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INTRODUCTION C r I  
Le t r ava i l  dont nous rapportons les rgsul ta t s  dans 

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

sur l a  s t ruc ture  des glycoprotéines. 

Le problème de l 'étude de l a  s t ructure de l a  frac- 

t ion  glycannique des glycoprotéines s e  pose du f a i t  de l a  présence sur la  chai- 

ne protéique de plusieurs groupements glucidiques dont l a  composition en mo- I 

nosaccharides e t  l a  s t ructure peuvent ê t r e  différentes .  

L'isolement de glycopeptides porteurs chacun d'un 
I 

groupement glycannique permet d'aborder 118tude de la  s t ructure des glycannes 

a i n s i  que des chaînes peptidiques propre à chacun d'eux. 11 devient donc pos- 

s i b l e  de préciser  les  relat ions qui exis tent  en t re  l a  séquence des acides ami- 

nés au voisinage du point d'attache e t  l a  s t ructure du groupement glycannique 

correspondant. C'est a i n s i  qu ' i l  a déjà é t é  d b o n t r é  que l a  charne peptidique 

codait l a  f ixat ion du premier monosaccharide, étape i n i t i a l e  de l a  biosynthèse l 
du groupement glycannique : séquence Asn-X-Thr (ou ~ e r )  dans l e  cas de la N- . 

acétylglucosamine transférée sur l e  résidu d'asparagine (HUNT e t  DAYHOFF (1)) ; 

séquence Gly-X-Hylys-G ly-X-Arg dans l e  cas du galactose trans f é r é  sur l e  rés i -  

du d'hgdroxy-lysine ( ISEMüRA (2) 1. Le problème subsiste néanmoins de savoir 

s i  d'autres segments peptidiques ne dir igeraient  pas l e  t ransfer t  de résidus 1 
de monosaccharides plus internes dans l a  molécule de glycanne. 1 

Notre t r a v a i l  a concerné la  lactotransferrine huami- 1 
ne, glycoprotéine Btudiée au Laboratoire depuis s a  découverte par MONTREUIL e t  

a l .  (3 ,  4 ) .  - 
Il  a porté sur l'isolement e t  sur l 'étude de la 

s t ruc ture  de glycopeptide obtenus par hydrolyse chymotrypsique e t  trypsique de 

c e t t e  glycoprotéine. 11 f a i t  su i t e  8 ce lu i  de SPIK e t  - a l .  (5, 6 )  qui a i s o l é  

t r o i s  glycopeptides, après hydrolyse pronasique de l a  lactotransferrine humaine. 

L'étude préliminaire réa l i sée  par ces auteurs a montre que deux des c h a b e s  

glucidiques é t a i en t  conjuguées 21 l a  protéine par une l ia i son  de type "aspara- 

ginyl-glucosamine" e t  qu'un troisième groupement é t a i t  conjugué par une l ia i son  

O-thréonyl-glycosidique. 



Nous avons hydrolysé l a  chaîne protéique par la  

chymotrypsine e t  l a  trypsine de manitire il obtenir des glycopeptides possé- 

dant des chatnes peptidiques plus longues a f i n  d'augmenter les chances de 

séparation de ces glycopeptides e t  de démontrer qu ' i l s  proviennent bien de 

s i t e s  différents  de l a  molécule de lactbtransferrine.  

Dans un premier chapitre de générali tés,  nous pré- 

senterons succinctement l t 6 t a t  actuel  des connaissances sur l a  lactotrans- 

fe r r ine  humaine. Nous ddcrirons ensuite les  procédés que nous avons employés 

pour i so le r  les  deux glycopeptides e t  pour déterminer leur  structure.  

~ u s q u ' à  prGsent, nos travaux ont f a i t  l 'objet  des 

communications e t  des publications suivantes : 

Communications 

G. SPIK, R. VANDERSYPPE, B. FOURNET, J .  MONTREUIL, K.K.  HAN, D, TETAERT 

Structure de 2 glycopeptides obtenus par hydrolyse chymotrypsique de l a  lac- 

totransferr ine humaine, XIe Journc5es~Biochimiques Latines, Salamanque 24-27 

avril 1973. 

Publications 

G. SPIK, R. VANDERSYPPE, J, MONTREUIL, R.K. HAN, D. TETAERT 

Amino-acid sequences of two glycopeptides isolated irom t rypt ic  and chymotryp- 

t i c  hydrolysates of human lactotransferr in ,  Febs Letters, f 974, 38,  213-216. - 
G. SPIK, R. VANDERSYPPE, B. FOURNET, B. BAYARD, P.CHkRET, S. BOUQUELET, 

G. STRECKER, S. MONTREUIL. 

Actes du Colloque International no 221 du C.N.R.S sur l e s  glycoconjugu&s, 

Villeneuve dlAscq, 20-27 juin 1973, C.N.R.S Ed., Pari8, 1974, 483-500. 

G. SPIK, B. FOURNET, B. BAYARD, R. VANDERSYPPE, G .  STRECKER, S.  BOUQUELET, 

P. CHARET, J. MONTREUIL. 

Arch. Intern.  Physiol. Biochim. 1974, 82, 29. - 





La lactotransferr ine humaine a é t é  isol6e à p a r t i r  du 

l a i t  de Femme, en 1960, simultanément par MONTREUIL e t  a l .  (7,8)et  par JOHANSSON 

( 9).  E l l e  a .été considérée comme une protéine spécifique du l a i t  jusqu'B ce que 

BISERTE, HAVEZ e t  CUVELIER (10) aient  démontré par immunoélectrophorèse qu 'e l le  

d t a i t  présente dans les  expectorations bronchiques, résu l ta t  confirmé par MASSON 

e t  co l l .  (11) qui ont, en outre,  mis en évidence son existence dans de nombreux 

liquides biologiques d'excrétion comme l a  sal ive,  l e s  sécrétions nasales, l e s  l a r -  

mes, l a  b i l e ,  l e  suc pancréatique, l e s  sécr6tions génitales,  l 'u r ine .  

Puis LOISILLIER, GOT, BURTIM e t  GRABAR (12) ont démontré 

l a  présence de lactotransferr ine dans l e s  t i ssus  sains d 'origine gastrique e t  

colique e t  trouvé, en outre,  une augmentation de l a  teneur en lactotransferr ine des 1 
t i s sus  cancéreux correspondants (13). Dans une autre  s é r i e  d'expériences, MASSON, 1 
HEREMANS, SCHONNE e t  CRABBE (14) ont carac tér i sé  l a  lactotransferr ine dans l e s  i 
ce l lu les  du rein,  de l a  r a t e  e t  du t ractus  géni tal  de l a  Femme. I l s  concluent que 

l a  lactotransferr ine é t a i t ,  cer tes ,  un constituant constant des muqueuses e t  des 

sbcrétions externes mais qu 'e l le  pouvait aussi  ê t r e  synthétisée par d 'autres  types 

de t i s sus  comme l e  rein e t  l a  rate .  
1 

Enfin, MASSON e t  co l l .  (15) ont i d e n t i f i é  l a  lactotransfer-  

r ine  dans l e s  leucocytes neutrophiles de l'Homme e t  du Cobaye. 

Dans l e s  ce l lu les  ép i thé l ia les ,  l a  lactotransferr ine semble 

local is6e dans l e s  grains de sécrétion. Dans l e s  leucocytes hétérophiles de Lapin, 

e l l e  a é t é  e x c l u s i v ~ e n t  trouvée associée avec l e s  granules secondaires 

(BAGûIOL1NI e t  co l l .  (16)). 

I La large répar t i t ion  de la lactotransferr ine pose l a  ques- 1 
t ion du r61e biologique des lactotrans£errines.  Deux types de fonctions peuvent 

ê t r e  considérées : transport du f e r  e t  protection de l'organisme contre l e s  ions 

métalliques e t  l e s  bactéries.  

Une comparaison effectuée par MASSON e t  HEREMANS (17) entre 

l a  concentration de lactotransferr ine e t  c e l l e  du f e r  dan; des l a i t s  de d i f fé rents  

~ mammifères montre q u ' i l  n 'ex is te  que peu de relat ions entre  e l l e s .  Cependant, ces 

auteurs admettent que l'absence de lactotransferr ine dans l e  l a i t  n 'exclut  pas son 

existence éventuelle B l ' i n t é r i e u r  des ce l lu les  glandulaires où e l l e  pourrai t  é t r e  



impliquée dans l e  t r anspor t  du f e r  de l a  t r a n s f e r r i n e  se r ique  à l a  f e r r i t i n e .  

La l a c t o t r a n s f e r r i n e  p o u r r a i t  a v o i r  se lon  MASSON (18) 

un r61e p ro tec teur  con t re  l a  t o x i c i t é  des  ions  me ta l l iques  grâce  à son pouvoir 

D 'aut re  p a r t ,  d 'après  les travaux de ORAM e t  REITER (19) 

l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  inhibe  l a  croissance  de b a c t é r i e s  e t  e s t  a i n s i  un f a c t e u r  

de p ro tec t ion .  
* 

Les p r o p r i é t é s  physico-chimiques de l a  l a c t o t r a n s f e r r i -  

n e  humaine sont  encore assez mal d é f i n i e s  e t  nous l e s  exposerons brièvement : 

1 - PREPARATION DE LA LACTOTRANSFERRINE HUMAINE 

Depuis 1960, p l u s i e u r s  procédés de  prépara t ion  de  l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  à p a r t i r  du l a i t  de Femme o n t  é t é  pub l i é s .  On peut  c i t e r  l a  

méthode de  MONTREUIL, TONNELAT et  NKLLET (201, l e s  deux procédés d é c r i t s  p a r  

'JOHANSSON (21) (22) ,  ceux de  BLANC et  ISLIKER (23 ) ,  de GOT (24),  de  MASSON e t  

HEREMANS (25), de HAUPT et: BAUDNER (26). La l a c t o t r a n s f e r r i n e  p e u t  ê t r e  c r i s t a l -  

l i s é e  en appliquant  un mode o p é r a t o i r e  d é r i v é  de c e l u i  de  JOKANSSON (27). E l l e  

c r i s t a l l i s e  a l o r s  en longues a i g u i l l e s .  

