05 M, renfermant du chlorure de sodium (0,06 M) et du chlorure 

de calcium (0,004 M) et ajusté à pH 5,6. La solution est maintenue à 37'~ 

pendant des temps variant de O à 24 h. Les acides sialiques libérés sont 

dosés après oxydation periodique par l'acide thiobarbiturique. 

3 - Oxydation periodique des glycopeptides 
L'oxydation periodique de IO0 mg de glycopeptides A et B 

a été effectuée dans les conditions opératoires décrites précédemment p.188 . 
4 - Perméthylation des glycopeptides 

Les glycopeptides ont été perméthylés par la méthode de 

HAKOMORI (449) dans les conditions expérimentales décrites dans le chapitre 

précédent. L'identification des éthers méthyliques a été effectuée par 

chromatographie en phase gazeuse ; colonne de Chromosorb W à 3 p. 100 de 



Tableau XXII  

Rapports molaires en glucides des glycopeptides A et B 

de la transferrine humaine. 

Galactose 

Manno s e 

N-acétylglucosamine 

Acide N-acétyl neuraminique 

Glycopeptide A 

3 

3 

4 

3 

Glycopeptide B 

2 

3 

4 

2 

* 



Carbowax 6.000 pour les éthers méthyliques des monosaccharides neutres 

et colonne de Chromosorb W à 3 p. IO0 de Silicone OV 17 pour les méthyl- 

osamines préalablement triméthylsilylés. 

d - RESULTATS 
1 - Méthylation des sialo-et asialo-glycopeptides A et B 

Afin de mettre en évidence d'éventuelles différences de 

structure, nous avons perméthylé les deux glycopeptides A et B sialylés 

et désialylés. Nous avons rassemblé dans la figure53 (p.199) les résultats 

des analyses chromatographiques des éthers méthyliques des monosaccharides 

neutres et des méthyl-osamines libérés par hydrolyse acide des sialo-et 

asialo-glycopeptides perméthylés. La chromatographie en phase gazeuse des 

osamines méthylés nous a donné dans les 4 cas de la 3,6-di-O-méthyl- - 
glucosamine. Quant aux éthers méthyliques des monosaccharides neutres, les 

sialo-glycopeptides A et B renferment les méthyl-3,4,6-tri-O-méthyl- - 
mannoside, 2,3,4-tri-0-méthyl-galactoçide - et 2,4-di-0-méthyl-mannoside, - 
les asialo-glycopeptides A et B renferment les méthyl-2,3,4,6-tétra-0- - 
méthyl-galactoside, 3,4,6-tri-0-méthyl-mannoside - et 2,4-di-O-méthyl- - 
mannoside. Nous avons rassemblé dans le tableau XXIII (p. 200) ces résultats 

en indiquant les rapports de surface de chaque pic. 

2 - Oxydation periodique des asialo-glycopeptides A et B 
L'oxydation periodique de 55 mg d'asialo-glycopeptide A 

fournit 14 mg d'un glycopeptide dont la composition est la suivante : 

mannose 1, N-acétylglucosamine 3. 

L'oxydation periodique de 90 mg d'asialo-glycopeptide B 

fournit 28 mg d'un glycopeptide dont la composition est la suivante : 

mannose 1, N-acétylglucosamine 2. 

Ces glycopeptides résistant à l'oxydation periodique seront 

dénommés glycopep tides oxydés, 

3 - Méthylation des glycopeptides A et B oxydés 

Les résultats de la perméthylation des glycopeptides A et B 

oxydés sont rassemblés dans la figure 54(p.201). Les manipulations ayant 

été effectuées sur de petites quantités de glycopeptides (de l'ordre de IO mg), 

les composés de la bande neutre de l'électrophorèse préparative ont été 

triméthylsilylés afin d'augmenter leur sensibilité au détecteur à ionisation 

de flamme. Nous avons pu mettre en évidence par chromatographie en phase 



Sialo-et Asialo-glycopeptide Aetglycopeptide B 

Figure 53 

Chromatographie en phase gazeuse des éthers méthyliques 

des monosaccharides "neutres" (1) et des méthyl-osamines (2) libérés par 

hydrolyse chlorhydrique des sialo-et asialo-glycopeptides A et B perméthylés 

de la transferrine - 
1 : Colonne (0,3X300 cm) de Chromosorb W AW HMûS ("mesh" 

60-80) contenant 3 p.100 de Carbowax 6000 ; température du four : 170°C ; 

débit du gaz vecteur (N2) : 30 ml/mn. 

2 : Colonne (0,3XI80 cm) de Chromosorb W AW HMDS ('mesh" 

100-120) contenant 3 p.100 de Silicone OV 17; température du four : 120°C ; 

débit du gaz vecteur (N2) : 20 ml/mn. 



TABLEAU XXIII 

appor ts  des su r f aces  de p i c s  correspondants aux é t h e r s  méthyliques des  

onosaccharides n e u t r e s  l i b é r é s  par  hydrolyse a.-ide des s i a l o  e t  a s i a l o -  

1 , L: i de s  A e t  B perr P thylés  de l a  t r a n s f e ,  r i n e  rappor tés  au méthyl- 

. ,4-u.~-2-méthyl-g-mannoslde. - 

Sialo-glycopep t i d e  A 

Asialo-glycopep t i d e  A 



Glycopep t ide  Aoxydé 

1 
I I I I  
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Glycopep t ide  Aoxydé Glycopep t ide  Boxydé 

F i g u r e  54 

Chromatographie en phase  gazeuse  d e s  é t h e r s  méthy l iques  des  monosaccharides 

n e u t r e s  ( 1 )  d t  des  méthyl-osamines ( 2 )  l i b é r é s  p a r  h y d r o l y s e s  ch lo rhydr iques  

des  g l y c o p e p t i d e s  oxydés A e t  B pe rméthy lés .  Colonne ( 0 , 3  x 180cm) de  

Chromosorb W AW HMDS ("mesh" 100-120) c o n t e n a n t  3 p .  100 d e  s i l i c o n e  OV 17;  

t empéra tu re  du f o u r  : 120°C; d é b i t  du gaz v e c t e u r  (NZ) 20 ml/mn. 



gazeuse sur colonne de Silicone OV 17 un pic unique de méthyl-2,4,6- 

tri-0-méthyl-3-0-silyl-mannoside - - pour les deux glycopeptides oxydés. 

La chromatographie en phase gazeuse des osamines méthylés 

nous fournit les résultats suivants : glycopeptide A ; 3,4,6-tri-O-méthyl- - 
glucosamine : 1, 3,6-di-0-méthyl-glucosamine - : I,7I. 

glycopeptide B , 3,4,6-tri-0-méthyl- - 
glucosamine : 1, 3,6-di-O-méthyl-glucosamine - : 1 (rapports de surface). 

C - DISCUSSION 
A la lecture de ces résultats nous pouvons tirer plusieurs 

conclusions : 

1 - Les sialo-glycopeptides ne possèdent pas de galactose externe. 
2 - Dans les deux glycopeptides le galactose est substitué par l'acide 

N-acétyl neuraminique en 6 : 2 résidus de ANAN pour 2 résidus de galactose ; 

les extrémités des chaînes glycanniques sont donc constituées par la sé- 

quence : ANAN 2 -6 Gal. 

3 - MONTREUIL, SPIK et CHOSSON (450) et MONTREUIL, ADAM-CHOSSON et 
SPIK (451) ont montré que l'hydrolyse par les résines polystyrène sulfonée 

de la transferrine libère de nombreux oligosaccharides en quantité élevée. 

Parmi ceux-ci, la N-acétyllactosamine apparait dès le début de l'hydrolyse. 

Elle est d'ailleurs suivie par des mannobioses et des mannotrioses. Nous 

pouvons donc augmenter d'une unité les extrémités des chaînes glycanniques 

en faisant figurer ce résidu de lactosamine ; ceci nous donne la s4quence 

terminale suivante : ANAN 2--6 Gal. 1-4 GlcNAc. Ces résultats confirment 

ceux de JAMIESON (452). 

4 - Les rapports de surface Gal/Man des éthers méthyliques (Ga1 2, Man 3) 
ne concordent pas avec les rapports molaires trouvés par SPIK (453) 

(Ga1 3, Man 3) et par JAMIESON (454)  a al 2, Man 4). 
5 - La présence d'un dérivé diméthylé indique que les chaînes glycan- 

niques possèdent un point de ramification. Ce dérivé diméthylé est le 

2,4-di-0-méthyl-mannose - et non le 3,4-di-0-méthyl-mannose, - comme l'a suggéré 

JAMIESON ( 455) . 
6 - L'oxydation periodique des glycopeptides A et B donne des résultats 

différents;en effet, pour le glycopeptide A, nous obtenons un tétrésaccharide 

attaché à l'amino-acide renfermant 3 résidus de N-acétylglucosamine et 1 

résidu de mannose. Compte tenu des résultats de la méthylation, deux struc- 

tures sont possibles : 



GlcNAc 1-3 Man 1-4 GlcNAc 1 - 4 GlcNAc 1 -ASN 
ou 

GlcNAc 1 -P 4 GlcNAc 1-3 Man 1 -, 4 GlcNAc 1 - ASN 
Quant au glycopeptide B oxydé il renferme 2 résidus de N-acétylglucosamine 

pour 1 résidu de mannose. Les résultats de la perméthylation nous permet- 

tent de donner sa structure : 

GlcNAc 1-3 Man 1-4 GlcNAc 1-ASN 

7 - SPIK, MONSIGNY et MONTREUIL ( 4 5 6 )  ont démontré, sans ambiguité, 

la nature de la liaison glycanne-protide de ces deux glycopeptides qui 

est du type asparaginyl-glucosamine. 

Plusieurs problèmes restent encore à résoudre avant de 

donner la structure des glycannes des glycopeptides de la transferrine, 

en particulier celui des rapports molaires galactose/ mannose. Nous nous 

trouvons certainement là devant les mêmes problèmes que nous rencontrons 

avec l'orosomucoïde, à savoir, la variance glycannique. Ces glycopeptides 

seraient en fait des mélanges à proportions variable de galactose et de 

manno s e . 
Sur la base de ces expérimentations et en nous fondant 

sur les rapports molaires des éthers méthyliques présents dans le glyco- 

peptide B perméthylé nous proposons, dans la figure 55 (p.204) , un schéma 
de structure de cette fraction glucidique de la transferrine humaine. 

IV - CONCLUSIONS GENERALES CONCERNANT LA STRUCTURE DES GLYCANNES DES GLYCOPROTEINES 

Les conclusions que nous pouvons tirer de l'étude que 

nous avons effectuée sur la structure des fractions glycanniques de plu- 

sieurs glycoprot~ines sont les suivantes : 

1 - La perméthylation d'un mélange de glycopeptides fournit d'une 
part,des renseignements sur l'enchaînement des monosaccharides aux ex- 

trémités des chaînes glycanniques et d'autre part, permet de se faire 

une idée de la complexité de la structure de ces hétéropolysaccharides. 

2 - Nous proposons un schéma général de structure du glycopeptide B 
de la transferrine qui a le mérite de rendre compte des résultats que nous 

avons obtenus et de représenter un modèle sur lequel nous fonderons nos 

expérimentations futures. 
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3 - Le problème de la composition exacte des glycannes de la trans- 
ferrine reste posé. Cette disparité des résultats, surtout en ce qui con- 

cerne les rapports molaires en galactose et en mannose, ne provient pas 

de l'imperfection des techniques de dosage, mais de la présence de variants 

glycanniques comme 1 'a démontré YAMASHINA (457) pour 1 'orosomuco~de . Nous 
arriverons au but lorsque nous aurons isolé ces différents variants. 

4 - L'étude comparée de ces trois glycoprotéines nous montre des ana- 
logies de structure que MONTREUIL, SPIK et CHOSSON (458) avaient énoncées 

dès 1962 . Comme nous le verrons dans le paragraphe suivant, nous avons pu 
isoler à partir d'hydrolysa~partiels de ces differentes glycoprotéines, des 

chaînons communs : N-acétyl lactosamine, mannobioses et mannotrioses. Dans 

toutes ces glycoprQtéines le mannose constitue des points de ramification 

qui sont communs à ces diverses glycoprotéines, ce monosaccharide étant 

substitué préférentiellement sur les carbones 3 et 6 ou 2 et 4. 



STRUCTURES D'OLIGOSACCHARIDES 

ISOLES DE DIVERS MILIEUX 

Dans le cadre d'un travail d16quipe nous avons participé 

à l'exploration des structures de plusieurs oligosaccharides : 

1 - Oligosaccharides isolés des hydrolysats partiels de l'orosomuco?de 
II - Oligosaccharides isolés des urines normales 

III - Oligosaccharides isolés d'acétolysats de l'ovomuco~de ($*) 

1 - STRUCTURES DES OLIGOSACCHARIDES ISOLES DES HYDROLYSATS PARTIELS DE L~OROSOMUCOPDE 

Dans des mémoires antérieurs MONTREUIL, SPIK et CHOSSON (459) 

et MONTREUIL, ADAM-CHOSSON et SPIK (460) ont démontré que l'hydrolyse de 

la fraction glucidique des glycoproteines par les résines de polystyrène 

sulfoné représentait le procédé de choix pour obtenir des quantités élevées 

d' oligosaccharides. Appliquée à 1 'ovomucoïde, la méthode avait permis aux autars 

cités plus haut d'isoler deux mannobioses isomères (mannobiose 1 et II d' 

ADAM-CHOSSON et MONTREUIL) (461). Nous fondant sur l'hypothèse que ces au- 

teurs avaient émise de l'existense d'un schéma général de structure de la 

fraction glucidique de nombreuses glycoprotéines d'origine animale, nous 

avons étendu le procédé à l'étude de l'orosomucoïde et isolé les mêmes 

mannobioses à partir des hydrolysats partiels de ce dernier. Ce travail 

a fait l'objet d'une note (E'OURNET, TAKERKART, BROHON et MONTREUIL) (462). 

A - MOnF OPERATOIRE 

1 - Préparation de l'orosomuco~de 
La glycoprotéine acidealdu sérum humain a été préparée 

suivant le mode opératoire décrit plus haut (voir p.186). 

2 - Hydrolyse partielle par les échangeurs d'ions 
Nous avons effectué des hydrolyses cinétiques de l'oro- 

somucoïde par une résine insoluble p~lystyrène sulfonée (~owex 50 X 8 ; 

"mesh" 25-50 ; H+) afin de déterminer le temps optimum de libération des 

oligosaccharides. 

200 mg d'orosomucoïde en solution dans IO0 ml d'eau dis- 

(JC) Avec la collaboration de G. STRECKER 

&;J? Avec la collaboration de B. BAYARD, S. BOUQUELET et G. SPIK. 



tillée sont maintenus à 100" C,sous agitation,en présence de 50 ml de 

résine humide. Des prélévements sont effectués à des temps déterminés 

et les hydrolysats sont directement soumis à l'analyse chromatographique. 

3 - Isolement des oligosaccharides 
L'étude cinétique que nous avons réalisée nous a permis 

de fixer à 50 mn la durée de l'hydrolyse : dans ces conditions on obtient 

une quantité maximale d'oligosaccharides, 

a) Hydrolyse 

2 g d'orosomuco~de, dissous dans 1 litre d'eau distillée, 

sont hydrolysés pendant 50 mn à 100" C, sous agitation continue, par 500 ml 

de Dowex 50 X 8("mesh1' 20-50 ; H+). L'hydrolysat et sa résine sont intro- 

duits dans une colonne et cette dernière est lavée par 2 1 d'eau distillée. 

Les eaux de lavage sont jointes à l'hydrolysat et la so- 

lution obtenue est concentrée à l'évaporateur rotatif. 

b) Fractionnement des oligosaccharides 

Le fractionnement des oligosaccharides est effectué par 

les procédés suivants : 

1 - Chromatographie préparative sur papier. La solution d'oligosaccharides - 
es: déposée en un trait continu sur toute la largeur d'une feuille de papier 

WI-itiian n03. La chromatographie est effectuée à l'aide des systèmes solvants 

sr;-~aats : 

Solvant no 1 : n-butanol/acide acétiquejeau (4 : 1 : 5) 

(PARTRIDGE) (463) ; durée de la chromatographie : 

6 jours. 

Solvant no 2 : n-butanol/éthanol/eau (40 : II : 19) 

(HOUGH, JONES et WADMAN) (464) ; durée de 

la chromatographie : 5 jours. 

2 - Cnromatographie sur des colonnes de charbon-Celite. Les monosaccharides 

et :es oligosaccharides sont fractionnés par chromatographie d'adsorption 

sur charbon Celite (WHISTLER et DURSO) (465). Le support de chromatographie 

est obtenu en mélangeant des quantités égales de charbon et de Celite sous 

forme d'une poudre homogène qui est alors mise en suspension dans de l'eau 

distillée jusqu'à l'obtention d'une pâte liquide. Ce mélange est ensuite 

introduit dans une colonne de verre : environ IO0 ml de suspension pour 1 g 

de glucides. Un écoulement régulier est assuré par l'emploi d'une pompe 

péristaltique,  lacée au sommet de la colonne. Après le passage de la solution 



aqueuse de glucide (1 p. IOO), la colonne est tout d'abord rincée par 4 

litres d'eau distillée. La désorption des oligosaccharides est assurée 

grâce à un gradient discontinu d'éthanol de concentration croissante : 

1,5 3,5 5 7,s i10 15 25 et 50 p. IO0 (4 litres de chacune de ces solutions) . 
Chaque fraction est évaporée à siccité et étudiée par chromatographie sur 

papier. 

4 - Etude de la structure des oligosaccharides 
a) Composition centésimale et molaire en glucides 

La composition centésimale en monosaccharides "neutres", 

osamines et acides sialiques,a été déterminée par l'application des mé- 

thodes calorimétriques décrites précédemment p. 69. 

L'identification des monosaccharides "neutres", des osa- 

mines et des acides sialiques ainsi que la détermination de leur composi- 

tion molaire ont été réaliséesaprès hydrolyse de l'oligosaccharide par 1' 

application des méthodes chr~matogra~hiques décrites p~récédemment P .  7 1  . 
b) Identification du monosaccharide terminal réducteur 

1 à 2 mg d'oligosaccharide, en solution dans 1 ml d'eau 

distillée, sont réduits par 5 à IO mg de borohydrure de potassium, à 4" C, 

pendant 15 heures.L1excèsde borohydrure est décomposé par l'addition de 

quelques gouttes d'acide acétique et la solution obtenue purifiée par pas- 

sage sur une colonne de résine échangeuse de cations (Dowex 50 X 8 ;"mesh" 

25-50 ; H+). Le liquide effluent est évaporé à siccité et le résidu repris 

plusieurs fois par quelques millilitres de méthanol à IO p. IO0 d'acide 

acétique, que l'on évapore par ventilation afin d'éliminer l'acide borique 

sous forme de borate de méthyle. La composition centésimale en glucides 

et la composition molaire en oses "neutres" sont ensuite déterminées sur 

l'oligosaccharide réduit selon les procédés décrits plus haut. 

c) Perméthylation 

Les oligosaccharides ont été perméthylés par la méthode 

de KUHN, BAER et GAUHE (466) décrite précédemment p. 80 . L'identification 
des monosaccharides méthylés est réalisée par chromatographie sur papier 

dans le système solvant de PETEK et DONG (467) après hydrolyse chlorhydrique 

de l'oligosaccharide perméthylé. 

B - RESULTATS 

1 - La chromatographie sur colonne de charbon-Celite (élution par 1' 
éthanol à 3,5 p. 100) associée à la chromatographie préparative sur papier 



dans le système solvant n-butanollacide acétiqueleau (4 : 1 : 5) nous 

a permis d'isoler, dans les hydrolysats partiels de l'orosomuco~de, deux 

oligosaccharides dont les comportements chromatographiques sont identiques 

à ceux des mannobioses 1 et II d'ADAM-CHOSSON et MONTREUIL (468)(Fig.56 p.210) 

et dont les R ~ ~ l ~ ~ t ~ ~ ~  sont respectivement les suivants : 0,68 à 0,70- 

0,59 à 0,63. 

2 - Les dosages calorimétriques et chromatographiques des oses, avant 
et après réduction, montrent qu'il s'agit dans tous les cas de mannobioses. 

3 - Dans les hydrolysats acides des perméthyl-mannobioses nous avons 
identifié les - O-méthyl-mannoses suivants : 

Perméthyl-mannobiose 1 : 2,3,4,6-tétra-O-méthyl- - 
2,3,4-tri-0-méthyl- - 

Perméthyl-mannobiose II: 2,3,4,6-tétra-Ométhyl- - 
2,4,6-tri-Ométhyl- - 

Les séquences de ces deux disaccharides sont donc les suivantes : 

Mannobiose 1 : Man 1-6 Man 

Mannobiose II : Man 1-3 Man 

C - DISCUSSION 
1 - L'identification de mannobioses dans les hydrolysats partiels de 

l'orosomucoïde implique la présence, dans les fractions glucidiques de ces 

glycoprotéines, de séquences mannose-mannose. Celles-ci avaient déjà été 

caractérisées dans l'ovomucoïde (MONTREUIL et al.) (469), (ADAM-CHOSSON et 

MONTREUIL) (470)~ (CHOSSON et al.) (471), mais leur existence n'avait pas 

encore été démontrée dans l'orosomucoïde. Jusqu'à présent, de nombreux 

schémas de structure de la fraction glucidique de cette glycoprot$ine ont 

été proposés dans lesquels ce type de séquence ne figure pas (EYLAR et 

JEANLOZ) (472), (BARKER et al.) (473), (SATO et al.) (474), (WAGH et al.) (475). 

2 - Nous avons vérifié que les mannobioses présents dans les hydrolysats 
n'étaient pas le résultat de réactions de transosidation à partir du 
mannose. En effet, les mannobioses sont absents sur les chromatogrammes 

de solutions de mannose traitées par le Dowex 50, dans les conditions d' 

hydrolyse partielle de la glycoprotéine. En outre, l'autoradiographie des 

hydrolysats par le Dowex 50 de l'orosornucoïde effectués en présence de I4 C- 

glucose ne révèle l'existence d'aucun oside radioactif. 



Figure  56 
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Chromatographie s u r  papier  des  mannobioses 1 e t  II i s o l é s  des  hydro lysa t s  

p a r t i e l s  de 1'orosomucoPde. Papier  Whatman no 3 ;  système so lvant  : n-butano11 

ac ide  acé t ique /eau  ( 4  : 1 : 5 ) ;  r é v é l a t i o n  à l ' o x a l a t e  d ' a n i l i n e ;  T : s o l u t i o n  

térnoin de  sucre ;  Lac : l a c t o s e ;  Ga1 : ga lac tose ;  Man : mannose. 



3 - La présence de mannobioses possédant le comportement chromato- 
graphique des mannobioses 1 et II a été observée dans des hydrolysats 

partiels de transferrine et de lactotransferrine humaine (SPIK) 

(476). Ce résultat transparait dans les structures des glycopeptides de 

la transferrine proposées par JAMIESON (477) et nous-mêmes (voir p.204). 

En outre, un mannobiose a été isolé des hydrolysats sulfuriques de la macro- 

globuline du plasma humain, de la fétuine et de la thyroglobuline (DUNN et 

SPIRO) (478). Enfin, des schémas de structure dans lesquels figurent des 

séquences oligomannosidiques ont été proposés pour différents glycoprotides : 

ovalbumine (MONTGOMERY et al.) (479), globulines du myélome (DAWSON et 

CLAMP) (480), glycopeptides isolés de microsomes de foie de Rat (LI et al.) 

(481), taka-amylase A (MATSUSHIMA et al.) (482). L'ensemble de ces résultats 

renforce l'hypothèse de l'existence de motifs structuraux identiques dans 

les fractions glucidiques de nombreuses glycoprotéines. 

II - STRUCTURES D'OLIGOSACCHARIDES DE GROUPES SANGUINS ISOLES DES URINES DE SUJETS 
NORMAUX 

Nous avons participé à un travail concernant la structure 

d'oligosaccharides isolés d'urines normales après une épreuve de galactosurie 

provoquée. Cette étude, entreprise au laboratoire par G. STRECKER, montre 

que cette oligosaccharidosurie induite est liée à la nature du groupe 

sanguin des individus. 

A - MATERIEL ET METHODES 
1 - Epreuve de galactosurie provoquée 

Les épreuves de galactosurie provoquée ont été pratiquées 

chez les adultes selon le protocole suivant : 40 g de galactose, en solution 

aqueuse à IO p. 100, sont absorbés per os et les urines sont recueillies 

heure par heure durant les 8 heures qui suivent. Les échantillons urinaires, 

additionnés d'un mélange de chloroforme et de toluène, sont entreposés 

24 h à 2" C. 

2 - Fractionnement des extraits urinaires - 
Les urines ont été fractionnées selon le procédé de STRECKER 

et al. (483 : l'urine filtrée est passée sur une paire de colonnes de 

résines échangeuses de cations (Dowex 50 X 8 ; "mesh" 25-50; H+; 2 X 40 cm) 

et d'anions (Duolite A I02D ; "mesh" 25-50; HCO; ; 2 X 40 cm) . Après rinçage 
des résines par 200 ml d'eau, la solution effluente est passée sur une 



colonne de charbon Celite (2 X IO cm) qui est rincée par 500 ml d'eau. 

Les oligosaccharides sont ensuite élués de la colonne par des solutions 

aqueuses d'éthanol à 3,5- 7,5 et 50 p. IO0 (v:v),Les fractions éthanoliques 

sont concentrées sous vide. 

L'analyse chromatographique des glucides urinaires a été 

effectuée sur papier Whatman no 3 à l'aide des systèmes solvants suivants : 

Solvant no 1 : n-butanol/aci.de acétique/eau (4 : 1 : 5) 

(PARTRIDGE) ( 484) . 
Solvant n02 : acétate dtéthyle/pyridine/acide acétique/eau 

(5 : 5 : 1 : 3) (FISHER et NEBEL) (485). 

Les révélations ont été effectuées à l'aide du réactif à l'oxalate d'aniline. 