Au Labora to i re ,  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine e s t  prépa- l 

r é e  s e l o n  l a  méthode de MONTREUIL, TONNELAT e t  MULLET (28) modifiée par  DESCAMPS, 

SPIK, BRAZIER e t  MONTREUIL (29).  E l l e  e s t  également i s o l é e  du l a i t  de Femme su i -  l 

vant  un procédé m i s  au point  p a r  CHERON (30) propos d e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  du 1 
l 

l a i t  d e  Vache, proc&dé fondé s u r  l a  f i x a t i o n  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  s u r  SPSephadex. 1 

II - PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES 

A - FIXATION REVERSIBLE DU FER 

La l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine possède l a  p r o p r i é t é  d e  f i x e r  

réversiblement l e  f e r .  A s a t u r a t i o n ,  e l l e  renferme deux atomes de  f e r  pa r  molécu- 

l e .  Le complexe f e r - l a c t o t r a n s f e r r i n e  e s t  s t a b l e  e n t r e  pH 4  e t  pH 10. La l i a i s o n  

e s t  net tement p lus  s t a b l e  que c e l l e  de l a  t r a n s f e r r i n e  sé r ique  humaine, puisque l e  

pH de d i s s o c i a t i o n  t o t a l e  e s t  de  1,75 à 2 au l i e u  de 4-4,5. 



B - PROPRIETES PHYSIQUES 

Les p r o p r i é t é s  physiques de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  o n t  é t é  

d é f i n i e s  par  MONTREUIL e t  c o l l .  (311, par  JOHANSSON (321, BLANC e t  ISLIKER (331, 

SPIK (341, QUEENJEAN, MASSON e t  HEREMANS (35). I 

L'examen du tableauI(  p. 7 )  montre que les r é s u l t a t s  con- 

ce rnan t  l a  va leur  de l a  masse molécula i re  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  sont  tres d i s -  

pe r sés .  Les va leurs  r écen tes  son t  cependant de l ' o r d r e  de 75.000 à 77.000. 

C - PROPRIETES CHIMIQUES 

La n a t u r e  glycoprotéinique de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  a é t é  

démontrée en 1960 pa r  MONTREUIL e t  MULLET (36) pu i s  confirmée, en 1961, p a r  B W J C  

e t  ISLIKER (37). Par l a  s u i t e ,  MONTREUIL, BISERTE, MULLET, SPIK e t  LEROY (38) e t  

SPIK (39) o n t  p r é c i s é  l a  composition en oses  e t  en ac ides  aminés de c e  p ro té ide .  

1') Composition en g lucides  

La composition centésimale e t  mola i re  en g lucides  obtenue 

p a r  p l u s i e u r s  auteurs  est  p r é c i s é e  dans l e  tableau I I (p .  8 1. 

2 ' )  Composition en ac ides  aminés 

Nous avons £ a i t  f i g u r e r  dans l e  tableau I I I (p .  9 ) l e s  ré- 

s u l t a t s  de BLANC, BUJARD e t  MAURON (40) ,  de SPIK (41),  de QUERINJEAN, MASSON e t  

HEREMANS (42).  

III - STRUCTURE DE LA LACTOTRANÇFEWNE 

Les renseignements concernant l a  s t r u c t u r e  pr imaire ,  secon- 

d a i r e  e t  t e r t i a i r e  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine son t  encore t r k s  £ragmentaires. 

A - STRUCTURE DE LA PROTEINE 

1') Nature des  ac ides  aminés N-terminaux 

MONTREUIL, BISERTE, MULLET, SPIK e t  LEROY (43) e t  SPIK e t  

MONTREUIL (44) n 'ont  c a r a c é t r i s é  aucun ac ide  amine en p o s i t i o n  NHp-terminale. C e t t e  

p r o t é i n e  a u r a i t  donc, en p o s i t i o n  N-terminale, un ou p l u s i e u r s  ac ides  aminés a fonc- 

t i o n  amine bloquée. 

2') Nature des ac ides  m i n é s  C-terminaux 

SPIK, MONSIGNY e t  MOKTRE-UIL (45) o n t  i d e n t i f i é  l e  g lycocol le  



. 
Tableau 1 

MASSE W L E C W R E  DE LA LACTOTRAMSFERRINE 

a - MONTREUIL, TONNELAT et MUUET (46 ) 

b - SPLK ( 4 7 )  

c - QIJERICNJEAN, MASSON et: HEREM.ANS(~~) 



Tableau II 

Composition centésimale et molaire en glucides 

de la lacto trans f errine humaine 

(a) MONTREUIL, TONNELAT et MIJLLET ( 50 ) 

(b) B W C  et ISLIKER ( 51 ) 

(c) GOT, GOUSSAULT et FONT ( 52 ) 

(dl SPIK ( 53 ) 

i 3 :y. (e) BB*ZIER ( 54 ) 

(f) bctotransferrine préparée selon le procédd 
d e  CHERON ( 55  ) 

, 

Composition centésimale 

Oses neutres 

Osamines 

Acides sialiques 

Composition molaire 

D-galactose 

D-mannos e 

L-fucose 

N-acétyl-D-glucosamine 

Acide N-acétyl-D-neuraminique 
b 

(g) MONTREUIL, BISERTE, MIJLZIET, SPIK et LEROY (56 

(hl pour une masse moléculaire de 90.000 

(i) pour une masse moléculaire de 76 .O00 

(j) Ces auteurs avaient, en outre, identiftg du xylose 

SPIK ( 57 ) a pu démontrer qu'il s'agissait d'une O) 

contamination apportee par les membranes de cello- 

phane utilisées au cours des dialyses. 

7 

a 

3,90 

2,40 

0,87 

10 (g-h) 

7 

5 

13 

3 ( j )  

c 

3,70 

2,OO 

0,90 

b 

4,lO 

2,30 

0,80 

\ 

d 

3,11 

2,43 

1,22 

5 (il 

5 

4 

10 

3 

l 

e 

3,24 

2,47 

1,15 

10 

11 

7 

f 

3,30 

2,07 

1,22 

5 (il 

6 

3 

9 

3 
- 

1 



Tableau 111 

Composition en acides aminés de la lactotransferrine humaine 

(exprimée en nombre de résidus d'acides aminés pour 10.000 g de glycoprotéide). 

BLANC, BUJARD et MAURON ( 58 ) , (e) Valeurs extrapolées au temps zéro de 

SPIK ( 5 9 )  l'hydrolyse 

QUERINJEAN, MASSON et HEREMANS ( 60 ) (f) Détermin6 colorimétriquement par la mé- 

GHEERBRANDT (~ommunfcation personnelle) thode de SPIES et CHAMBERS ( 6 1 ) 

(g) Détermine5 spectrophoeom6triquement par 

la méthode ~'EDELHOCH ( 62 1. 

ASP 

G lu 

Arg 

His 

LY s 
Ala 

Cystine/2 

(a) 

9,2 

10 

6 ,O 

1 ~ 4  

6,4 

8,2 

3,6 

(b 

8 

795 

4¶9 

191 

5,2 

6 ~ 2  

3 

(c) 

8,s 

9 

5 

1s3 

5 

7,3 

3 3 4  

L 



e t  l a  s é r i n e  comme acides  aminés en p o s i t i o n  C-terminale. Ces r é s u l t a t s  é t a i e n t  

en faveur de l ' ex i s t ence  de deux chaines polypeptidiques au moins dans l a  lac to-  

t r a n s f e r r i n e  humaine. Ce t t e  hypothèse semble ê t r e  con£ irmée p a r  l e s  r h s u l t a t s  ob- 

tenus par  GOT, GOUSSAULT e t  FONT (631, par  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  dans l 1 u r 6 e  8  M 

de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  q u i  s e  d i s s o c i e  en deux cons t i tuan t s  de constante de sédi -  

mentation de 3,6 S e t  1,7 S .  

QUERINJEAN, MASSON e t  HEREMANS (64) af f i rment ,  de l eu r  

c ô t é ,  que l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e s t  composée d'une s e u l e  chaîne polypeptidique s u r  

l a  base des résultais expérimentaux suivants  : aucune diminution de masse molé- 

c u l a i r e  n ' e s t  observée quand l a  p ro té ine  r é d u i t e  e t  carboxynéthylée ou aminoéthy- 

l é e  e s t  soumise B l ' u r é e  6 M. La masse moléculaire de 76.800 e s t  déterminée par  

é lec t rophorèse  en g e l  d 'agarose acrylamide contenant 0 , l  p. 100 de dodecyl-sulfate 

de sodium. 