3 - Etude de la structure des olinosaccharides 
a) Composition centésimale et molaire en glucides 

La composition centésimale en glucides des oligosaccharides 

urinaires a été déterminée par l'application des méthodes colorimétriques 

décrites p. 69. La composition molaire en glucides a été déterminée après 

hydrolyse chlorhydrique par l'application des méthodes chromotographiques 

décrites précédemment p. 71. 

b) Identification du monosaccharide terminal réducteur 

L'identification du monosaccharide terminal réducteur des 

oligosaccharides a été déterminée selon le protocole expérimental décrit 

p. 208. 

c) Perméthylation des oligosaccharides 

La perméthylation des oligosaccharides urinaires (3 mg) 

a été effectuéepar la méthode de KUHN et al. (486) ( 1 cycle) suivie de 

2 cycles par la technique de HAKOMORI. 

Les éthers méthyliques des héxosamines et des monosacchar ides 
11 neutres" sont obtenus par électrophorèse préparative de l'hydrolysat de 

l'oligosaccharide perméthylé. 

Les osamines méthylé~ sont analysées après triméthylsily- 

lation par chromatographie en phase gazeuse sur colonne de Silicone OV 17. 

Les éthers méthyliques des rnonosaccharides"neutre~'~ sont analysés, après 

méthyl-glycosilation,par chromatographie en phase gazeuse sur colonne de 

Carbowax 6000. La température du four est programmée de 130 à 190" C (2" C/mn). 



B. - RESULTATS 
1 - Mise en évidence d'une oligosaccharidosurie au cours de l'épreuve 

de galactosurie provoquée 

STRECKER(~~~) a montré que l'épreuve de galactosurie provo- 

quée est responsable d'une augmentation du taux de glucides libres de l'urine. 

Cette augmentation est due essentiellement B l'élimination de galactose et de 

deux oligosaccharides qui étaient absents de l'urine normale. L'élimination 

maximale de galactose se situe entre 1 et 2 h, tandis que l'élimination des 

oligosaccharides est maximale au bout de la 4e h. 

2 - Influence de la nature du groupe sanguin 
Des épreuves de galactosurie provoquée ont été pratiquées 

chez les sujets sains de groupe sanguin connu : 2 sujets A Lewis(a-b+) sécré- 

teurs, 2 sujets A Lewis(a-b-) sécréteurs, 1 sujet A ~ewis(a+b-) non sécréteur, 

2 sujets B ~ewis(a-b+) sécréteurs, 2 sujets O ~ewis(a-b+) sécréteurs et 1 

sujet O ~ewis(a+b-) non sécréteur. STRECKER (488 ) a pu démontrer que l'appari- 

tion de nouveaux oligosaccharides est fonction du groupe sanguin du sujet 

Les sujets sécréteurs éliminent des quantités plus importantes 

d'oligosaccharides que les sujets non sécréteurs. Chez les sujets sécréteurs, 

la nature des nouveaux oligosaccharides varie avec la na.ture du groupe A, B, O. 

Ches les sujets A sécréteurs, la présence d'un oligosaccharide de haut poids 

moléculaire est liée à la nature du groupe Lewis. 

3 - Isolement et structure des oligosaccharides 
STRECKER (489 ) a isolé, à partir d'urines de sujets normaux 

de groupe sanguin A, B et O ~ewis(a-b+) sécréteurs, 6 nouveaux oligosaccharides 

indiqués par une flêche dans la figure 57 (p.214 1. Ces oligasaccharides pro- 
viennent de la fraction 7,5p.100 de la chromatographie sur charbon et ont été 

purifiés par chromatographie préparative sur papier. 

L'oligosaccharide 01 a été identifié au 0 - ~ - f u c o p ~ r a n o s ~ l - ( l - 2 ) - ~ - ~ a l a c t o -  - I - - 
pyranose de la manière suivante : il est constitué, en proportion équimolaire 

de - L-fucose et de D-galactose. Ce dernier disparait totalement après réduction - - - 
par le borohydrure de sodium. 

l'hydrolysat du dérivé perméthylé contient du 

2,3,4-tri-0-méthyl-fucose - et du 3,4,6-tri-0-méthyl-galactose. - 
L'oligosaccharide A1 est le 0 - 2 - a c é t a m i d o - 2 - d é s o x y - ~ - g a l a c t o p ~ r a n o s ~ l - ( 1 ~ 3 ) -  - - 

en effet : 
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chromatographie su r  pap ie r  de l a  f r a c t i o n  o l igosacchar id ique  u r i n a i r e  é luée  ----.d 

de colonne de  charbon pa r  l ' é t h a n o l  à 7,5  p.  100, obtenue chez l e s  s u j e t s  
ayant subi  une épreuve de g a l a c t o s u r i e  provoquée. Conditions de  l a  chromato- 
graphie : p a p i e r  Whatman n03;  système so lvant  : a c é t a t e  d l é thy le /py r id ine / ac ide  
acé t ique leau  (5 : 5 : 1 : 3 ) ,  20 heures ;  r é v é l a t i o n  B l ' o x a l a t e  d ' a n i l i n e .  Les 
f lèches  ind iquent  l e s  o l igosacchar ides  absents  de l ' u r i n e  normale. T : so lu t ion  
témoin de suc re s  purs ;  Ra£ : r a f f i n o s e ;  Lac : l a c tose ;  Sac : saccharose ; 
Ga1 : ga lac tose ;  Glc : glucose.  Echant i l lons  u r i n a i r e s  de s u j e t s  respectivement 
de groupe 1 e t  2  : A Lewis (a-b+) s é c r é t e u r ;  3 e t  4 : A Lewis (a-b-) s éc ré t eu r ;  
5  e t  6 : B Lewis (a-b+) s éc ré t eu r ;  7 e t  8 : O Lewis (a-b-) s é c r é t e u r ;  O Lewis 
(a+b-) non s é c r é t e u r .  



il est constitué en proportionséquimolaires de 

D-galactosamine, de &-fucose et de D-galactose. La réduction par le boro- - - - 
hydrure de sodium fait disparaftre le résidu de D-galactose. 

C 

après perméthylation et hydrolyse de l'oligo- 

saccharide perméthylé, on identifie la 3,4,6-tri-2-méthyl-galactosamine, le 

2,3,4-tri-0-méthyl-fucose - et le 4,6-di-2-méthyl-galactose. 

L'oligosaccharide Bi constitué de galactose et de fucose dans le rapport 2:l 

est le - 0 - ~ - ~ a l a c t o p ~ r a n o s ~ l - ( 1 ~ 3 ~ -  - -g-galacto- - 
pyranose en effet : 

la réduction par le borohydrure de sodium fait dis- 

paraître un résidu de galactose sur les 2 que contient l'oligosaccharide. 

la perméthylation fournit le 2,3,4,6-tétra-2-méthyl- 

galactose, le 2,3,4-tri-0-méthyl-fucose - ainsi que le 4,6-di-0-méthyl-galactose. - 

Nous ne sommes pas encore en mesure de donner les structures 

des trois derniers oligosaccharides. Toutefois, les premiers résultats indi- 

quent que nous devons nous trouver devant des molécules isomgres. 

L'oligosaccharide 07 est un hexasaccharide : 

il est constitué de 3 résidus de - L-fucose, 2 - 
résidus de - D-galactose et 1 résidu de N-acétyl-D-glucosamine. La réduction par - I 

le borohydrure de sodium fait disparaitre un résidu de galactose sur les 2 

que contient l'oligosaccharide. 

la perméthylation fournit la 6-mono-2-méthyl- 

glucosamine, le 2,3,4-tri-0-méthyl-fucose, - le 3,4,6-tri-0-méthyl-galactose - et 

le 2,3-di-2-méthyl-galactose. 

L'oligosaccharide A2 diffère de l'oligosaccharide 02 par la présence d'un rési- 

du de N-acétyl-2-galactosamine. C'est donc un heptasaccharide; - 
la perméthylation fournit la 3,4,6-tri-0-méthyl- - 

galactosamine, la 6-mono-O-méthyl-glucosamine, - le 2,3,4-tri-0-méthyl-fucose - 
et les 2,3 et 4,6-di-2-méthyl-galactoses. 

L'oligosaccharide B2, diffère de l'oligosaccharide A2 par un résidu de galac- 

tose qui remplace le résidu de N-acétyl-galactosamine. Les résultats de la 

perméthylation sont donc identiques, si ce n'est l'identification du perméthyl- 

galactose et la disparition de la perméthyl-galactosamine. 

c Nous avons rassemblé, dans le tableau XXIV p. 216, les 
résultats des analyses chromatographiques des éthers méthyliques libérés par 

hydrolyse des oligosaccharides perméthylés. 



TABLEAU XXIV 

Identification par chromatographie en phase gazeuse des éthers méthyliques présents 

dans les hydrolysats des oligosaccharides 01, Al, B1, 02, A2 et B2 perméthylés. 

M) Colonne de verre (0,3 x 300cm) : Chromosorb W AW HMDS ("mesh" 60-80) à 3 p. 100 de Carbowax 6000; 

température programmée de 130 à 190°C (2"C/mn); débit du gaz vecteur 30 ml/mn ; temps de rétention 

relatif au méthyl 2,3,4,6-tétra-2-méthyl-2-galactoside. - I 

, 

(* 40 Colonne de verre ~0,3~180cm): Chromosorb W AW HMDS i"mesh"100-120) à 3 p. 100 de Silicone OV 17; tempéra- 
m 

.--y ture de la colonne : 120°C;débit du gaz vecteur : 20 ml/mn;temps de rétention relatif à la 3,4,6-tri-2- I 

Oligosaccharides 

: - CL- 
! ;.- $ = méthyl-2-galactosamine. - 

2 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Ethers méthyliques des monosaccharides 
neutres (*) 

2,3,4-tri-0-méthyl-&-fucoside - - 

2,3,4,6-tétra-0-méthyl-g-galactoside - 

3,4,6-tri-9-méthyl-Q-galactoside 

4,6-di-2-méthyl-2-galactoside - 

2,3-di-9-méthyl-2-galactoside - 

Ethers méthyliques des méthyl-osamines & %) 

3,4,6-tri-9-méthyl-2-galactosamine - 

6-mono-2-méthyl-2-glucosamine - 
I 

A2 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

O2 

+ 

+ 

+ 

+ 

1 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

t r  

0,61 

1 

1,45 

2,12 

2,87 

t r  

1 

1,73 1,89 

O1 

+ 

+ 



C - DISCUSSION 

L 'épreuve  de g a l a c t o s u r i e  provoquée e s t  à l ' o r i g i n e  d 'une 

o l i g o s a c c h a r i d o s u r i e  don t  l ' e x i s t e n c e  e s t  é t r o i t e m e n t  l i g e  aux phénotypes ABE, 

Lewis e t  s é c r é t e u r  du s u j e t .  L ' é tude  de c e s  6 nouveaux o l i g o s a c c h a r i d e s  obte- 

nus p a r  f rac t ionnement  des  u r i n e s  s u r  colonne de charbon C e l i t e  v a  nous permet- 

t r e  d ' é t a b l i r  l e s  r e l a t i o n s  e n t r e  l e u r  s t r u c t u r e  e t  l e u r s  p r o p r i é t é s  immuno- 

chimiques e t  a i n s i  conf i rmer  ou i n f i r m e r  l e s  p r i n c i p e s ,  a c t u e l l e m e n t  é t a b l i s  

p a r  WATKINS e t  MORGAN (490) e t  p a r  KABAT e t  a 1 . ( 4 9 1 ) ,  q u i  p e r m e t t e n t  de  connai-  

t r e  l e s  s t r u c t u r e s  c i ' o l i g o s a c c h a r i d e s  s u i v a n t  l e u r s  a c t i v i t é s  de  groupes san- 

g u i n s .  

III - STRUCTURES DES OLIGOSACCHARIDES ISOLES DES ACETOLYSATS DE GLYCOPEPTIDES 

DE L ' OVOMUCO IDE 

L ' a c é t o l y s e  d e s  glycannes  des  g lycopep t ides  a  é t é  é t u d i é e  

a u  l a b o r a t o i r e  p a r  BAYARD e t  MONTREUIL (492).  Ces a u t e u r s  ont: d é c r i t  un procédé 

g é n é r a l  de f rac t ionnement  p a r  chromatographie  s u r  r é s i n e  échangeuse d ' i o n s  des  

a c é t o l y s a t s  de p o l y s a c c h a r i d e s  l i b r e s  ou conjugués q u i  f o u r n i t ,  dans l e  c a s  par-  

t i c u l i e r  de s i a l o - g l y c o p e p t i d e s ,  t r o i s  s é r i e s  de composés : des s i a l o - o l i g o -  

s a c c h a r i d e s ,  des  o l i g o s a c c h a r i d e s  n e u t r e s  e t  des  g l y c o p r o t i d e s  cor respondan t  

r e s p e c t i v e m e n t ,  aux p a r t i e s  e x t e r n e s ,  c e n t r a l e s  e t  i n t e r n e s  des glycannes .  En 

ce  q u i  nous concerne,  nous avons p a r t i c i p é  à l a  d é t e r m i n a t i o n  des  s t r u c t u r e s  

de 1 3  o l i g o s a c c h a r i d e s  i s o l é s  de l a  f r a c t i o n  n e u t r e  des  a c é t o l y s a t s  de glyco- 

p e p t i d e s  P de  l ' ovomucoïde (BAYARD, FOURNET, BOUQUELET, STRECKER, SPIK c. t 

MONTREUIL) (493) . 
A - MODE OPERATOIRE 

1 - Acéto lyse  du g l y c o p e p t i d e  P de l ' ovomuco~de  ($) 

Le g l y c o p e p t i d e  de l ' ovomuco~de  p r é p a r é  s e l o n  l e  p r o t o c o l e  

e x p é r i m e n t a l  d é c r i t  précédemment ( v o i r  p .68 )  a é t é  a c é t o l y s é  pendant  4 j o u r s  

p u i s  s a p o n i f i é  p a r  l e  méthy la te  de sodium s e l o n  l e  mode o p é r a t o i r e  d é c r i t  p a r  

BAYARD e t  MONTREUIL (494) .  

2  - Fractj.onnement des  p r o d u i t s  de  l ' a c é t o l y s e  

BAYARD e t  MONTREUIL (495) f r a c t i o n n e n t  l e s  a c é t o l y s a t s  du 

g lycopep t ide  P d e  l 'ovomucoïde,  p réa lab lement  s a p o n i f i é s ,  p a r  chromatographie 

s u r  Dowex 50x2 ("mesh" 100-120; H+). On o b t i e n t  de c e t t e  manière une f r a c t i o n  

e f f l u e n t e  "neutre"  q u i  c o n t i e n t  l e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  n e u t r e s  (12g pour 25g de 

g lycopep t ide )  e t  une f r a c t i o n  "basique1', é l u é e  d e  l ' échangeur  de  c a t i o n s  pa r  - 
$k3 L ' a c é t o l y s e  e t  l ' i s o l e m e n t  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  o n t  é t é  e f f e c t u é s  pa r  

B.  BAYARD. 



de l'ammoniaque à 0,5p.100 (v:v) et contenant des glycopeptides qui correspon- 

dent aux séquences glucidiques situées au voisinage du point d'attache avec la 

chaîne peptidique. 

3 - Fractionnement des oligosaccharides de la fraction "neutre" 
Les oligosaccharides de la fraction "neutre" ont été frac- 

tionnés par chromatographie d'adsorption sur colonnes de charbon Celite 

(4 x 50cm pour 12g de fraction "neutre") selon le procédé de WISTLER et DURS0 

(496). Les monosaccharides et les oligosaccharides sont élués par passage de 

solutions aqueuses de concentrations croissantes en éthanol. Les oligosaccharides 

présents dans chaque fraction sont isolés par chromatographie préparative sur 

papier Whatman n03 dans les systèmes solvants suivants : 

Solvant nO1 : alcool butyliquelacide acétiquejeau (4: 1 :5) 

(durée de la chromatographie : 1 à 4 jours) 

Solvant n02 : acétate d'éthyle/pyridine/acide acétique/eau 

(5:5:1:3) (durée de la chromatographie : 1 à 2 jours). 

Dans quelques cas particuliers, nous avons utilisé l'électrophorèse préparative 

sur papier Whatman n03 dans les conditions suivantes : tampon borate de sodium 

(lp.100 p/v d'eau distillée) de pH 9,2 ; cuve d'électrophorèse en toît ; 

7 V/cm pendant 4h. 

4 - Etude de la structure des olinosaccharides 
a) Composition centésimale et molaire en glucides 

La composition centésimale en monosaccharides a été détermi- 

née par l'application des méthodes calorimétriques décrites précédemment p.69. 

L'identification de ces monosaccharides ainsi que la détermination de la compo- 

sition molaire ont été réalisées après hydrolyse de l'oligosaccharide, par 

l'application des méthodes chromatographiques décrites p.71. 

b) Identification du monosaccharide terminal réducteur 

L'identification du monosaccharide terminal réducteur des 

oligosaccharides a été déterminée selon le protocole expérimental décrit p.208 

c) Détermination de la masse moléculaire des oligosaccharides 

La masse moléculaire de chaque oligosaccharide a été déter- 

minée par gel filtration (BHATTI et CLAMP) (497)(colonne de Séphadex G 25 fine, 

130 x 1,8cm; élution avec le tampon NaCl 0,15 M; fractions de 2 ml en 10 mn). 

d) Perméthylation 

Les oligosaccharides ont été perméthylés par la méthode de 

KUHN et al. (498) décrite précédemment p. 80. Les monosaccharides méthylés, 

libérés par hydrolyse chlorhydrique sont identifiés selon les procédés suivants : 

chromatographie en phase gazeuse des - O-acétyl-O-méthyl-arabinitols - formés par 



désamination oxydative des méthyl-osamines par la ninhydrine(voir p. 107), 
chromatographie en phase gazeuse des méthylglycosides des monosaccharides neu- 

tres méthylés (voir p. 130). 

Hydrolyse enzymatique des oligosaccharides 

Nous avons utilisé les glycosidases suivantes : P  -D-galacto- - - 
sidase (E.C. 3.2.1.23) de la rate Boeuf (BUDDECKE et WERRIES) (499);~-3-galacto- - - 
sidase (E.C. 3.2.1.22) des graines de Fenugrec (BEAUGIRAUD et al .) (500) ; a -D- - - 
mannosidase (E.C. 2.2.1.24) de la fève Jack (LI) (501); N-acétyl-p-D-glucosami- - - 
nidase (E.C. 3.2.1.30) de la fève Jack (LI et LI) (502). L'hydrolyse des oligo- 

saccharides (2 mM) a été effectuée en présence de 0,là 1 unité d'enzyme, à 3 7 " ~  

pendant 48h, dans un tampon citrate de sodium 0,OlM-phosphate disodique 0,lM de 

pH 4 , 6  pour la P-D-galactosidase et pour l'a-D-mannosidase, de pH 5,4 pour la - - - - 
N-acétyl-P-D-glucosaminidase - et de pH 5,5 pour l'a-D-galactosidase. Après arrêt de - - - 
l'action des enzymes par chauffage à 70'~ pendant 1 à 2 mn, les monosaccharides 

libérés ont été dosés par réductimétrie (MONTREUIL et SCHEPPLER) (503) et la N- 

acétyl-D-glucosamine, - par colorimétrie à l'aide d'un réactif au borate p-diméthyl- - 
amino-benzaldéhyde (GOOD et BESSMAN) (504)~ après purification des hydrolysats 

sur Dowex 50x8 puis sur Duolite A-102D 

f) Action du chlorure de triphényltétrazolium 

Pour confirmer, dans les oligosaccharides C,E et F, la 

substitution de l'hydroxyle en position 2 du résidu de mannose placé en position 

terminale réductrice, nous avons utilisé le réactif au chlorure de triphényl- 

tétrazolium de TREVELYAN et al. (505). 

B - RESULTATS 
1 - Isolement des oligosaccharides 

La chromatographie sur colonne de charbon Celite associée à 

la chromatographie et à l'électrophorèse préparative sur papier ont permis à 

BAYARD et MONTREUIL (506) d'isoler de la fraction "neutre" des acétolysats de 

glycopeptidespde l'ovomucoïde 13 oligosaccharides numérotés de A à M. Tous 

ces oligosaccharides sont homogènes en chromatographie et en électrphorèse. 

Cette homogénéité est confirmée par les résultats que nous obtenons par permé- 

thylation de ces oligosaccharides. 

2 - Structure des oligosaccharides 
La structure complète des 13 oligosaccharides a été déter- 

minée sur la base des résultats expérimentaux suivants : 

(*) Les hydrolyses enzymatiques ont été effectuées par S. BOUQUELET. 



1 - Tous les oligosaccharides possèdent le - D-mannose en position 
terminale réductrice, à 1 'exception de l'oligosaccharide B dans lequel cette 

position est occupée par la N-acétylglucosamine. 

2 - L'hydrolyse des oligosaccharides perméthylés contenant 
de la N-acétyl-D-glucosamine - fournit toujours du 1,4-di-0-acétyl-2,3,5-tri-O- - - - 
méthyl-arabinitol correspondant au produit de la désamination ~xydative~réduit 

et peracétylé de la 3,4,6-tri-O-méthyl-glucosamine - (Fig.58;p.221),à l'exception 

de l'oligosaccharide B qui donne du 1,3,4-tri-0-acétyl-2,5-di-O-méthyl-arabinitol - 
correspondant à la 3,6-di-O-méthyl-glucosamine. - Dans tous ces oligosaccharides, 

la N-acétyl-D-glucosamine - se trouve donc en position terminale non réductrice. - 
3 - Les résultats particuliers sont les suivants : 

(Le tableauXVp.222indique les temps de rétention des éthers méthyliques des 

monosaccharides neutres par rapport au méthyl-2,3,4,6-tétra-O-méthyl-a-Daan- - - - 
noside obtenus par hydrolyse acide des 13 oligosaccharides). 

- ~'oligosaccharide A a été identifié au - 0 - 2 - a c é t a m i d o - 2 - d é s o x y - ~ - g l ~ ~ ~  - 
- 

pyranosyl (1+4)-D-mannopyranose - de la manière suivante : - 
Il est constitué, en proportions équimolaires,de N-acétyl-D-glucosamine - - 

et de - D-mannose. Ce dernier disparait totalement après réduction par le bore- - 
hydrure de sodium et il apparait du mannitol. L1oligosaccharide est hydro1ys.é 

par la N-acétyl-P-L-glucolsaminidase de la Fève Jack. 

~'hydrolysat du dérivé perméthylé contient de la 3,4,6-tri-0-méthyl-gluco- - 
samine et du 2,3,6-tri-2-méthyl-mannose. 

- L'oligosaccharide B a été identifié à la N-acétyllactosamine ou - O-p-D-galacto- - - 
pyranosy1-(1+4)-2-acétamido-2-désoxy-D-g1ucopyranose. - - 

L'hydrolysat du dérivé perméthylé contient du perméthyl-galactose et de 

la 3,6-di-O-méthyl-glucosamine. - 
Il est totalement hydrolysé parla PD-galactosidase de la rate de Boeuf. = 
Cet oligosaccharide a été isolé par ADAM-CHOSSON et MONTREUIL (507) 

des hydrolysats partiels de 1 'ovomuco~de. 

- L'oligosaccharide C est le - 0-2-acétamido-2-désoxy-p-D-glucopyranosyl-(1 - - -42) 

-D-mannopyranose. - Il possède, en effet, les mêmes caractéristiques que - 
l'oligosaccharide A, à la différence près qu'il fournit après méthylation 

du 3,4,6-tri-O-méthyl-mannose - (identifié sous la forme de son dérivé méthyl- 

glycosilé et, après oxydation periodique, réduction et péracétylation, il 

fournit du 1,4-di-0- - acétyl-2,3,5-tri-O-méthyl-arabinitol). - En outre, il donne 

une réaction négative avec le chlorure de triphényltétrazolium. 

- L'oligosaccharide D est le mannosido-1,3 mannose ou - O-a-D-mannopyranosyl- - . - 
(1-3)-D-mannopyranose. Cette structure a été définie sur la base des résultats 

.p- 



Figure 58 

Chromatographie en phase gazeuse des 2-acétyl-e-méthyl-2-arabinitols - formés 

par désamination oxydative des dérivés 2-méthylés de la 2-glucosamine - obtenus 

par hydrolyse acide des oligosaccharides A,C,D,E,F,G,H,I,J,K,L et M. 

Colonne (0,3 x 180cm) de Chromosorb W ("mesh" 60-80) contenant 10 p. 100 de 

LAC 4R-886; température du four 200°C; débit du gaz vecteur (He) : 20 rnl/mn; 

2,3,5 = 1,4-di-~-acétyl-2,3,5-tri-2-méthyl-~-arabinitol; - 

2,3,4 = 1 , 5 - d i - 2 - a c é t y l - 2 , 3 , 4 - t r i - w t h y l - 2 - a r a b i n i t o l  - : témoin interne. 
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suivants : 

La réduction par le borohydrure de sodium fait disparaître la moitié 

du mannose tandis qu'apparait du mannitol. Le disaccharide est totalement 

hydrolysé par l'r~-mannosidase - de la Fève Jack. - 
Le disaccharide permethylé donne du 2,3,4,6-tétra-0-méthyl-mannose - et 

Le même mannobiose a été obtenu à partir des hydrolysats acides partiels 

de l'ovomucoïde (FOURNET, TAKERKART, BROHON et MONTREUIL) (508). 

- L'oligosaccharide E répond à la formule du - O-2-acétamido-2-désoxy-p-D-gluco- 

pyranosyl-(1-3)- acétamido-2-désoxy-p-D-glucopyranosyl-(142) - -D-manno- 

pyranose. 
1 =- 

Glc~Acp 1 +3 Man 

Il renferme de la N-acétyl-glucosamine et du mannose dans les rapports 

molaires 2 : 1. La totalité du mannose est réduite par le borohydrure de sodium. 

Sa masse moléculaire déterminée par chromatographie sur Sephadex est de 615 

(masse calculée : 586). La N-acétyl-6-D-glucosaminidase - de la Fève Jack libère - 
de la N-acétylglucosamine et du mannose . L'oligosaccharide ne réagit pas 
avec le chlorure de triphényltétrazolium. 

Il fournit par perméthylation de la 3,4,6-tri-O-méthyl-glucosamine - et du 

- L'oligosaccharide F a été identifié au - O-2-acétamido-2-désoxy-~-~-g~uc~- 
pyranosyl-(1- 4) - acétamido-2-désoxy-p-D-glucopyranosyl-( - - 1 Z~)]-~-rnan- 

nopyranose. 