Les travaux récen t s  e f f e c t u é s  au Laboratoire pa r  LEGER, 

SPIK, VERBERT, DUPIRE, HONTREUIL e t  LûUCHEUX (65) concernant l a  mesure de l a  visco- 

s i t é  in t r insèque  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine r é d u i t e  e t  S-carboxyméthylée dans 

du chlorhydra te  de guanidine 7 M, conduisent à une détermination de l a  masse molé- 

c u l a i r e  de l a  p a r t i e  proté ique  égale  à 70.500, ce  q u i ,  compte tenu de l a  masse mo- 

l é c u l a i r e  des glycannes, f o u r n i t  une valeur  t r è s  proche de c e l l e  de l a  masse molé- 

c u l a i r e  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  n a t i v e  e t  tend à prouver que l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

humaine possède une s t r u c t u r e  monocaténaire. 

3O) Action des proté inases  

Quelques informations concernant l a  s t r u c t u r e  de l a  f rac-  

t i o n  proré ique  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine ont  é t é  apportées par l ' é t u d e  de 

l ' a c t i o n  de quelques p ro té inases .  Les r é s u l t a t s  de GOT (66), SPIK e t  MONTREUIL 

(67)  e t  de B W 7 C  (68) montrent que l a  t ryps ine  e t  l a  chymotrypsine possèdent une 

a c t i v i t é  p ro téo ly t ique  f a i b l e ,  contrairement à l a  pepsine,  à l a  papafne e t  s u r t o u t  

l a  pronase. SPIK e t  I$OhTTREUIL (69) on t  montré que l a  presence du f e r  i n h i b a i t  à 

peu p rès  compléternent l 'hydrolyse pa r  l a  t ryps ine  e t  pa r  l a  chymotrypsine. Ce ré-  

s u l t a t  e s t  en faveur de l 'hypothèse de l ' i n t e r v e n t i o n  du f e r  dans l ' é l a b o r a t i o n  

des s t r u c t u r e s  secondaire e t  t e r t i a i r e  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  En u t i l i s a n t  de 

l ' a p o l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  ces auteurs  ont  obtenu des hyàrolysa ts  t ryps iques  compor- 

t a n t  une quaranta ine  de pept ides .  



B - STRUCTURE DE LA FRACTION GLYCANNIQUE 
Les recherches préliminaires sur la lactotransferrine 

humaine réalïsées par MONTREUIL et SPIK (20)  ont amené à penser que ce glyco- 

protéide possédait trois groupements glycanniques. 

Les glycannes de la lactotransferrine humaine possé- 

dent le schéma génér81 de structure des glycoprotéidks propose en 1962 par 

MONTREUIL, SPIK et CHOSSON (71) : l'acide sialique et le fucose sont en position 

. externe, la N-acétyllactosamine est en situation subterminale , ,un ttnoyau"oligo- 
mannosidique et',une partie de la N-acétylglucosamine constituent la fraction la 

plus interne de la molécule. 

C - MODALITES DE L'ATTACHE GLYCANFE -PROTIDE 
 après les travaux de SPIK (72) ; SPIK, E3ONSIGNY et 

MONTREUIL (73) ; SPIK et MONTREUIL (741, il existe, dans la lactotransferrine 

humaine, trois groupements glycanniques conjugués à la fraction protéique, 

l'un par une liaison O-thr6onyl-N-acétylglucosaminidique et les deux autres, 

par une liais-one)-aspartyl-N-acétylglucosylaminique, rgsultats qui s'éloignent 

de ceux de GOT, GOUSSAULT et FONT (75) pour qui les liaisons glycanne-protides 

sont uniquement de type O-thréonyl-N-acétylglucosaminique. 

D'autre part, ces mêmes auteurs ont démontré au Labo- 

ratoire que la séquence peptidique au voisinage du point d'attache des deux 

glycopeptides pronasiques à liaison "asparaginyl-N-acétylglucosaminew était la 

suivante : (glycannel-~sn-Glu-~hr et qu'elle était commune aux deux glycopep- 

tides . 
Actuellement, au Laboratoire, l'existence du troisième 

glycanne lié par une liaison O-thréonyl-N-acétylglucosaminidique est remise en 

cause. En effet, elle n'est plus retrouvée dans les nouveaux échantillons de 
l 

lactotrans£errine.  autre part, comme le montre le tableau II (p. 8 1, les pré- 

parations actuelles de lactotrans£errine possédent un taux de glucides moins 

élevé que celui des anciennes préparations sans doute moins pures, et ceci pour- 

rait être en accord avec 18hypoth&se de l'existence de deux groupements glycan- 

niques seulement dans la lactotransferrine humaine. 

Des travaux sont actuellement réalisés au Laboratoire 

afin de confirmer ou d'infirmer cette nouvelle hypothèse. 



IV - CONCLUSIONS 
Compte tenu des résultats précédemment obtenus, le but 

de notre travail a été, dans un premier temps, d'isoler les glycannes de la 

lactotransferrine sous forme de glycopeptides. D'autre part, ltisolemént des 

deux glycannes liés B des chafnes peptidiques plus longues que les chaînons 

"Asn-Glu-Thrît obtenus par hydrolyse pronasique, présente un intéret capital : 

en effet, si les compositions en acides aminés de ces glycopeptides sont diffé- 

rentes, nous pourrons affirmer que ces deux glycannes proviennent de deux sites 

différents de la molécule de lactotransferrine et par la-même confirmer ltexis- 

tence de deux glycannes B liaison "asparaginyl-N-acétylglucosamine" . 
Ultérieurement, une étude comparée de la structure des 

deux glycannes isolés pourra être réalisée et contribuer à fournir des rensei- 

gnements concernant la biosynthèse des groupements glycanniques des glycopro- 

téines. 



1 TRAVAUX PERSONNELS 1 



Nous avons cherchd à isoler les groupements glycanniques 

de la lactotransferrine humaine, sous forme de glycopeptides en tirant parti des 

variations de séquence des acides aminés au voisinage du point d'arrache ose- 

acide aminé, et pour cela, nous avons procédé à la rupture de la chatne protéique 

a l'aide d'enzymes protéolytiques. 

Afin de ne pas risquer d'obtenir des glycopeptides déri- 

vant les uns des autres à cause de ruptures secondaires, notre choix s'est porté 

sur la trypsine et la chymotrypsine qui sont les enzymes protéolytiques les plus 

spécifiques. La trypsine coupe exclusivement et totalement les liaisons arginyl 

et lysil. La spécificité de la chymotrypsine est plus large puisqulelle hydrolyse 

les liaisons phenylalanyl, tyrosyl et tryptophyl. Elle peut également hydrolyser 

les liaisons leucyl. Une étude pr6alable, effectuée au Laboratoire (76), a montré 

qu'il était nécessaire de dénaturer la molécule de lactotransferrine, pour obte- 

nir au cours de l'hydrolyse des rendements satisfaisants.-En effet, celle-ci est 

tr&s résistante B l'action de la trypsine et de la chymotrypsine. Aussi, l'hydro- 

lyse par ces enzymes a été réalisée sur l'apolactotransferrine réduite et alky- 

lée, cette méthode de dénaturation semblant être la plus sQre pour obtenir des ' 

résultats reproductibles. 

Nous avons ensuite fractionné les hydrolysats par diffé- 

rents procédés. Ceci nous a permis d'isoler deux types de glycopeptides compor- 

tant une liaison asparaginyl-N-acétylglucosamine décrite par SPIK, EIONSIGNY et 

MONTREUIL (77). Nous nous sommes attachée, en déterminant la séquence peptidique 

des glycopeptides isolés, à démontrer qu'ils provenaient de sites différents de 

la chatne peptidique de la molécule de lactotrans£errine. 

NOUS avons ensuite ébauché l'étude comparée de la struc- 

ture des deux glycannes. 





ISDLEMENT DES GLYCOPEPTIDES 

1 - MATERIEL 
A - LA LACTOTRANSFERRINE 

Les préparations de lactotransferrine que nous avons 

utilisées donnent une seule bande en électrophorèse sur acétate de cellulose 

et un arc unique de précipitation en inmiuno-6lectrophorèse. 

L'apolactotransferrine est prgparée dans les conditions 

ddcrites par SPIK (78). 

Une solution de 1 g de lactotransferrine pour 100 ml 

d'eau distillée est menée a pH 1,s par addition d'acide chlorhydrique con- 
centré. Elle est ensuite dialysée pendant 48 heures à O°C, contre 500 ml d'une 

solution d'EDTA (sel disodique) à 1 g p. 100 ml. Elle est enfin débarrassée de 

~'EDTA par une nouvelle dialyse de 48 heures, effectuée contre 500 ml d'eau 

distillée renouvelée 2 fois. 

C - DENATURATION DE L'APOLACTOTRANSFERRIPZ : REDUCTION ET AIXYLATION 
Première étape 

a - Réduction 
La réduction des ponts disulfures est effectuée selon 

le procédé de FLEISEIW (79 1. 

3 g d'apolactotransferrine sont dissous dans 150 ml de 

tampon Tris 0,55 M de pH 8,2. Après agitation et dégazage de la solution sous 

vide, 3 ml de mercapto-éthanol sont ajoutés. La réaction est abandonnée, sous 

azote, une heure à la température du laboratoire, puis 4 heures à O°C. 

b - Blocage des groupements SH libres par l'ioda- 
cétamide 

L'iodacétamide utilisée est recristallisée selon le pro- 

tocole suivant : 5 g sont dissous dans 10 ml d'eau tiède, la solution est re- 

froidie B + 4OC pendant une heure, le surnageant jaune est Bliminé ; cette opé- 



ration est répétée deux ou trois fois jusqu'à obtention de beaux cristaux 

blancs qui sont desséchés dans un exsiccateur, en présence d'anhydride phos- 

phorique et à l'abri de la lumière. , , 
I 

Le blocage des groupements -SH est effectué par ad- 

dition de 8 g dtiodacétamide dans le milieu réactionnel. 

Le pH du mélange est maintenu par addition d'une 

solution aqueuse de triéthylamine B 10 p. 100. La réaction se fait à l'abri 

de la lumi&re et sous azote. Elle est terminée quand l'essai suivant au ni- 

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

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

.ne doit plus donner de coloration rouge. 

Après élimination des réactifs par dialyse contre 

de l'eau distillée pendant trois jours, l'adialysable est lyophilisé. 

2') Deuxième étape 

La lactotransferrine ainsi traitée est redissoute 

dans 50 ml de chlorhydrate de guanidine 6M. Le volume est amené à 150 ml 

avec une solution de Tris de maniBre à obtenir la concentration finale 

0,55 M et la solution est ajustée à pH 8,2. Elle est ensuite soumise à un 

second cycle de réduction et alkylation dans les conditions décrites ci-dessus. 

La lactotransferrine ne renferme alors plus de rési- 

dus de cystine. 

II - HYDROLYSE PROTEINASIQUE 
A - HYDROLYSE CHYMOTRYPSIQUE 

La chymotrypsine (EC 3.4.4.5) utilisée est fournie par 

la firme SERAVAC. 

Le procédé que nous avons appliqué dérive de la méthode 

de HIRS et & (80). 
3 g de lactotransferrine réduite et alkylée sont remis 

en suspension dans 150 ml de tampon Tris 0,55 M de pH 8,2. L'hydrolyse est effec- 

tuée à 37OC pendant 8 heures au pH-stat. Le mélange est maintenu à pH 8,2 par de 

la soude 0,l N. On ajoute 2 fois a 4 heures d'intervalle, 60 mg de chymotrypsine 
(rapport enzyme-substrat : 1/50). La quantité nécessaire de chymotrypsine est 



auparavant activée par dissolution dans une solution d'acétate de calcium 

0,01 M et repos pendant une demi-heure B la température du laboratoire. 

La réaction enzymatique est.arrêtée par addition de 

quelques gouttes d'acide acétique glacial jusqulB pH 5. La solution est en- . 
suite concentrée pour être chromatographiée sur gel. 

B - HYDROLYSE TRYPSIQUE 
La trypsine (EC 3.4.4.4) est fournie par la firme 1 

SERAVAC. L'hydrolyse trypsique est réalisée dans les mêmes conditions que 

celles de l'hydrolyse chymotrypsique décrites ci-dessus. 

III - FRACTIONNEMENT DES WDROLYSATS 
A - CHROMATOGRAPHIE DE GEL FILTRATION 1 

l 

L'hydrolysat protéasique de lactotransferrine réduite 

et alkylée est purifié par chromatographie sur une colonne de Biogel P30 de 

4 x 130 cm. Une telle colonne permet de chromatographier 1,5 B 2 g d'hydro- 

lysat. Le gel est: élu6 par de l'eau distillée dégazée (débit 40 miheure). 

Des fractions de 12 ml sont recueillies au collecteur de fractions. 

L'enregistrement en ultra-violet à 278 nm est fait 

automatiquement pendant la chromatographie. Le repérage des glycopeptides dans 

l'effluent est effecuté par la méthode au phenol-sulfurique de DUBOIS et coll. 

(a1) qui est spécifique des glucides. Les fractions qui donnent une réaction 

positive sont rassemblées, concentrées a quelques millilitres et additionnées 
de 10 volumes d'éthanol absolu. Le précipité de glycopeptides est recueilli 

par centrifugation, redissous dans une faible quantité d'eau distill6e et lyo- 

philisé. Cette fraction est appelée fraction glycopeptidique totale (FGT) 

B - ELECTROPHORTSSE PREPARATIVE EN VEINE LIQUIDE : APPAREIL ELPIZOR VAP 

Une solution de FGT 3 30 mg/ml dans l'acide acétique ~ / 2  

(PH 2,5) est injectée en continu, du côté anodique de la .cuve, avec un débit de 

2 ml/heure, grâce CI. une pompe doseuse, une deuxième pompe préristaltique règle 

le débit du film de tampon pH 2,5 3 120 mllheure. Une différence de potentiel 

de 1.700 volts est appliqu6e aux bornas des Blectrodes dès le moment de l'in- 

jection. Après la fin de l'injection, la chambre est rincée pendant une heure. 



Sur chacune des cinquante f rac t ions  co l l ec t6es  au  bas 

de l a  cuve, e s t  e f fec tué  un repérage des glucides par  la méthode de DUBOIS e t  

c o l l .  (82). Ghaque f r a c t i o n  pos i t i ve  e s t  lyophi l i sée  e t  soumise B un 9ontrale 

électrophorétique B pH 2,4. 
fi 

C - CONTROLE EL;ECTROPHORETIQUE DU FRACTIONNEMENT 

I 1°)  Révélation des peptides par  l a  ninhydrine 

Ltélectrophorégramme e s t  imbibé par  trempage du réac- 

t i f  B l a  ninhydrine-cadmium r é a l i s é  par l e  mélange des 2 solut ions  dont les  

compositions sont  l e s  suivantes : 

Solu t ion  1 

Solu t ion  2 

ninhydrine 5 g 

acétone 500 m l  

a c é t a t e  de cadmium 0,s g 

acide  acét ique 25 m l  

eau d i s t i l l é e  50 m l  

Ltemp lacement des peptides e s t  marqué par  l ' appa r i t i on  

de tâches rouge-violacé après séchage du papier  à 100°C pendant quelques minu- 

t e s .  

2') Révélation des glycannes pa r  l e  r é a c t i f  3 l ' ac ide  

periodique-benzidine 

Les f r a c t i ons  glycanniques sont  révélées  elo on l e  proc6- 

d é  de MONTGOMERY e t  WU (838. 

Le papier  e s t  trempé rapidement dans une so lu t i on  acéto- 

nique d 'ac ide  periodique 0 , l  M fratchement préparée : 

acide  periodique 0 , l  M 1 volume 

Solu t ion  aqueuse acétone 19 volumes 

acide  acét ique 1 goutte 

Après 5 minutes exactement de séchage l a  température 

de l a  p iéce ,  l e  papier  e s t  trempé dans une so lu t ion  préparée extemporanément de 

benzidine dans l 'acétone : 

benzidine 

acétone 

acide  acét ique 1 m l .  



L'emplacement des glycannes est révélé par l'apparition 

de tâches blanches sur un fond unifonnément.bleu. 

IV - SEPARATION DES GLYCOPEPTIDES 
A - ACTION DE LA NEURAMINIDASE 

La neuraminidase de Clos tridium perf ringens (EC 3.2.1.18) 

utilisée est fournie par la firme p?ORTHINGTON. L'hydrolyse est effectuée à pH 

5,6 dans du tampon ac6tate de sodium (0,05 M), renfermant du chlorure de sodium 

(0,06 M) et du chlorure de calcium (0,004 M). Elle se poursuit pendant 24 heures 

B 37OC. Le rapport enzyme-glycopeptide est de 1/140. 

Lorsque la réaction est terminée, la solution est direc- 

tement soumise B 1'61ectrophor&se. 

B - ELECTROPHORESE PREPARATIVE SUR PAPIER 
Une électrophor&se préparative sur papier Whatman 3 MM 

est effectuée sous une tension de 400 volts (7 volts/cm) pendant 16 heures dans 

le tampon pyridine-eau-acide acétique (90 : 1400 : 3) de pH 6,5. 

Après séchage de l'électro~horégramme et repérage des 

glycopeptides par révélation de bandes latérales par le réactif à la ninhydrine- 

cadmium, les bandes de papier renfermant des glycopeptides sont éluées.par de 

l'eau distillée. 

COMPOSITION DES GLYCOPEPTIBES 

1 - COMPOSITION EN ACIDES AMINES 
A - HYDROLYSE CHLORHYDRIQUE 

La composition en acides aminés des glycopeptides, Ci 

l'exclusion du tryptophanne, est d6terminée après hydrolyse par l'acide chlo- 

rhydrique 5,6 N redistillé, sous vide, à 105'C pendant 24 heures. Les hydrolysats 

sont dos& B l'auto-analyseur BECKMAN ~~ultichrom suivant le principe gen8ral de 

SPACKMAN, STEIN et MOORE (84) adapté par CHARET (85') 3 l'analyse des constituants 

des glycoprotides et, en particulier, des osaruines. 



B - DETERMINATION DU TRYPTOPHANNE 

Le tryptophanne a été i d e n t i f i é  apres hydrolyse des 

glycopeptides par l ' ac ide  p. toluène sulfonique en présence d'un dér ivé  in- 

dolique, l e  3(2-minoéthyl) indole qu i  joue un r a l e  de protecteur  vis-à-vis du 

tryptophanne au cours de l'hydrolyse. Le procédé appliqué e s t  c e l u i  de LIU 

e t  WG (86) 

1°)  Préparation du 3 (2-aminoéth~l)  indole 

393 mg de chlorhydrate de 3(2-aminoéthyl) indole sont  

dissous dans 4,8 m l  d'eau d i s t i l l é e  e t  r e f r o i d i s  dans l a  glace. 10 m l  de chlo- 

roforme pu is  1 m l  de soude 2 N sont  ajoutés.  Après ag i ta t ion ,  la phase chlo- 

roformique e s t  lavée 2 f o i s  avec 2 m l  d'eau, puis  séchée sur  du s u l f a t e  de 

calcium. Les c r i s taux  de 3(2-aminoéthyl) indole sont récupérés après Iévapora- 

tion du chloroforme. 