Gl CNAC@ 1- 4 Man 
'7 

Le mannose et la N-acétylglucosamine sont dans le rapport 1 : 2, la 

chromatographie de l'hydrolysat de l'oside réduit laisse apparaître du mannitol 

et de la glucosamine, la masse moléculaire est de 615 (masse calculée : 586). 

~'acétolyse conduit à un mélange de deux disaccharides A et C. Le trisaccharide 



est hydrelys6 par la N-acétyl-p-D-glucosaminidase - de la Fève Jack en N-acétyl- 
7 

glucosamine et en mannose. Il n'est pas révélé par le réactif au chlorure de 

triphényltétrazolium. 

La méthylation fournit de la 3,4,6-tri-O-méthyl-glucosamine - et du 3,6-di-0- - 

méthyl-mannose. 

- L'oligosaccharide G est le - O-2-acétamido-2-désoxy-p-D-glucopyranosyl-( l~4)-  - - 
O-a-D-mannopyranosyl-(1-4 3)-D-mannopyranose. - - - - - 

GlcNAcal-4 Manal-3 Man 

Le mannose et la glucosamine sont dans les rapports 2 : 1. La moitié 

des résidus du mannose est éliminée par réduction. La masse moléculaire 

déterminée par chromatographie sur Séphadex est de 540 (masse calculée : 545). 

~'acétolyse conduit à un mélange des oligosaccharides A et D. La N-acétyl-p-D- - - 
glucosaminidase de la Fève Jack libère de la N-acétylglucosamine et le manno- 

biose D .  

La perméthylation de l'oligosaccharide conduit à la perkéthyl-glucosamine 

et aux 2,3,6- et 2,4,6-tri-2-méthyl-mannoses . 
. - L'oligosaccharide H diffère de l'oligosaccharide G par la conjugaison du 
résidu de la N-acétyl-D-glucosamine - en position C-2 au lieu de la position C-4 - 
sur le résidu de - D-mannose médian. C'est donc le 0-2-acétamido-2-désoxy-f3-D- - - - 

glucopyranosyl-(1--3 2)-O-a-D-mannopyranosyl-(1+3)-D-mannopyranose. - - - - - 
GlcNAcpll-2 Mans1 -3 Man 

La perméthylation fournit la 3,4,6-tri-Oaéthyl-glucosamine - et les 3,4,6- 

et 2,4,6-tri-O-méthyl-mannoses. - 
- L'oligosaccharide 1 est un isomère des deux trisaccharides G et H précédents 
dans lequel le résidu de N-acétyl-D-glucosamine - est.conjugué sur le résidu de - 
D-mannose terminal réducteur. Il s 'agit du O a  -D-mannopyranosyl-( 1-3) -[-- 
7 - - - - 
acétamido-2-désoxy-6-D-glucopyranose- - - ( 1 4 4)]-~-manno~~ranose. = 

Manal -, 3 Man 

L'acétolyse fournit les oligosaccharides A et D.  hydrolyse par la N- 

acétyl-p-D-glucosaminidase - de la Fève Jack, libère de la N-acétylglucosamine - 
et le mannobiose D. 

La perméthylation conduit à la perméthyl-glucosamine et aux 2,3,4,6-tétra- 

- ~'oligosaccharide J est le - O-2-acétamido-2-désoxy-B-D-glucopyranosyl- - - 



GlcNAc 1- 2 ManS1-3 Man P .  

'? 
G 1 cNAc 

Il renferme de la N-acétylglucosamine et du mannose en proportions 

identiques et la réduction par le borohydrure de sodium élimine la moitié 

des résidus de mannose. Sa masse moléculaire est de 750 (masse calculée pour 

un tétrasaccharide : 748). L'acétolyse fournit une faible quantité de di- 

saccharides A, C et D et une quantité importante des trisaccharides H et 1. 

 hydrolyse par la N-acétyl-p-D-glucosaminidase - de la Fève Jack libère - 
de la glucosamine et le disaccharide D. 

La perméthylation fournit la perméthyl-glucosamine et les 3,4,6-tri-et 

2,6-di-0- - méthyl-mannoses. 

- ~'oligosaccharide K possède la structure du - O-2-acétamido-2-désoxy-P-D- - - 
glucopyranosyl-(1-4)- 

O-a-D-mannopyranosyl- ( 1 - - - E 

GlcNAc(5l.- 2 Maml 9 3 Man 
4 
C 
1 

P 
G 1 cNAc 

Cet oligosaccharide est donc un isomère de l'oligosaccharide J. Il diffère 

de celui-ci par la nature des dérivés méthylés du mannosequi sont le 2,4,6-tri- 

- L'oligosaccharide L est aussi un isomère du tétrasaccharide J. Il s'agit du 
O-2-acétamido-2-désoxy-p-D-glucopyranosyl- ( 1-4) - [O-a-D-mannopyranosyl-( 1 --;)3) - - - - - - - 

GlcNAcpl-4 Mancil-3 Man 

r 
G 1 cNAc 

Cet oligosaccharide conduit aux mêmes résultats expérimentaux que 



l'oligosaccharide J, à la différence près suivante : la perméthylation 

fournit outre la 3,4,6-tri-O-méthyl-glucosamine, - les 2,3,6-tri-et 2,6-di-0- - 

méthyl-mannoses. 

- L'oligosaccharide M possède le schéma de structure du - O-Z-acétamido-2- 
désoxy-p-D-glucopyranosyl-(1-34)- - 0-2-acétarnido-2-désoxy-a-~-glucopyranosy~- - l- - - 
(1- 2)-O-a-D-mannopyranosyl-(1~3)-0-2-acétamido-2-désoxy-~-D-gluco- - - - - - 1 - 

J 

GlcNAcel - 2 Man41 cl 3 Man 

Cette structure a été déterminée de la manière suivante : 

Les résidus de N-acétylglucosamine et de mannose sont dans le repport 

3 : 2. La réduction par le borohydrure de sodium fait disparaître la moitié 

de la quantité de mannose. La masse moléculaire déterminée par gel filtration 

sur Séphadex est de 930(masse calculée pour un pentasaccharide : 950). 

L'hydrolyse par la N-acétyl-P-D-glucosaminidase - de la Fève Jack libère de - 
la N-acétyl-glucosamine et le disaccharide D. L'acétolyse libère les 

trisaccharides G, H et 1 et les tétrasaccharides J, K et L. 

La perméthylation fournit de la 3,4,6-tri-O-méthyl-glucosamine - et 

les 3,6- et 2,6-di-O-méthyl-mannoses. - 

C - DISCUSSION 
1- L'application des techniques de perméthylation des molécules gluci- 

diques et d'identification des éthers méthyliques que nous avons décrits dans 

la première partie de notre mémoire nous a permis de confirmer les structures 

des 13 oligosaccharides isolés de la fraction "neutre" des acétolysats de 

glycopeptidespde l'ovomuco'ide. 

2- Les résultats que nous avons obtenus ne sont pas interprétables 

du point de vue de la connaissance de la structure de la fraction glycannique 

de l'ovomucoide. En effet, il est impossible de reconstituer quelque structure 

que ce soit à partir de trop nombreux fragments oligosaccharidiques que 

nous avons isolés. Tout au plus pourrions nous faire figurer dans le schéma 

la formule du pentasaccharide M sans toutefois pouvoir préciser sa position 

au sein du glycanne. Comme nous l'avions vu plus haut (voir p.l85),ces 

oligosaccharides proviennent de deux variants de l'ovomuco?de (asialo- 



ovomuco~de 1 et 2) ;  comme chaque variant renferme 2 glycannes, c'est donc 

sur un mélange de 4 glycopeptides que nous devrions essayer de reconstituer 

ce puzzle à partir des oligosaccharides dont nous avons déterminé la 

structure. Ceci est illusoire car rien ne prouve à priori que la structure de 

ces quatre glycannes soit identique. 

3- Ces oligosaccharides nous ont été extrèmement précieux car ils nous 

ont fourni des éthers méthyliques du mannose. 

I V  - C O N C L U S I O N S  

Les conclusions que nous pouvons tirer de l'étude que nous avons 

effectuée sur la structure d'oligosaccharides isolés de divers milieux sont 

les suivantes : 

1 -  L'application de la perméthylation nous a permis de préciser la 

structure de 18 oligosaccharides isolés des hydrolysats partiels ou des 

acétolysats de glycoprotéines et de milieux biologiques tel l'urine. 

2-  é étude comparée des ~li~osaccharides isolés des hydrolysats partiels 

ou des acétolysats de diverses glycoprotéines nous montre, de nouveau, des 

analogies de structure de la fraction glucidique de ces hétéroprotéides. A 

i'heure actuelle,il nous est impossible de replacer ces oligosaccharides 

dans une structure globale. Ce travail sera rendu possible lorsque nous 

appliquerons ces procédés de rupture séq~enti~slle à des glycannes purs. Ces 

oi~gosaccharide; constituent des modèles moléculaires qui nous ont permis 

d'isoler des éthers méthyliques à l'état pur et qui servent actuellement à 

étudier la spécificité des glycosidases (BOUQUELET) (509). 

3- L'étude de la structure des oligosaccharides de l'urine nous ouvre 

à d'autres problèmes : relation entre structures et activités irnmunochimiques, 

origine de ces oligosaccharides dont la synthèse est induite par une épreuve 

de galactosurie provoquée. 



- L i t - .  

Les r e c h e r c h e s  que ncus  avons eEf  ccr i iees  nous o n t  cc)nduS t~ ,  à met - 

t r e  ail p o i n t  l e s  prnc6ciés tle per-métliylatiorz i r s  g l u ( - i d e s  dont  l'application 

a  permis  de d é t e r m i n e r  l a  s t r u c t u r e  d ' o l i g o s a c c h a r i d e s  l i b r e s  ou corijugués : 

glycannes  de  l a  t r a n s i e r r i n e  humaine e t  de  L'ovornuco~de, o l i g o s a c c h a r i d e s  

i s o l é s  d e s  h y i r o l y s a t s  p a r t i e l s  ou d e s  a c é t o l y s a t s  de lfcvomuco.ide e t  

d e  l ' o r o s o m u c o ~ d e ,  o l i g o s a c c h a r i d e s  i s o l é s  d e s  u r i n e s  d e  s u j e t s  normaux. 

1,es t r a v a u x  concernan t  c e s  d e r n i e r s  ~ o m p o s & s  c nt é t é  e f f e c t u é s  dans  Le 

c a d r e  d ' u n  t r a v a i l  d ' é q u i p e .  

Les c o n c l u s i o n s  g é n é ~ a l e s  que nous  pouvons t i r e r  d e  l ' ensemble  

d e  n o s  t r a v a u x  s o n t  l e s  s u i v a n t e s  : 

1 -  Nous avons  r e p r i s  l ' é t u d e  d e s  d i v e r s  p rocédés  q u i  p e r n i e t t e n t , s a n s  

ambigui té ,de  c o n c l u r e  à une s u b s t i t u t i o n  t o t a l e  d e  t o u t e s  l e s  f o n c t i o n s  

hydroxy les  de  I ' o l i g o s a c c h a r i d e  perméthylé .  Le problème eSK, e n  e f f e t ,  

c a p i t a l  c a r  une m e t h y l a t i o n  incomplète  p e u t  ê t r e  l a  cause  de  g r a v e s  e r r e u r s  

l o r s  de  l ' i n t e r p r é t a t i o n  d e s  r é s u l t a t s .  De n o t r e  é t u d e ,  nous avons r e l e v é  

deux p rocédés  r a p i d e s  de  c o n t r ô l e  de  1-a pe rmet t iy la t ion  : d ' u n e  p a r t ,  

l ' a n a l y s e  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  perrnéthylés de  f a i b l e s  masses m o l é c u l a i r e s  

p a r  chromatographie  d ' a d s o r p t i o n  s u r  couche mince e t  d ' a u t r e  p a r t ,  l ' é t u d e  

d e s  s p e c t r e s  infra-Rouges  d e s  molécu les  g l u c i d i q u e s  perméthylées.  Dans l e  

p remie r  c a s ,  nous  concluons  a l a  p e r m é t h y l a t i o n  quand il n ' a p p a r a î t  p l u s  

qu 'une s e u l e  t a c h e  s u r  l e s  chromatoplaques;  dans  l e  second c a s ,  l a  p r é s e n c e  
- 1 

ou l ' a b s e n c e  d e  l a  bande d ' a b s o r p t i o n  à 3500 3600 cm nous r e n s e i g n e  avec  

p r é c i s i o n  s u r  l e  degré  d e  s u b s t i t u t  i o n  d e s  f o n c t i o n s  hydroxy les .  Nous n ' a v o n s  

p a s  u t i l i s é  l a  t echn ique  p r é c i s e  d u  dusagé d e s  groupements "méthoxy" c a r  

e l l e  n ' e s t  pas  compat ib le  avec l e  peu d e  s u b s t r a t s  don t  nous d i s p o s o n s .  

En o u t r e ,  i l  e s t  d i f f i c i l e  de  d é t e r m i n e r  à p r i o r i  le  pourcentage de  groupe- 

ments  "méttroxy" d e s  g l y c o p e p t i d e s  permét l iy lés .  

2- Nos é t u d e s  su r  l e s  procédés  d e  pe rmgthy la t ion  d e s  molécu les  g l u c i -  

d i q u e s  nous o n t  permis d e  c o n s t a t e r  q u ' i l  e s t  r a r e  que l a  s u b s t i t u t i o n  de  



toutes les fonctions hydroxyles puisse être r6alisée en une seule opération. 

Généralement, il est nécessaire d'effectuer plusieurs cycles de méthylation. 

Parmi toutes les méthodes d'alkylation, nous avulls retenu le procédé de 

HAROMORJ qui réalise le mieux la perm6tl:ylation. Cette méthode sera associée 

à celle de KUHN dans le cas de mol&cules susceptibles de subir des dégra- 

dations, principalement les oligosaccharides possédant une extrémité termi- 

nale réductrice. En ce qui concerne la perméthylation des glycopeptides, 

trois cycles successifs de méthylation sont géxiéralement nécessaires pour 

obtenir une substitution quantitative de toutes les foiictions hydroxyles. Le 

glycopeptide perméthylé sera enfin purifi6 p a r  chromatographie de gel 

filtration sur Séphadex LH 20. 

3- L1a libération des résidus monosaccharidiques du glycopeptide 

perméthylé soulève les mêmes problèmes que ceux rencontrés pour la molécule 

native. A ces difficultés s'ajoute celle de la stabilité des fonctions 

"méthoxy" dans les conditions de l'hydrolyse. Les liaisons osidiques de 

l'oligosaccharide ou du glycopeptide perméthylés seront libérées par 

deux procédés : la méthanolyse par le méthanol chlorhydrique N, à 100"~ 

pendant 8 heures, fournit les méthylglycosides des monosaccharides 

méthylés qui peuvent être directement analysés en c!lromatographie en 

phase gazeuse; dans ces conditions nous n'avons remarqué aucune réaction 

de déméthylation; l'hydrolyse par des solutions d'acide chlorhydrique 

exempt de fer, de concentration 1,5 N et 4 N qui fournit des résultats 

parfaitement reproductibles. Il faut toutefois noter que le 2,3,4-tri-0- - 

méthyl Fucose est partiellement dégradé par l'acide chlorhydrique 4 N. - 
Nous utilisons la méthanolyse pour les molécules glucidiques unique- 

ment constituées de monosaccharides neutres méthylés. 

L'hydrolyse sera préférée dans le cas de molécule possédant à la fois 

des monosaccharides neutres et des osanlines. Ces dernières pourront être 

fractionnées par électrophorèse préparative et ainsi être identifiées 

séparément, 

4- Nous avons conçuun procédé de fractionnement des éthers méthyliques 

présents dans les glycopeptides perméthylés qui associe les techniques 

d'électrophorèse préparative et de chromatographies sur papier, en phase 



gazeuse ou sur résine échangeuse de cations. Cette méthode réalise un 

premier fractionnement des éthers méthyliques des monosaccharides neutres 

et des méthyl-osamines. Ces dernières peuvent être directement analysées 

par chromatographie sur réhineiéchangeuse de cations et par chromatogra- 

phie en phase gazeuse de leurs dérivés triméthylsilylés ou de leurs 

produits de désamination par la ninhydrine. Quant aux monosaccharides neutres 

méthylés,ils sont fractionnés suivant leur degré de substitution et la 

nature du monosaccharide méthylé par chromatographie préparative sur 

papier. 

La caractérisation des monosaccharides neutres méthylés présents 

dans chaque fraction est réalisée, non pas par les procédés classiques 

de déméthylation et d'identification du monosaccharide, mais par 

ideatification du ou des composés perméthylés obtenus par alkylation totale 

des monosaccharides partiellement méthylés. 

L'identification des monosaccharides neutres méthylés est réalisée 

par chromatographie en phase gazeuse de leurs dérivés de méthylglycosila- 

tion. Dans certains cas (méthyl-2,3,4-et 3,4,6-tri-O-mgthyl-mannosides, - 

éthers triméthylés du méthyl-galactoside), il est nécessaire de soumettre 

les éthers méthyliques, préalablement triméthylsilylés, à une seconde 

chromatographie en phase gazeuse. 

La chromatographie en phase gazeuse résoud le problème de l'identifi- 

cation des éthers méthyliques des monosaccharides présents dans les 

oligosaccharides libres ou conjugués perméthylés. Elle réclame peu de 

substrats puisqu'elle nous a permis de déterminer la structure de plusieurs 

oligosaccharides par perméthylation de 3 à 4 mg. Parmi toutes les phases 

stationnaires commercialisées que nous avons expérimentées, deux ont retenu 

notre attention. Il s'agit des polyéthylénes glycol de type Carbowax 6000 

pour l'analyse des éthers méthyliques des monosaccharides neutres et les 

phénylméthyl silicones de type OV 17 pour l'analyse des dérivés triméthyl- 

silylés des osamines. Dans les deux cas, elles seront utilisées à de 

faibles pourcentages (1 à 5p.100). 

5- Les recherches que nous avons effectuées sur la synthèse des éthers 

méthyliques nous ont apporté les résultats suivants : 

a - Chaque fois que cela est possible, il est préférable de 
faire appel à des substrats de structure connue pour obtenir les mono- 



saccharides - O-méthylés. Cette voie nous a permis de préparer les éthers 

méthyliques suivants : 

la 3,6-et la 4,6-di-O-méthyl-D-glucosamines, - - la 4- et la 6-mono-O-méthyl-D- - - - - 
glucosamines, ainsi que le - 3,4-di-O-méthyl-D-mannose. - - 

b - Les études cinétiques de méthylation des monosaccharides 
permettent de préparer des mélanges de dérivés méthylés plus ou moins 

substitués. Ceux-ci peuvent subir un premier fractionnement par extraction 

chloroformique qui réalise un partage entre éthers organo-solubles et 

hydro-solubles. Ces éthers méthyliques ont pu être fractionnés et isolés 

par chromatographie en phase gazeuse préparative en adaptant à cette 

technique les conditions opératoires de la chromatographie en phase gazeuse 

analytique. Lorsque cela est nécessaire, les dérivés triméthylsilylés des 

éthers méthyliques peuvent être préparés par cette technique : dans ce 

cas, le dérivé obtenu peut être dé-triméthylsilylé par le méthanol aqueux 

à reflux. 

c - Chaque éther ainsi préparé a été identifié en faisant appel 
à plusieurs techniques : révélations spécifiques, oxydation periodique, 

spectrographie de masse et enfin pouvoir rotatoir. 

d - Cette méthode nous a permis de préparer rapidement et avec 
de bons rendements les éthers tétra-, tri- et diméthyliques du rngthyï-a--- - 
mannoside, ainsi que les méthyl-2,3,4,6-tétra-O-méthyl - et 2,3,4-tri-0- - 

méthyl-D-galactosides. - 
6- L'application de nos techniques à l'étude de la structure d'oligo- 

saccharides libres ou conjugués nous a apporté les résultats suivants : 

a - Sur la base des résultats de la perméthylation de l'oxyda- 

tion périodique, de l'hydrolyse par la neuraminidase, nous avons proposé 

un schéma de structure des fractions glycanniques de la transferrine 

humaine. 

b - L'étude comparée des glycannes de plusieurs glycoprotéines 
nous montre des analogies de structure que MONTREUIL, SPIK et CHOSSON 

(510) avaient énoncées dès 1962. C'est ainsi que nous avons pu identifier 

des chaînons communs dans les fractions glucidiques de glycoprotéines 

telles l'ovomuco~de du blanc d'oeuf de Poule, la transferrine et l'oroso- 

mucoïde du sérum humain. 

c - L'association de techniques complémentaires : acétolyse, 

hydrolyse enzymatique, perméthylation nous a permis d'établir la structure 

de 13 oligosaccharides isolés de la fraction "neutre" des acétolysats 



de glycopeptidesp de l'ovomuco~de. Ces résultats ne sont pas encore inter- 

prétables du point de vue de la connaissance de la structure de la fraction 

glycannique de l'ovomucofde car ces oligosaccharides proviennent d'un 

mélange de glycopeptides. Toutefois, ils constituent des modèles moléculaires 

qui servent actuellement à étudier la spécificité des glycosidases. 

Ces mêmes méthodes nous ont fourni les structures de trois oligosaccharides 

d'activité de groupes sanguins isolés des urines de sujets normaux. Ces 

oligosaccharrides constituent des modèles moléculaires intéressants pour 

étudier les relations entre structures et activités immunochimiques. 

Nous pouvons donc conclure que nous possédons actuellement les 

méthodes qui nous permettent de déterminer la structure des fractions 

glucidiques des glycoprotéines. 

Ce stade de technologie dépassé, nous pouvons nous attacher à l'étude 

complète de la structure de différents glycannes d'une même glycoprotéine 

ou de molécules différentes. Ces études comparées nous apporteront des 

renseignements précieux sur la manière dont ces polysaccharides sont 

biosynthétisés et en particulier sur l'existence d'un codage de cette 

synthèse. 
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1 - TECHNIOUES ORIGINALES DE METHYLATION 

A - PROTOCOLE EXPERIMENTAL ORIGINAL DE PURDIE et IRVINE ( 1 ). 

Une mole de méthyl-ol-D-glucoside - préparé suivant le procédé de - 
FISCHER ( 2 ) est dissoute dans 6 ou 7 fois son poids de méthanol. 

On ajoute ensuite IO moles d'iodure de méthyle et 5 moles d'oxyde d'argent 

sec, en plusieurs additions successives, en respectant les proportions entre 

iodure de méthyle et oxyde d'argent. Chaque addition est marquée par une 

légère augmentation de la température du milieu réactionnel. Quand tous 

les réactifs sont additionnés, la méthylation se termine par un chauffage 

au bain-marie à reflux. Après refroidissement, le mélange réactionnel 

est filtré et le précipité argentique, sur lequel est adsorbée une proportion 

importante de dérivés méthylés,est lavé sur filtre par du méthanol chaud. 

Les filtrats contenant du méthyl-a-glucoside non modifié et des produits de 

méthylation correspondants, sont évaporés à siccité. Les dérivés méthylés 

sont extraits à l'éther. Après séchage sur sulfate de sodium anhydre, les phases 

éthéréessont évaporées et laissent un sirop bouillant sous pression réduite 

(14mm de mercure) entre 157 et 165"~. Plusieurs distillations fractionnées 

permettent d'obtenir une fraction bouillant à 167-170"~ sous I7mm de mercure 

et constituant le principal produit de la réaction. 

L'analyse montre qu'il s'agit d'un dérivé tri-O-méthylé. - Ce 

dérivé partiellement méthylé est perméthylé par l'iodure de méthyle qui 

joue alors le rôle de solvant de méthylation et d'agent de méthylation. 

Une mole de triméthyl-éther est dissoute dans 5 moles d'iodure de méthyle 

et 2,5 moles d'oxyde d'argent sont ajoutéespar petites portions. 5 moles 

d'iodure de méthyle et 2,5 moles d'oxyde d'argent sont de nouveau additionnées 

par petites portions. Quand tous les réactifs sont ajoutés, le mélange 

réactionnel est chauffé quelques heures au bain-marie. Après refroidissement, 

les sels d'argent sont éliminés par filtration et lavés sur filtre par de 

l'éther. Les phases éthérées séchées sur sulfate de sodium anhydre sont 

évaporées jusqu'à l'obtention d'un sirop. Ce résidu final est distillé sous 

pression réduite (20 mm de mercure) et la fraction de point d'ébullition : 

144-152' est recueillie. Cette fraction est soumise à l'hydrolyse par de 

l'acide chlorhydrique à 8p.100 à 100"~ pendant une demi-heure. La solution 

noirâtre obtenue est neutralisée par de la soude et les produits méthylés 



extraits à l'éther. Les phases éthérées, séchées par le sulfate de sodium 

anhydre, sont évaporées jusqu'à l'obtention d'un sirop. Ce sirop est 

distillé sous pression réduite (20mm de mercure) et la fraction passant 

à 182-185'~ cristallise en longues aiguilles. Le point de fusion de 

ces cristaux est de 81-83', 

Ce perméthyl-glucose constitue le premier monosaccharide méthylé pur, isolé 

à l'état cristallisé. 

B - PROTOCOLE EXPERIMENTAL ORIGINAL DE HAWORTH ( 3 ) 

Le monosaccharide OU son dérivé est dissous dans le minimum d'eau 

et introduit dans un flacon muni d'un agitateur mécanique , d'un condenseur 
et de deux orifices par lesquels seront additionnlés la soude et le 

sulfate de méthyle. L'ensemble est porté à 70'~. On ajoute alors, sous 

agitation vigoureuse, 3 fois la quantité théorique de sulfate de méthyle 

et de soude à 30 p.100. L'addition de ces réactifs doit être faite de 

manière telle qu'une légère alcalinité subsiste pendant toute la durée 

de l'opération. Le mélange est agité vigoureusement pendant 1 heure. En 

fin de réaction, la température du bain-marie est portée à IOO'C pendant 

0,5h. La solution est refroidie et les éthers méthyliques sont extraits 

par le chloroforme. Après évaporation de ce dernier le résidu obtenu 

peut être soumis à une deuxième méthylation. 

L'auteur précise que dans la plupart des cas, le matériel retenu 

dans la phase aqueuse après extraction chloroformique est pratiquement 

nul . Cette solution aqueuse peut être concentrée, neutralisée, désionisée 

et soumise à la méthylation. De plus, HAWORTH indique qu'aucun produit 

de dégradation n'apparait lors de la méthylation en,présence de soude, 

le pouvoir rotatoire ayant toujours des valeurs optimales ou étant comparables 

aux valeurs déjjà précisées. 