2') Hydrolyse 

Dans un tube à hydrolyse sont in t rodui t s  3 mg de gly- 

copeptide 2,4 % de 3(2-aminoéthyl) indole e t  1 m l  d 'acide p. toluBne sulfoni-  

que 3 N exempt d'HC1. Le tube e s t  s c e l l é  sous vide e t  po r t é  à 105OC pendant 

24 heures. 

3') I den t i f i c a t i on  du tryptophanne 

Le tryptophanne peut ê t r e  repér6 à l 'auto-analyseur 

Multichrom-BECKMAN. I l  forme un p i c  s i t u é  su r  l e  diagramme avant l ' a rg in ine .  

11 a également é t é  m i s  er, évidence par révé la t ion  spé- 

c i f i que  par  l e  p. dirnéthyl~inobenzaldéhyde effectu6e sur  des électrochromato- 

grammes réa l i sBs  avec l e s  hydrolysats . 
On pulv6r ise  su r  l e  papier  l e  r é a c t i f  suivant : 

p. diméthylaminobenzaldéhyde 1 g 

acétone 90 m l  

ac ide  chlorhydrique concentré 10 m l  

II - CO~POSITION EN GLUCIDES 

A - COMPOSITION CENTESIMALE 

La composition centésimale en oses neutres  e t  en osamines 



a été déterminée B l'aide des techniques décrites dans la revue générale de 

I Les rapports molaires en monosaccharides des glycopeptides ont 

1 été détermines apres méthanolyse selon la méthode de ZANETTA et al (88) modifiée 1 
1 par FOURNET (89) 500 de glycopeptide préalablement desséchés sur P O sont addi- 

2 5 l 
1 tionnés de 500 de méthanol-chlorhydrique 1,5 N et portés B 80'C pendant 24 B 48 I 
1 heures. Apres dessication sous azote, le résidu est trait6 par 100 /i1 de dichloro- 1 
1 méthane et 100$ d'anhydride trifluoroacétique 3 150°C durant Zpériodes de 5mi- I 
1 nutes. Les dérivés tri£ luoroacétylbs des monosacchari des methylglycosylés sont ana- l 
1 lyses par chromatographie en phase gazeuse sur colonne (3 x 0,3 cm, en verre) de 

1 1 

1 Varaport 30 B 5 p. 100 de Silicone OV-210, B la temperature programmée de llO°C B l 
230"~ (l°C par minute), avec un débit de gaz vecteur (N ) 7,5 rnllmn. 2 

CI 

DETERMINATION DE LA STRUCTURE DES CHAINES PEPTIDIQUES 

1 1 - ACTION DE IA SOUDE ~ A - PRINCIPE 
l 

L'action de la soude permet de mettre en 6vidence les ! 
liaisons glycanne-protide du type O-glycosidiques. La liaison O-thrbonyl-glycosi- 1 
dique est très labile en milieu alcalin et la rupture de la liaison s'accom- l 
pagne de la libération du glycanne et de la transformation de la thréonine en 

acide 2-amtno-2-buténotque réductible en acide4-amino-butyrique. Le m6canisme 1 

%eus remercions vivement M. Bernard FOURNET qui a réalisé ce travail, avec la 
collaboration technique de M. Yves LEROY 



de P-élimination ne peut avoir lieu que si la fonction -COOH de la thréonine est 
l 

bloquée ou engagée dans une liaison peptidique, ce qui est réalisé dans le cas des 

glycopeptides trypsiques ou chymotrypslques. La disparition d t m  résidu de thréo- 

nine après l'action de la soude indique que la liaison entre le glycanne et le 

peptide est de type O-thréonyl-glycosidiqye. 

B - MODE OPERATOIRE 
5 mg de glycopeptide sont trait& par 1 ml de solution 

aqueuse de soude 0,5 N, en présence de borohydrure de sodium (concentration finale 

0,3 M) B 20°C pendant 48 heures, selon le proc6dé de TANBKA, BERTOLINI et PIGMAN 

( 90). 

La solution est acidifiée par de l'acide acétique gla- 

cial ajout6 jusquta la fin du dégazement gazeux. Elle est ensuite évaporée à sic- 

cité sous pression réduite. Le résidu est débarrassé de l'acide borique en le re- 

prenant plusieurs fois par un mélange de méthanol et d'acide acétique glacial 

(4 : 1) (v : V) et en évaporant la suspension obtenue par distillation sous pres- 

sion réduite. Le résidu est ensuite repris par de llHC1 5,6 N et soumis l'hy- 

drolyse et au dosage des acides aminés 2~ l'auto-analyseur. 

II - IDENTIFICATION DES ACIDES MIINES C-TEIUIINAUX 

L e s  acides aminés situés en position C-terminale peu- 

vent être identifies soit par la méthode d'hydrazinolyse, soit par l'action des 
carboxypeptidases A et B. 

! 1') Principe 

NOUS avons utilisé la méthode dfhydr.azinolyse d l W O R I  

et al. ( g o  dont le principe général est le suivant : lfhydrazine coupe les liai- 

sons peptidiques en transformant les acides aminés en hydrazides, sauf l'acide 

aminé C-terminal qui reste intact. Cet acide aminé peut être identifié aprb puri- 

f ication. 

2 O )  Mode op6ratoire 

Une micromole de glycopeptide convenablement desséchée 

est dissoute dans 1 ml dlhydrazine anhydre obtenue suivant le procédé de K U S W  (92) 



puis maintenue en tube scellé 8 heures B 105OC. 

Le mélange réactionnel est ensuite séché une nuit en 

exsiccateur sous vide en présence d'acide sulfurique. 1 

Le résidu est p,urifié sur résine échangeuse de ca- 

tions faiblement acide Amberlite IRC-50 "mesh" 150-200, suivant le protocole 

décrit par DE LA LLOSA et coll. (93 ). 

Le résidu repris par 2 ml d'eau distillee est intro- 

duit sur la colonne de résine (0,9 x 2 cm). 

L1élution est réalis6e : 

a - par 40 ml d'eau distillée : élution des acides 

aminés neutres et acides et de lfasparthydrazide 4  et du glutamhydrazide 5, 

dans le cas où un résidu d'asparagine ou de glutamine se trouve en position 

C-terminale. 

b - par 15 ml d'acétate d'ammonium 0,l M de pH 7 : 

élution des acides aminés basiques et de lrasparthydrazide 1 et du glutamhy- 

drazi.de 1. 

Les éluats sont concentrés à sec et les acides aminés 

identifiés à l'auto-analyseur. 

B - HYDROLYSE PAR E S  CABOXYPEPTIDASES 

Nous utilisons les préparations enzymatiques fournies 

par la fime WORTHTNGTON. 

La carboxypeptidase A (EC 3.4.2.1) libère les acides 

aminés situés en position C-terminale d'une chaîne peptidique à lrexception de 

.la proline, de la lysine et de l'arginine. La carboxypeptidase B (EC 3 . 4 . 2 . 2 )  

libere la lysine et l'arginine C-terminales. 

Hydrolyse des glycogeptides trypsiques 

A 1 micromole de glycopeptide dissoute dans 2 ml de tam- 

pon bicarbonate O, 1 M de pH 8,5, on ajoute 0,s micromole de norleucine et 5 P 
de solution enzymatique de carboxypeptidase B. Après 1 heure d'incubation à 37OC, 

5 de solution de carboxypeptidase A sont ajotstés. On réalise une cinétique 

en effectuant des prélévements de 200 qui sont immédiatement acidifiés par de ? 



l ' ac ide  acétique e t  co'ngelés. 

Les acid& amin6s l i bé r é s  sont  i d e n t i f i é s  e t  dosés B 

l 'auto-analyseur dlamino-acides. , , t 

2') H y d r o l g ~ s i q u e s  

Les giycopeptides chymotrypsiques ne renfermant pas 

d'mino-acides basiques, il n ' e s t  pas nécessaire d ' u t i l i s e r  l e  carboxypepti- 

dase B. Le protocole expérimental employé e s t  identique à ce lu i  déc r i t  c i -  

'dessus, mais l a  carboxypeptidase A e s t  a joutée  immédiatement. 

111 - IDENTIFICATION DES ACIDES AMINES N-TERMINAUX 

Nous u t i l i sons  la méthode des dansyl amino-acides de 

GRAY e t  HARTLEY ( 9 4 ) .  