C - PROTOCOLE EXPERIMENTAL DE METHYLATION D 'UN GLUCOWNANE PERACETYLE 
(BISHOP et COOPER) ( 4 ) 

1,5g de glucomannane est acétylé par 30 ml d'anhydride acétique 

dans 45 ml de pyridine. Le mélange est additionné d'eau et le précipité 

obtenu est centrifugé, lavé à l'eau et séché sous vide. Le produit obtenu 

est dissous dans 25 ml de tétrahydrofuranne redistillé et additionné de 

17g de soude et de 20 ml de sulfate de méthyle, ajouté goutte à goutte, 



sous agitation. Le mélange est traité une nouvelle fois par les mêmes 

quantités de réactifs, puis porté à l'ébullition à reflux pendant une heure. 

Dix additions de soude et de sulfate de méthyle sont ensuite réalisées 

pendant 4 jours, avec agitation continue. On ajoute, de temps à autre, 

du tétrahydrofuranne pour maintenir la fluidité du milieu. On traite ensuite 

à reflux pendant une heure. Au refroidissement apparait un précipité que 

l'on recueille par filtration et que l'on dissout dans l'eau. La solution 

aqueuse filtrée est extraite pendant 24 heures par le chloroforme. Les 

phases aqueuses sont évaporées à sec et les résidus sont extraits à nouveau 

par le chloroforme et le méthanol. 

D - PROTOCOLE EXPERIMENTAL DE METHYLATION DU METHYL-GLUCOSIDE SOUS LA FORME 
DE SON SEL DE THALLIUM (FEAR et MENZIES) ( 5 ).  

1 - Préparation du sel de thallium du méthyl-*glucoside. 
21,6g de méthyl-a-glucoside dissous dans 13 ml d'eau sont addi- 

tionnés à 206 ml d'hydroxyde de thallium 1,62 N (%). Le mélange réactionnel 

est porté ensuite à ébullition pour concentrer au demi la solution de 

départ. 

2 - Méthylation du sel de thallium du méthyl- -glucoside. 
Le composé jaune obtenu (76,8g) est traité à reflux pendant cinq 

heures par l'iodure de méthyle. La réaction est alors complète, l'excès 

d'iodure de méthyle est évaporé et le résidu extrait par du méthanol. 

A partir de 36,5g de sel de thallium les auteurs obtiennent 9,8g de méthyl- 

tri-O-méthyl-glucosides - sous forme de sirop. 

(j(;) - L'hydroxyde de thallium peut être préparé soit : 
a) Par barbotage d'oxygène dans de l'eau bouillante contenant du 

thallium métallique (la réaction, très lente, est suivie d'un 

dosage acidimétrique d'une quantité aliquote). 

b) à partir du sulfate de thallium en présence de baryte suivie de 

l'élimination du précipité de sulfate de baryum. 

c) par passage de sels de thallium sur une résine échangeuse 

d'anions. 



E - PROTOCOLE EXPERIMENTAL DE METHYLATION D'UN COMPLEXE ARABANE-ACIDE 

PECTIQUE SOUS LA FORME DE SON SEL DE THALLIUM (HIRST et JONES) ( 6 ) . 
30g de polysaccharide sont mis à gonfler dans l'eau et 

à la masse ainsi obtenue, 450 ml d'hydroxyde de thallium N sont ajoutés 

sous agitation énergique et à l'obscurité. Après un séjour de 2 heures 

à 20°C, le mélange réactionnel est filtré le résidu est lavé à l'alcool 
/ 

et séché à 60°C sous vide. 

Le composé jaune citron (98g contenant 49g de thallium dosable 

par l'acide sulfurique en présence de phénol-phtaléine) est pulvérisé et 

traité à reflux pendant 12h par de l'iodure de méthyle contenant une petite 

quantité de méthanol anhydre. Le solvant est ensuite éliminé à 30°C sous 

pression réduite (I-) et le résidu solide d'iodure de thallium et de 

polysaccharide partiellement méthylé est repris par 200ml d'une solution 

benzénique d'éthoxyde de thallium (*) à 30p. 100. Après quelques minutes 

dlagitation,le benzène est distillé à 30°C sous pression réduite (IOmrn) 

et le résidu obtenu est pulvérisé puis traité par de l'iodure de méthyle 

dans les mêmes conditions que précédemment. L'iodure de méthyle est enfin 

éliminé et le polysaccharide méthylé est séparé de l'iodure de thallium 

par ébullition dans le méthanol. 

ppppp - p p  - - 

(*) L'éthoxyde de thallium peut être préparé de plusieurs manières : 

a) Agitation de l'hydroxyde de thallium (67g) dans de l'éthanol 

(20 ml) à 20°C. Après IO minutes, l'éthanol est décanté. L'opération 

est répétée trois fois. 

b) Agitation de l'oxyde de thallium (456g) dans la formaldehyde 

(180m1, d : 1,084). Lorsque la réaction est terminée, on filtre 

et le filtrat est neutralisé avec de l'acide formique. Le formiate 

de thallium (50g) dissous dans son propre poids d'eau est porté 

à l'ébullition avec une solution éthanolique (150ml) de sodium (8g). 

L'éthoxyde de thallium doit être conservé en ampoules scellées 

dans l'éthanol et à l'obscurité. 



DANS L 'AMMONIAC LIQUIDE (HODGE , KARJALA et HILBERT) ( 7 ) . 
IOg d'amidon sec sont agités avec 6001111 d'ammoniac liquide 

anhydre dans un vase de DEWAR. La température du mélange réactionnel 

est de -35°C.  Sept additions successives de sodium et d'iodure de méthyle 

sont ensuite effectuées. Le métal alcalin sera additionné de telle façon 

que la quantité de sodium libre présent dans le mélange réactionnel soit 

consommée en 15 minutes (visible par la coloration bleue du mélange 

réactionnel) par l'addition goutte à goutte d'iodure de méthyle. Les 

quantités de sodium ajoutées par petits fragments et par unité de glucose 

sont les suivantes : 2 et 1,8 atomes pour les étapes 1 et 2, les additions 

ultérieures étant de 1,4 atome, 0,8, 1,4, 1 et 0,8 atomes par unité de 

glucose. En aucun cas les réactions de substitution du métal alcalin ne 

devront excéder une heure. Les additions ultérieures de sodium se font 

dans les conditions suivantes : 1,8 atome de sodium par unité de glucose 

puis 1,4 et 0,8 atomes de sodium. 

L' amidon méthylé insoluble est séparé par aspiration du liquide 

surnageant et le résidu solide est lavé avec de l'ammoniac liquide. On 

procède ensuite à de nouveaux traitements par 1,4, puis 1, puis 0,8 atome 

de sodium par molécule de glucose. 

Si de nouveaux traitements sont nécessaires, on recueille 

le composé insoluble et on réalise des additions de sodium de 1, puis 

de 0,8 atome de sodium pa,r molécule de glucosle. 

La fin de la méthylation est marquée par l'apparition d'une 

coloration bleue persistante lors de l'addition, au milieu réactionnel, 

de sodium en excès. 

Le résidu final est séché à l'air, puis sous vide; il est ensuite 

purifié par des extractions à l'eau chaude suivies d'une cristallisation 

par l'addition d'éther de pétrole à partir de la solution chloroformique. 

Poids final : IO à 1 1  grammes. 

G - PROTOCOLE EXPERIMENTAL DE METHYLATION DE LA N-ACETYLGLUCOSAMINE PAR LE 
DIAZOMETHANE (KUHN et BAER) ( 8 ) . 

Une solution de 2g de N-acétylglucosamine dans l'eau (25ml) et 

le méthanol (100ml) refroidie de 0°C est traitée avec du diazométhane obtenu 



à partir de 20g de N-nitroso-N-méthylurée en solution dans 200ml d'éther. 

Un dégagement important d'azote se produit et la solution se décolore en 

revenant progressivement à la température ordinaire en une nuit. Le résidu 

obtenu par évaporation sous pression réduite est dissous dans 20rnl de méthanol 

et quelques gouttes d'eau. Une nouvelle méthylation est réalisée en une nuit, 

avec une solution éthérée de diazométhane préparée à partir de 8g de N-nitroso- 

N-méthylurée. L'excès de réactif est, alors détruit par addition d'une petite 

quantité d'acide acétique et la solution est évaporée sous pression réduite. 

(Une aliquote du produit obtenu analysée par chromatographie sur papier dans 

le système solvant pyridine-acétate d'éthyle-eau (1 : 2 : 2 v/v) révèle la 

présence d'une petite quantité de N-acétylglucosamine et d'un produit majeur 

de mobilité chromatographique plus élevée). Le produit séché sous vide est 

dissous dans une quantité minimale de méthanol sec (environ IOml) et on ajoute 

lentement de l'éther sec pour obtenir un précipité persistant (environ 6 volumes). 

Le précipité initialement amorphe devient granuleux en le triturant avec de 

l'éther. Il est dissous dans le n-butanol chaud (3ml). Le méthyl-2-acétamido- 

2-désoxy-P-D-glucopyranoside - cristallisé à froid en aiguilles. Après deux - 
recristallisations dans l'éthanol absolu, le poids de méthylglucoside obtenu 

est de lg. 

La chromatographie sur colonne de charbon (Darco G-60, 80g) et de 

celite 535 (80g) du produit brut fournit,par élution à l'aide d'un gradient 

de concentration croissante en éthanol, le méthyl-p-D-N-acétylglucosaminide - - 
pur. 

H - PROTOCOLE EXPERIMENTAL DE METHYLATION DU METHYL-2,3,4-TRI-O-ACETYL-a-D- 
MANNOPYRANOSIDE PAR LE DIAZOMETHANE (GROS et GRUNEIRO) ( 9 ). 

lg du dérivé acétylé du méthyl-mannoside est dissous dans IOml de 

dichlorométhane. On maintient la solution à 0°C et on additionne 0,05ml du 

mélange éther trifluorure de bore. Une solution de diazométhane dans le 

dichlorométhane est alors ajoutée jusqu'à ce que la coloration jaune persiste 

dans le milieu. Après 30mn à O'C, le précipité de polyméthylène est filtré 

et le filtrat évaporé. Le résidu obtenu cristallise spontanément. 

Le méthyl 6mono-O-méthyl-a-D-mannoside - - est préparé par desacétyla- - 
tion. 2g du méthyl-2,3,4-tri-0-acétyl-6rnono-0méthyl-or-~-mannoside - - - - dissous 

dans 40 ml de méthanol sont traités par lm1 de méthoxyde de sodium 0,9M 



pendant 12h à 25°C. La solution est alors neutralisée par de la. Dowex 5W 
+ 

(forme H ) .  Après filtration,lléther méthylique est isolé par évaporation et 

cristallisation dans l'éthanol. 

1 - PROTOCOLE EXPERKMENTAL DE METHYLATION DE LA PERACETHYLGLUCOSAMINE (KUHN 
et T R I S C W N )  ( 10 ) . 

4g de penta-0-acétyl-D-glucosarnine, - - préparés par action de l'anhydride - 
acétique en présence de chlorure de zinc ou de pyridine sur la 9-glucosamine - 
sont dissous dans 4ûml de diméthylformamide. On ajoute 20ml d'iodure de méthyle 

et IOg de baryte hydratée (Ba(OH)2, 8H O). Le mélange est maintenu 5h à 
2 

0°C. On ajoute alors I5ml d'iodure de méthyle et 15g d'oxyde de baryum. Le 

mélange est maintenu 2h à 0"C,puis 30h à 20°C. A la suspension obtenue, on 

ajoute 30ml d'une solution saturée en chlorure de sodium et l'on extrait 5 fois 

par un volume égal de chloroforme. La phase organique est lavée par une solution 

de thiosulfate de sodium, filtrée et évaporée à un sirop sous pression réduite. 

J - PROTOCOLE EXPERIMENTAL DE METHYLATION D'UN POLYSACCHARIDE (PARIKH et 

3,5g de polysaccharide sec sont dissous à chaud dans le diméthyl- 

sulfoxyde. La suspensi.on est alors refroidie à 20°C , 15g d'oxyde de baryurc 
et 60ml d'iodure de néthyl sont additionnés. Le mélange est agité 41h à 36°C. 

Les sels inorganiques sont ensuite précipités par addition de chloroforme 

et la solution est centrifugée. La phase organique est lavée par une solution 

aqueuse de thiosulfate de sodium à 15p.100 (2x301111) puis par de l'eau 

distillée (25ml). Elle est ensuite séchée sur sulfate de sodium anhydre et 

concentrée. Une évaporation trop poussée du DMSO se traduit par une dégradation 

du polysaccharide. La solution du polysaccharide méthylé du DMSO est alors 

soumise à trois traitements successifs avec de l'iodure de méthyl et de 

l'oxyde d'argent selon la technique de PURDIE. Le sirop obtenu après évaporation 

examiné en spectroscopie Infra-Rouge ne montre plus de bande d'absorption dans 

la région 3400-3600 c c 1  ce qui permet de conclure à une méthylation totale du 

polysaccharide. 



K - PROTOCOLE EXPERIMENTAL DE METHYLATION D'UN CEREBROSIDE (HAKOMORI) ( 12). 