A - D&'SYLATION DES GLYCOPSPTIDES 

5 nanomoles de glycopeptide sont  placées dans un p e t i t  

tube de ver re  spéc ia l .  On a jou te  10 rmoles  de so lu t ion  de bicarbonate de so- 

dium 0,2 M, pH 9 , 2 .  On évapore à s i c c i t e  e t  l e  rés idu  e s t  r ep r i s  par  10 

d'eau b i d i s t i l l é e  auxquels on a joute  10 d'une so lu t ion  acétonique à 2,5 mg/ml 

de chlorure de l ' ac ide  ditnéthylamino-5-naphtalène sulfonique (DNSC~) .  Le tube 

e s t  bouché avec une f e u i l l e  de papier paraf£iné e t  l a i s s 6  à 37OC, pendant 1 heure, 

à l 'obscur i t6 ,  

I l  e s t  ensui te  p lacé  dans un dessicateur e t  son contenu 

évaporé à sec.  On in t rodu i t  ensui te  dans l e  tube 50 d'acide chlorhydrique 

5,6 N e t  on hydrolyse b 105OC pendant 16 heures. L'hydrolysat e s t  séché dans un 

dess icateur ,  e t  l e s  dansyls amino-acides sont  e x t r a i t s  par  2 f o i s  25 3 dtac6- 

t a t e  d 'é thyle  s a t u r é  en eau, séch6s e t  r e p r i s  par  10 /.ii d 'acéta te  d t 6 t h y l r  en 

vue de l a  chroma;ographie, 

B - CKROFNTOGRAPWIE DES DANSYL-AMINO-ACIDES 

Les dansyl-amino-acides sont  séparés grâce B l a  chromato- 

graphie bidimensionnelle s u r  couche mince r6a l i s ée  su r  des f e u i l l e s  de polyamide 

(5 x 5 cm). La premiere migration e s t  ef fectuée dans de l 'ac ide  formique 1 ,5  p. 100 

(v/v). Après séchage soigneux de l a  plaque, l a  seconde migration e s t  rt5alis6e 

dans l e  mélange benzène-acide acétique ( 9  : 1, v : v ) .  Une troisième migration,  

dans la même d i r ec t i on  que la seconde, peut ê t r e  r é a l i s é e  dans l e  mélange acé ta te  



d'éthyle-méthanol-acide acdtique (20 : 1 : 1, v : v), afin de lever les ambi- 

guités pouvant exister notamment entre l'acide aspartique et l'acide glutami- 

que, la sérine et la thréonine. , . / 

Les dansyl -amino-acides fluorescents en lumigre ultra- 

violette sont facilement mis en évidence, et, identifiés par rapport à une car- 

te témoin et B l'aide de témoins internes. 

IV - DEGRADATION RECURRENTE D'EDMAN 
La methode dlEdman présente l'avantage d'être récur- 

rente et de permettre l'identification des acides aminés constituant successi- 

vement l'enchafnement peptidique à partir de l'extrémité N-terminale. A chaque 

étape il est possible d'identifier, soit : 

- le nouvel acide aminé N-terminal du peptide, 
- le PTH amino-acide libéré. 
Le nombre de cycles qu'il est possible d'effectuer dé- 

,pend du rendement de la réaction. 

A - METHODE D'EDMAN C O U P E E  A L'IDENTIFICATION DES DANSYL-AMLNO-ACIDES 

C'est un protocole proche de celui décrit par IUSIRTIEY 

(95) qui a été appliqué. On prépare autant de tubes que l'on veut effectuer de 

cycles. 

On introduit dans les tubes et on sache 10 pi d'une 

solution renfermant 1 mg de glycopeptide dans 250 pl d'eau. Un tube est conser- 

vé pour déterminer l'acide aminé N-terminal. Dans les autres tubes on ajoute 50 

d'une solution de 30 de phenylisothiocyariate dans 1 ml de mélange 
P 

pyridine-eau (3 : 2, v : v). Le tube, sous atmosphere d'azote, est placé 45 mi- 

nutes B 50°C, puis séché sous vide à 70°C. 

Le clivage est alors effectué par addition de 50 P 
d'acide trifluorac6tique et chauffage 10 minutes a 50°C. L'acide trifluoracéti- 

que est éliminé sous vide. 

Les cycles sont effectués B la suite. A chaque fin de 

cycle un tube est conservé pour determiner le nouvel acide aminé N-terminal appa- 

ru aprgs chaque étape. 



Avant d ' e f f e c t u e r  l a  dansyla t ion ,  il e s t  nCcessaire 

d ' e x t r a i r e  l e  peptide.  Le r é s i d u  e s t  r e p r i s  p a r  40 pl d'eau e t  lavé p a r  3 

f o t s  200 pl d 'acé ta te  d ' é thy le  sa tu rd  en eau. La phase aqueuse e s t  a l o r s  sé- , 

chée e t  soumise à l a  dansyla t ion  ( v o i r  p.25 1. 

Le protocole  u t i l i s é  e s t  c e l u i  m i s  au p o i n t  pa r  HAN 
B 

e t  a l .  (96) q u i  e s t  r ap ide  e t  q u i  f o u r n i t  de bons rendements permet tant  de 

dégrader profondément l e  glycopeptide. 

L'acide aminé s u r  lequel  e s t  f i x 6  l e  groupement gly- 

cannique ne p e u t  ê t r e  décele ,  l ' a c i d e  aminé su ivan t  e s t  p a r f o i s  l u i  a u s s i  d i f -  

f i c i l ement  i d e n t i f i a b l e .  L ' i d e n t i f i c a t i o n  des PTH amino-acides devient  de nou- 

veau poss ib le  à p a r t i r  de l ' a c i d e  aminé p lace  en de l a  l i a i s o n  glycosidique.  P 
1') Réac t i f s  

Les r é a c t i f s  u t i l i s & s  de pure té  "Sequanal Grade" sont  

f o u r n i s  par  la firme-PIERCE CHl2MICAL.SOCIETY. 

L'éther  é thyl ique  d i s t i l l é  sans  peroxyde, renferme 

0 , l  p. 100 de d i t h i o e r y t h r i t o l .  

2') Erape de couplape 

o l e  de pept ide  ( 2  p o l e s  d e  glycopeptide)  p l a c é  

dans un tube conique rôdé  e s t  dissous dans 100 à 300 y1 de tampon n ~ r o p a n o l /  . 

eau/~allyl~~'diméthylamine (15 : 10 : 1,2)  (v : v) de pH 9,5 a j u s t é  pa r  de l ' a c i d e  

t r i £  luoracét ique  B 10 p. 100. 

10 pl de phenylisafhiocyanate sont  a j o u t é s .  

La r é a c t i o n  e s t  e f fec tuée  sous atmosphère d 'azote ,  B 

50°C, pendant 40 minutes, avec a g i t a t i o n  toutes  l e s  5 minutes. On c o n t r a l e  en- 

s u i t e  s i  l a  r é a c t i o n  a 6 t é  r é a l i s 6 e  en présence d'un excès de phenylisothiorya-  

na te ,  en r e f r o i d i s s a n t  l e  tube sous un courant d'eau f ro ide .  Le phenylisothio-  

cyanate p r é c i p i t e .  En cas  c o n t r a i r e ,  la r é a c t i o n  de couplage d o i t  ê t r e  r e c m e n -  

cée pendant 20 minutes, en a j o u t a n t  5 p1 de phenylisothiocyanate.  

* Nous adressons nos p lus  v i f s  remerciements + Messieurs K.K. HAN e t  D. TETAERT 

q b i  o n t  e f f e c t u é  l a  dégradation du glycopeptide 1 e t  q u i  nous o n t  a r c u e i l l i e  dans 

l e u r  Labora to i re  pour nous enseigner c e t t e  technique. 



Les phenylthiourées sont alors éliminées en extrayant 

par 7 fois 1 ml de benzène. La phase de couplage est ensuite séchée par un 

courant d'azote. Pour parfaire le séchage, quelques gouttes d'acétate d'éthyle 

sont ajout4cis puis évaporéessous azote. Enfin, le tube réaction est piacé dans 

un dessiccateur sur P O b 60°C, sous vide, pendant 30 minutes, afin que le 2 5' 
tube soit rigoureusement sec pour effectuer la réaction de clivage. 

3') Etape de clivage 

150 d'acide trifluoracétique anhydre sont ajoutés. 

Après agitation, la réaction de clivage est effectuée, sous atmosphère d'azote, 

B 50°C, pendant 7 minutes. L'acide trifluoroacétique est éliminé par un courant 

d'azote. Il se forme un précipit6 rosé collant aux parois. 

La thiazolinone est extraite par 3 fois 2 ml d'éther. 

Le peptide résiduel est séché sur .KûH pendant 30 minu- 

tes avant de commencer un nouveau cycle de dégradation. 

4") Etape de conversion 

L'extrait &théré renfermant la thiazolinone est seché. 

200 )d d'acide chlorhydrique N sont ajoutés et la réaction de conversion est 

effectde, sous atmosphère d'azote, à 80°C, pendant 10 minutes. 

Le PTH amino-acide formé est extrait par 2 fois 1 ml 

d'acétate d'éthyle, séché sous azote et repris par 20 /rl d'acétate d'éthyle en 
vue de la chromatographie. 

5O) Identification des PTK-amino-acides 

La clrromatographie en couche mince sur gel de silice 

F254 de 0,25 m a  d'épaisseur est utilisée. Les chromatoplaques sont fournies 

par la firme 1 4 2 ~ ~ ~ .  Sur ces plaques, des couloirs de 1 cm de large sont tracés 

à la pointe séche. Les PTH-amino-acides à identifier sont dbposés en alternance 

avec des mélanges de témoins judicieusement composés. 

L'identification des PTH-amino-acides détachés des gly- 

copeptides 6tudibs a pu être résolue grâce à l'utilisation des deux systèmes sol- 

vants pr6parés de la maniEre suivante : 



Systeme E modifié, Acétate de butyle 97 m l  

HAN e t  coll,. (97 ) Eau 3 m l .  

Après agi ta t ion e t  repos pendant une nu i t ,  l a  phase 

supérieure e s t  repr i se  e t  on y ajoute 4 m l  de formamide e t  3 m l  d'acide pro- 

pionique . 
La cuve en verre e s t  saturée après que l e  mélange a i t  

6 t é  équi l ibré  pendant 2 heures 

Système Hl, EDMAN (98) 
Chlorure d'éthylène 60 m l  

Acide acétique 14 m l  

!Ta f igure 1 (p. 30) i l l u s t r e  l'emplacement des PTH- 

amino-acides après migrAtion dans chacun de ces solvants. 

V - ACTION DE LA THERF1OLYSINE 

La thermolysine coupe préférentiellement les l ia isons 

valine, phenylalanine, leucine e t  isoleucine (MATSUBARA e t  co l l .  ) (99 1, 

Nous avons u t i l i s é  l a  thermolysine fournie par la firme. 

MERCK 

Le protocole expérimental e s t  l e  suivant : à une solution 

à 2 p.  100 du glycopeptide dans l ' acé ta te  d'ammonium 0,O 1 M a jus td  Ci. pK 8 , 5 ,  

on ajoute  l a  thermolysine en quantité suff isante  pour obtenir un rapport enzyme- 

substrat  de 1/50. La themolysine a é t é  au préalable act ivée par incubation d'une 

demi-heure à l a  température ambiante dans une solution 0,001 M en acétate  de cal- 

cium. L'hydrolyse e s t  menée pendant 24 heures à 37OC. La réaction e s t  a r r ê t ée  

. p a r  ac id i f ica t ion  par de l 'acide acétique. 

Le glycopeptide résul tant  e s t  i s o l e  par électrophor&se 

préparative B 'PH 2,4. 

ETUDE DE LA STRUCTURE DES GROUPENENTS GLYCAPINIQUES 

I - HYDROLYSE ACIDE PARTIELTX 

L'hydrolyse acide ménagée des glycopeptides a été effec- 

tuée dans les  conditions décr i tes  par SPIK (100) e t  MONTREUIL, ADAM-CHOSSON 

e t  SPIK (100 b i s ) .  



départ 

Migration dans le 

système-solvant E '(voir p. 29 ) 

Figure 1 

Migration dans le 

système-solvant Hl (voir p. 29 

Identification des PTH amino-acides par 

chromatographie en couche mince sur gel de silice 



A - HYDROLYSE PAR LES ACIDES DITJ3ES 

Des solutions de 1 g de lactotransferrine dissoute dans 

25 ml d'acide chlorhydrique 0,l N, ou sulfurique 0,5 N, sont maintenus'à 100°C 

pendant des temps variant de 5 minutes à 8 heures. Après refroidissement, 10 ni1 

des hydrolysats sont dialysés B 4OC pendant 4 jours, contre de l'eau distillée 

renouvelée chaque jour. Les fractions dialysables sont purifiées par un passage 

successif sur des échangeurs de cations (Dowex 50 x 8, "mesh" 25-50, forme acide, 

25 ml de résine p. LOO mg de protides) et d'anions (Duolite A 102 D, "mesh" 

25-50, forme formiate, 2,5 ml de résine p. ml d'acide 1 M). Le liquide neutre 

effluent est soianis, après concentration, B la chromatographie sur papier dans 

.différents systèmes-solvants. 

B - HYDROLYSE PAR E S  RESINES POLYSTYRENE-SULFONEES 

La lactotransferrine a été hydrolysée par une résine in- 

soluble polystyrène sulfonée (~owex 50 x 8, "mesh" 25-50, forme acide). Le mode 

opératoire est le suivant : 0,5 g de lactotransferrine en solution dans 150 ml 

d'eau sont maintenus à 100°C sous agitation constante en présence de 5 ml de 

résine humide. Après 45 minutes B 100°C, les hydrolysats, préalablement concen- 

trés, sont directement soumis B l'analyse chromatographique. 

Le procédé d'hydrazinolyse-diazotation des oligosacchari- 

des libres et conjugués a été mis au point au Laboratoire par BAYARD (101) et par 

BAYARD et EZONTmUIL (102). Elle fournit des coupures spécifiques et quantitatives 

des liaisons N-acétyl-hexosaminidiques. Ce procédé appliqu6 à des glycopeptides 

fournit des oligosaccharides possédant un résidu de 2,5-anhydro-D-mannose en po- 

sition teiminale réduc trice. 

A - IIYDMZINOLYSE ET DIAZOTATION 
100 mg de glycopeptide, rigoureusement anhydre, en solu- 

tion dans 1 ml d'hydrazine anhydre, sont portés il lOO0C pendant 30 heures. Séché 

à siccité sous courant d'azote, l'hydrazinolysat est ensuite redissous dans 0,5ml 

de méthanol auquel on ajoute 7 ml d'une solution d'acide acétique B 15 p. 100 

%AYARD (carnunication personnelle). 



Lasolution est ensuite chromatographiée sur une colonne de Sephadex G-50 de ma- 

nière B isoler le glycanne N-désacétylé à l'état pur et éliminer les contaminants 

tels que l'hydrazine et les hydrazides amino-acides. 
/ 

La désamination nitreuse du glycanne ~-désacék~lé est 

ensuite r6alisée dans les conditions suivantes : 100 mg de glycanne sont dissous 

dans 6 ml d'eau distillée contenant 166,8 mg de nitrite de sodium et 0,90 P' 
d'acide acétique glacial, La solution, maintenue à 4OC pendant 20 heures sous 

agitation magnétique est ensuite désalée par chromatographie sur colonne de gel 

de S6phadex G-10. 

B - ISOIIEMENT DES OLIGOSACCHARIDES 
L'isolement des glucides est réalisé en chromatographie 

préparative sur papier dans le système-solvant : acétate d'éthyle/pyridine/aci.de 

acétique/eau ( 5  : 5 : 1 : 3 ) .  Les oligosaccharides ayant un r6sidu de 2,5-anhy- 

dro-D-mannose en position terminale réductrice sont révélés, soit avec le réac- 

tif à l'urée chlorhydrique, soit avec le réactif à l'oxalate d'aniline. 

C - DETEmfII\TATION DE L4 STRUCTURE DES OLIGOSACCHARIDES 

Les rapports molaires en m~nosaccharides ont été déter- 

minés de la façon suivante : les oligosaccharides réduits sont néthanolysés se- 

lon le procédé de CLAMP (103). Les méthylglycosides et les polyols sont ensuite 

triméthylsilylés, puis analysés en chromatographie en phase gazeuse. L'analyse 

des triméthylsilyl glycosides est conduite en utilisant une colonne d'OV 17 à 

3 p. LOO chauf £ée B 110° pendant 15 minutes puis de 110' à 180' à raison de 1°C 

par minute. L'azote est utilisé comme gaz vecteur avec un débit de 35 ml/mn. 

Les oligosaccharides réducteurs de plus haut poids mo- 

léculaire sont, en outre, soumis à une hydrolyse acide ménagée dans les condi- 

tions opératoires suivantes : 2 mg de glucides sont hydrolysés par l'acide chlo- 

rhydrique 0,l N, à 80°C pendant 1 heure. La solution est reiroidie et l'acide 

est éliminé par passage sur une colonne (1 x 10 cm) de Duolite A 102 D (25-50 

"mesh", HCO~-). L'hydrolysat est ensuite analysé en chromatographie sur papier. 

Les oligosaccharides réduits sont perméthylés selon le 

procédé décrit p. 34 , et les éthers méthyliques sont ensuite analysés en chro- 
matographie en phase gazeuse. 



D - DOSAGE DES OLIGOSACCHARIDES ET MWDROHEXOSES 

Le dosage de faibles quantités dtoligosaccharides est rendu I 

possible par l'utilisation d'isotopes radioacti£s. La réduction des osides et 

anhydrohexoses par le borohydrure de sodium tritié permet, après séparation chro- 

matographique des oligosaccharides réduit:, de mesurer la quantite de chacun 

d'entre eux et de déterminer leurs rapportç par comptage de la radioactivité. 

A une quantité de 0,3 à 0,5 mg de glucides totaux, on ajoute 

0,lmCi de borohydrure de sodium tritié (activité spécifique 10 ~i/rn~). Après une 

heure de r6action, une quantité de borohydrure de sodium froid 10 fois en excès 

est ajout& et la réaction est poursuivie pendant 4 heures. Puis elle est arr€!tée 

en acidifiant par addition d'acide acgtigue dilu6. 1 
Le réactif en exces cst dliminé par électrophorése preparative 1 

dans le tampon : pyridine/acide acétique/eau (15 : 50 : 1935) de pH 3,9. La baside 

de papier contenant les glucides réduits est éluée par de l'eau. Les oligosaccha- 

rides réduits et le 2,5-anhydro-D-mannitol sont alors séparés par chromatographie 

sur papier Whatman 1 dans le système solvant : acetate dtéthyle/pyridine/acide 

ac&tique/eau (5 : 5 : 1 : 3). La migration chromatogrâphique est arr@tée au bout 

de 8 heures. Le chronatogrammc séché est découpe5 en bandes de papier de 1 cm qui 

sont placées dans 10 ml de mglange scintillant toluène-PPO-POPOP et mesurées .au 

compteur de radioactivité. 

On d6termine ainsi lc nombre de cpm fournis par chaque sucre 

réduit. Ce nombre est proportionnel à la quantité présente sur le chromatogrme. 

On peut donc en déduire les rapports molaires existant entre les oligosaccharides 

et le 2,s-anhydro-D-mannose. 



III - METKYLATION DES GLYCOPEPTIDES 

Nous avons appliqué- la méthode de HAKOMORI (104) modi- 

f i é e  pa r  FOURNET(105) e t  i?OURN%'ï e t  - a l .  (105 b i s ) ,  

Les fonctions hydroxyliques des oses du glycanne impli- 

quées dans des l i a i s o n s  glycosidiques ne son t  pas méthylées. Après hydrolyse du 

glycopeptide perméthylé, l ' i d e n t i f i c a t i o n  des dér ivés  méthylés l i b é r é s  f o u r n i t  

des renseignements s u r  l e  mode d'enchafnement des monosaccharides. 