20 à 50mg de cérébroside sont dissous dans quelques ml de diméthyl- 

sulfoxyde et l'on agite à la température ordinaire en faisant passer un 

courant lent d'azote. Une quantité de méthyl sulfinyle carbanion, équivalente 

au nombre d'hydroxyles présents dans le cérébroside, est alors ajoutée. 

Le carbanion est préparé selon les conditions de CHAYKOVSKY et 

COREY en dissolvant de l'hydrure de sodium dans le diméthylsulfoxyde . 
La quantité d'hydrure de sodium est rigoureusement équivalente au nombre 

d'hydroxyles présents dans le cérébroside. 

Le mélange est agité sous courant d'azote, pendant dix minutes, 

puis un excès d'iodure de méthyle est additionné et l'agitation est poursuivie 

pendant vingt minutes. 

Le mélange réactionnel est alors dilué avec de l'eau distillée et 

l'on extrait le cérébrosine méthylé par le chloroforme. Les phases chlorofor- 

miques rassemblées sont lavées à lleau,puis évaporées sous vide. Le résidu est 

repris par quelques ml d'un mélange étherléther de pétrole. La solution 

résultante lavée par l'eau pour éliminer les traces de diméthylsulfoxyde est 

enfin évaporée sous azote. 

Dans ces conditions l'auteur n'obtient pas de bande d'absorption 

à 3200-3700 cm-' en spectroscopie Infra-Rouge. 



II - PREPARATION OU PURIFICATION DES SOLVANTS ET DES MATIERES PREMIERES 

A - DISTILLATION DE L'ACIDE IODHYDRIQUE 
150 ml d'acide iodh~drique (densité 1,5),additionnés de 3 ml 

d'acide hypophosphoreux à 50 p. IO0 sont distillés dans un appareil en verre, 

sous un courant lent de gaz carbonique. Le distillat passant à 127'~ est re- 

cueilli par fraction de IO ml dans des tubes en verre Pyrex qui sont immédia- 

tement soudés. L'acide iodhydrique, dont la densité atteint alors I,7, peut 
A etre conservé à basse température pendant plusieurs semaines. 

B - PREPARATION DE L'OXYDE D'ARGENT 
L'oxyde d'argent utilisé dans les réactions de méthylation 

est préparé extemporanément à l'abri de la lumière selon le procédé de WHISTLER 

et WOLFROM (13 ).  La baryte hydratée (IO0 g) est dissoute dans 1 1 d'eau chaude. 

Cette solution est filtrée à chaud, le filtrat est additionné lentement à une 

solution chaude de nitrate d'argent (IO0 g dans 500 ml dleau).,Le précipité 

formé d'oxyde d'argent est recueilli sur Buchner et est lavé abondamment à 

l'eau bouillante jusqu'à disparition des ions ~ a + +  ( le filtrat ne doit plus 

donner de précipité de sulfate de baryum par addition d'acide sulfurique). 

L'oxyde d'argent ainsi préparé est séché à l'étuve sous vide à 50°C. 

C - PREPARATION DU METHANOL ANHYDRE 
Le méthanol employé dans les réactions de méthanolyse ou de 

méthylglycosilation est deshydraté de la manière suivante : 1 1 de méthanol 

est chauffé à reflux, pendant 4 h, en présence de 50 g de tournure de magnésium, 

puis distillé à 64,5'~ en atmosphère anhydre et conservé dans des flacons bien 

bouchés. 

D - PREPARATION DE LA PYRIDINE ANHYDRE 
La pyridine du commerce est chauffée à reflux, pendant 4 h,  

en présence de baryte anhydre ; elle est ensuite distillée en atmosphère anhydre 

et conservée sur potasse. 

E - PREPARATION D'ETHER ETHYLIQUE ANHYDRE ET SANS PEROXYDE 
L'éther éthylique commercial (5 1) est maintenu pendant une 

semaine sur du chlorure de calcium anhydre ; on effectue cette opération trois 

fois en changeant à chaque fois le chlorure de calcium. L'éther est ensuite 

siphonné, puis abandonné sur sodium pendant une semaine au moins. Cette dernière 

opération permet d'éliminer les dernières traces d'eau et de détruire les per- 

oxydes présents dans l'éther éthylique. 



F - PREPARATION DU METHANOLATE DE SODIUM 
Le méthanolate de sodium utilisé dans les réactions de 

O-désacétylation est préparé de façon extemporanée en dissolvant des copaux 

de sodium (0,5 g) dans du métharicl anhydre (IO0 ml). 

G - P~PARATION DE L'HYDRURE DE SODIUM EXEMPT D'HUILE ET DU METHYL-SULFINYLE 
CARBANION (SANFORD et CONRAD) ( 14 ) 

Dans un ballon de 300 ml à trois ouvertureSIdont l'une est 

fermée par une capsule de caoutchouc, est introduit I , 5  g d'hydrure de sodium 

(mélange à 55 p. 100 avec de l'huile minirale). L'hydrure de sodium est lavé 

par trois fois sous agitation avec 30 ml de n-pentane. Après le troisième la- 

vage le ballon est fermé d'une part, par un thermomètre et d'autre part, par 

un condenseur bouché et la solution de n-pentane résiduelle est éliminée par 

évacuation successive à l'aide d'une pompe à vide par une aiguille hypodermique 

placée dans la capsule de caoutchouc. Après chaque évacuation le ballon est 

placé sous azote. Le bouchon du condenseur est alors enlevé et on fait passer 

un lent courant d'azote par l'intermédiaire de l'aiguille hypodermique. L'hy- 

drure de sodium exempt d'huile peut alors servir pour préparer le méthyl-sulfinyl 

carbanion : 15 ml de diméthylsulfoxide, distilléssur hydrure de calcium et 
stoquéssur tami moléculaire sec (LINDE, type 4 A, Union Carbide Corp., Linde 

Div., New York, N.Y.) sont introduits dans le ballon. La solution est chauffée 

à 50'~ sous agitation jusqu'à ce qu'elle devienne verte. 

Le diazométhane est préparé extemporanément à partir de la 

N-nitroso-N-méthylurée, par le procédé de ARNDT (15). Dans un Erlenmeyer de 

250 ml, 30 ml de potasse à 40 p. 100 sont mélangés avec 100 ml de dichlorométhane. 

La solution obtenue est refroidie à O"C etgardge à cette température durant 

l'addition de IO g de N-nitroso-N-méthylurée pulvérisés,La phase organique est 

rapidement séparée et la phase aqueuse extraite une fois avec IO ml de dichloro- 

méthane. La solution de dichlorométhane est séchée 3 h à 5 " ~  sur potasse. Le 

rendement en diazométhane est d'environ 2 , 8  g. 



1 - REACTIF D'ELSON et MORGAN ADAPTE A L'AUTO-ANALYSEUR TECHNICON POUR LE 
REPERAGE DES OSAMINE S METHYLEES 

- Solution tamponée d'acétylacétone 
Acétylacétone ........................... 7 ml 

Solution de phosphate monosodique 0,66 M.... IO0 ml 

Cette s~lution est stable pendant 24 h 

- Solution de soude I,66 M 
- Solution de p-diméthylaminobenzaldéhyde 

p-dirnéthylarninobenzaldéhyde ................ 3,2 g 

Ethanol.................................... 210 ml 

HC1 pur R.P................................ 30 ml 

Cette solution est préparée extemporanèment 



III - TECHNIQUES CHROMATOGRAPHIQUES 

A - DESACTIVATION DU CHARBON ET LAVAGE DE LA CELITE POUR LA CHROMATOGRAPHIE 
D'ADSORPTION DES OLIGOSACCHARIDES 

500 g de charbon actif sont mis en suspension dans 2 1 d'acide 

chlorhydrique 6 N. Après un contact de 2 h le charbon est recueilli par d6can- 

tation, puis lavé par IO 1 d'eau distillée sur entonnoir à verre fritté. Le 

charbon est ensuite séché à 3 7 " ~ ~  réduit en poudre, puis lavé à nouveau par 

IO 1 d'eau distillée. Ces opérations sont réalisées 5 à 6 fois de manière à 

éliminer toute trace d'acide chlorhydrique. 

500 g de Celite sont mis en suspension dans de l'eau distillée 

et les impuretés sont éliminées par plusieurs qiécantations suûcessives. La 

Celite est enfin séchée à 37°C. 

B - DESACTIVATION DU CHROMOSORB W 

L'utilisation de supports à faible teneur en,phase stationnaire 

(moins de 5 p. 100) conduit à des adsorption des solutés par le support, ce qui 

se traduit par des pics trainants ou des anomalies dans les volu~es de rétention. 

L'adsorption est surtout marquée pour les composés polaires et il semble que 

les groupes hydroxyles des composés siliceux soient responsables de cette ad- 

sorption. C'est pour ces raisons que le Chromosorb W est traité par le diméthyl- 

chlorosilane ou l'hexaméthyldisilazane. 

- Traitement du support par le diméthylchlorosilane (DMCS) 
Ce traitement remplace les groupements hydroxyles libres par 

les groupements silyl : 

Le mode opératoire est le suivant : on fait barboter un 

courant d'azote dans une fiole de DURAND de petite capacité contenant 20 ml 

de diméthylchlorosilane. Cette fiole est reliée à un tube en "U" contenant le 

Chromosorb. Un temps de passage de 2 h à la température ambiante permet une 

bonne désactivation. Le support est enfin lavé au méthanol anhydre et séché 

à l'étuve à IOO'C. 

- Traitement du support par l'hexaméthyldisilazane (HMDS) 
, - 

Le schéma de réaction est le suivant : 

2 R-OH + (CH3) 3-Si-NH-Si-(~H3) 2 R-O-Si-(CH3)3 + NH3 



Le mode opératoire est le suivant : on fait bouillir le 

Chromosorb à reflux dans une solution à 5 p. IO0 d'HMDS dans l'éther de pétrole 

pendant 1 h. On ajoute ensuite du n-propanol et le mélange est laissé 30 h au 

repos. Après un reflux d'une heure, le solvant est évaporé. 

C - UTILISATION DU KIESELGUHR COMME SUPPORT DE PHASE STATIONNAIRE 
Avant d'être imprégné par la phase liquide, le Kieselguhr 

(MERCK for gas chromatography) est agité 3 h à 80'~ avec de la soude 2-N, 

lavé à l'eau distillée jusqu'à neutralité puis agité avec de l'acide chlorhy- 

drique concentré pendant 3 h à 80'~ et lavé à l'eau distillée jusqu' à élimi- 

nation complète des ions chlorures. Enfin le Kieselguhr est séché à 160'~ et 

tamisé afin d'utiliser des grains dont le diamètre est compris entre 125 et 

175 . 
D - IMPREGNATION DU SUPPORT AVEC LA PHASE STATIONNAIRE ET TECHNIQUE DE REMPLISSAGE 
DES COLONNES 

1 -  imprégnation^ 
La phase stationnaire (par exemple la silicone OV 17) est 

dissoute dans un solvant dont la nature est précisée par le fabricant. Pour 

confectionner une colonne de Chromosorb W AW HMDS à 3 p. IO0 de silicone OV 17, 

le mode opératoire est le suivant : 3 g de silicone OV 17/dissous sous agita- 

tion et en chauffant légêrement dans 40 ml d'acétone, sont additionnés dans 

un ballon d'évaporateur rotatif contenant IO0 g de Chromosorb W AW HMDS dans 

200 ml d'acétone. Le mélange est agité de manière à répartir la phase station- 

naire sur le support. Le solvant est alors éliminé, sous pression réduite, en 

ayant soin de régler à petite vitesse la rotation du ballon d'évaporation pour 

éviter de briser les grains de Chromosorb. La phase ainsi obtenue est répartie 

dans un plat et placée à l'étuve à 50'~. 

2 - Remplissage des colonnes 
L'une des extrémités de la colonne, munie d'un tampon de 

laine de verre, est reliée à une trompe à eau. Un entonnoir est fixé à l'autre 

extrémité. La phase est introduite par petites fractions en agitant la colonne. 

Lorsque celle-ci est complétement remplie, l'entonnoir est enlev6 et un tampon 

de laine de verre est placé au sommet de la colonne. ~elle-ci peut alors être 

conditionnée dans le four du chromatographe à une température supérieure de 20'~ 

à la température d'utilisation, pendant 1 nuit, en ayant soin de faire passer 

le gaz vecteur. 



E - PURIFICATION DES ETHERS PERMETHYLES PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE DE SILICE 

Dans un bécher de IO00 m l  on met en suspension sous a g i t a t i o n  

énergique 300 m l  de S i l i c a g e l  p u r i f i é  (MERCK 70-325 "mesh") dans 500 m l  de 

so lvan t .  Le g e l  de s i l i c e  a i n s i  obtenu e s t  i n t r o d u i t  dans une colonne de v e r r e  

(3x80 cm) dont l ' e x t r é m i t é  i n f é r i e u r e  e s t  fermée par  un tampon de l a i n e  de 

v e r r e .  Le support chromatographique e s t  t a s s é  pa r  passage de so lvan t  pendant 

une n u i t  . 
1 g d e  substance à p u r i f i e r ,  d i ssous  dans l e  minimum de 

so lvan t  (5 à I O  ml) ,  e s t  i n j e c t é  en haut de l a  colonne. Les p rodu i t s  sont  

é l u é s  par  l e  so lvant  c h o i s i  avec un déb i t  de 2 mllmn, p u i s  f r ac t ionnés  tous 

l e s  5 m l .  
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