A - REACTION DE METHYLATION 

80 mg d'une dispers ion d'hydrure de sodium à 50 p. 100 

s o n t  a j o u t é s  à 5 m l  de diméthylsulfoxyde e t  l 'on  a g i t e  15 minutes à l a  tempé- 

r a t u r e  o r d i n a i r e  en f a i  1 a n t  passer  un l e n t  courant  d 'azote.  

16 mg de glycopeptide préalablement s6ché sous v i d e  à 

40°C pendant 24 h, son t  dissous dans 1 m l  de diméthylsulfoxide e t  sont  e n s u i t e  

versés  dans la s o l u t i o n  du méthylsul f inyl  carbanion. Après 6 heures  d ' a g i t a t i o n  

sous courant  d 'azote ,  on a jou te  0,5 m l  d ' iodure de méthyl e t  la réac t ion  

d ' é t h é r i f i c a t i o n  e s t  poursuivie durant 15 heures. 10 m l  d'eau s o n t  a l o r s  a j o u t &  

il l a  s o l u t i o n  d'où l 'on  e x t r a i t  l e  glycopeptide méthylé par  5 f o i s  5 m l  d e  

chloroforme. Les phases chloroformiques rausemblées son t  lavées p a r  3 f o i s  10 

m l  d'une so lu t ion  aqueuse de t h i o s u l f a t e  de sodium à 1 p. 100 p u i s  séchées sur  

s u l f a t e  de sodium anhydre e t  évaporées sous courant d ' a i r .  

Le r é s i d u  e s t  r e p r i s  par  1 m l  de diméthylsulfoxide e t  

soumis à un deuxSrne pu i s  un troisieme cycle  de méthylat ion dans l e s  memes con- 

d i  t ions .  

A l a  f i n  du troisième cycle ,  l e  glycopeptide méthylé e s t  

p u r i f i é  p a r  chromatographie s u r  colonne de Sephadex LH 20. Le r 6 s i d u  sec est re- 

p r i s  p a r  1 m l  'du mélange éthanol/chloroforme ( 1  : 1 )  e t  chromatographié s u r  une 

colonne (2 x 50 cm) de Sephadex LH 20. Le glycopeptide méthylé est élu4 p a r  l e  

mélange éthanol/chloroforme ( 1  : 1). Les f r a c t i o n s  de l ' e f f l u e n t  q u i  donnent 

une co lo ra t ion  il l a  r éac t ion  au phenol-sulfurique de DUBOIS e t  a l .  (106) s o n t  ras- 

semblées e t  séchées sous v ide ,  

B - HYDROLYSE DES GLYCOPEPTIDES PEREETWYTBS 

Le glycopeptide perméthylé r e p r i s  par  quelques gou t tes  

de méthanol e s t  hydrolysé à 100°C par  2 m l  d 'acide chlorhydrique pendant 4 heures. 



L'acide chlorhydrique est éliminé par codistillation 

avec de l'éthanol, puis le résidu est placé en dessicateur, en présence de 

soude et d'anhydride phosphorique pendant une nuit. 
/ 

C - FRACTIOBJNEMENT DES HYDROLYSATS DE GLYCOPEPTIDES PERIIIETKYLES 

L'hydrolysat du glycopeptide perméthylé est fraction- 

né par électrophorèse préparative sur papier realisée dans les conditions ex- 

périmentales suivantes : papier Whatman no 3 MM ; tampon de MCHL(~O~) de pH 

3,9 (pyridiue/aci.de acétique/eau, 30 : 100 : 3870) ; 7  cm pendant 4 heures. 
La révélation des bandes latérales par le réactif à l'oxalate d'aniline de 

PARTRIDGE(108) et par le réactif Zl la ninhydrine permet de localiser la bande 

. "basique" des O-méthyl-glucosamines et la bande 'Ineutrew des monosaccharides 

neutres-O-méthyl6s. Ces deux fractions sont éluees par de l'eau distillée ad- 

ditionnée de quelques gouttes d'acide acétique et les éluats sont évapor6s à 

siccité dans un kvaporateur rotatif, puis en dessicateur. 

D - IDENTIFICATION DES ETLiERS FETFNLIQUES 
1') Identification des éthers méthyliques des mono- 

saccharides neutres. 

Les monosaccharides neutres-0-néthylés sont méthyl- 

glycosilés par 1 ml de méthanol chlorhydrique (1 N en HC~), 3 100°C, pendant 

8 heures en tube scellé. La solution est 6vaporQe à siccité sous courant d'a- 

zote, et, le résidu est repris par 50 de méthanol. Les éthers méthyliques 

chromatographiés en phase gazeuse sur une colonne de verre (0,3 x 300 cm) rem- 

plie de Chroinosorb W AM Ht4DIDS ("mesh" 60-80) contenant 3 p. 100 de Carbowax 6000. 

La température de la colonne est de 180°C, le débit d'azote, gaz vecteur, est 

de 20 ml/mn. 

2') Identification des rnEthyl-osamines 

Les osamines methylées sont trimétliylsilylées selon le 

procédé de SWEHLEY et al. (109) Elles sont dissoutes dans 100 pl de pyridine 

anhydre que l'on additionne de 50 d'hexaméthyldisilazane et de 50 pl de 

triméthylchlorosilane. Le mélange est agité très énergiquement pendant 15 mi- 

nutes, puis séch6 sous courant d'azote. Le résidu est repris par 50 pl d'hep- 

tane et sournis B la chromatographie en phase gazeuse dans Les conditions sui- 

vantes : colonne de verre de 0,3 x 180 hn ; Cliromosorb IJ AT? mIDS ("meshW 100- 

120) contenant 3 p. 100 de silicone OV 17 ; texipérature du four 120°C ; d6bit 

du gaz vecteur (azote) 20 ml/minute. 



I V  - HYDROLYSES ENZYMATIQUES 

A - A C T I O N D E  LAFUCOSIDASE (E.C. 3.2.1. 

Nous avons u t i l i s é  l a  fucosidase du Rein de Boeuf fournie par 

l a  firme Boehringer. 
1 

A 10 mg de glycopeptide dissous dans 500 de tampon de pH P 
4 ,6  sont ajoutes 100 de solution enzymatique 2i 1 mg/0,5 m l .  Le mélange e s t  porte 

31 37OC pendant 24 heures. 

L'hydrolyse enzymatique a é t 6  repétée 3 fois  de su i t e  s u r  l e  

m&ne glycopeptide qui a ensuite é t é  pr6cipi té  par l 'éthanol.  

I 
B - ACTION DE LA GALACToSIDAçE ( E.C.  3.2.1.23) ( YAMADA e t  a l .  (109 b i s ) )  - 

La galactosidase de Turbo cornutus a é t é  u t i l i s é e .  La solut ion 

enzymatique ava i t  une a c t i v i t é  de 1 U / m l .  

A 10 mg de glycopeptide dissous dans 500 1 de tampon de pH 2,9 P 
ont &te ajoutes 20 de solution enzymatique. 

Apres 3 hydrolyses successives B 37OC pendant 24 heures, l e  gly- 

copeptide a é t é  précipi té  pa r , l f é thano l .  



1 RESULTATS 1 



ISOLEMENT DES GLYCOPEPTIDES 

Pour purifier les glycopeptides des hydrolysats chymo- 

trypsiques ou trypsiques de la lactotransferrine réduite et alkylée, nous avons 

effectué d'abord une chromatographie de tamisage moléculaire qui, du fait de 

la différence de masse moléculaire entre les peptides et les glycopeptides, per- 

met d'éliminer une grande partie des peptides. L'électrophorèse préparative en 

veine liquide permet ensuite d'obtenir une fraction glycopeptidique totalement 

exempte de peptides. 

2 glycopeptides de séquences peptidiques différentes 

n'ont pu être s6parés qu'après désialysation par la neuraminidase, chacun des 

glycannes étant vraisemblablement hétérogène au point de vue du nombre de rési- 

dus d'acides sialiques dans la molécule. 

1 - ISOLEFIENT DES GLYCOPEPTIDES CHYMOTRYPSTO) 
A - FRACTIONNEIIENT DES KYDROLYSATS CHYTIOTRYPSIQUES 

1') Chromatographie de gel filtration 

Le diagramme dtélution de la colonne de Biogel P est 
30 

donné dans la figure 2 (p. 39 1. La fraction glycopeptidlque totale (FGT) est 
éluée en tête tandis qu'une quantité importante de peptides sont retardés dans 

le gel. Le rendement est de l'ordre de 150 ÉL 200 mg de fraction glycopeptidique 

totale pour un hydrolysat de 1 g de lactotransferrine. 

Electrophorèse en veine liquide 

Chaque fraction renfermant des glucides est soumise, 

après lyophilisation à un contrôle électrophorétique à pH 2,4. La révélation des 

électrophorégrammes par les réactifs B la ninhydrine et au periodate benzidine 

montre que les fractions 12 et 16 (voir figure 3, p. 40 ) sont exemptes de pep- 

tides. 

Ces fractions seront retenues pour la s6paration ulté- 

rieure des glycopeptides. Les rendements sont de 30 à 45 mg de glycopeptides pour 

1 g dthydrolysat de lactotransferrine. 



Figure 2 

Fractionnement des hydrolyçats chymotrypsiques 

de l'apolactotransferrine réduite et alkylde 

Chromatographie sur colonne de Biogel P30 de 4 x 130 cm 

Elution par l'eau. Débit : 40 mlheure 



Figure 3 

Séparation des glycopeptides chpotrrpsiques de l a  CM-LTF 

en électrophor8se en veine liquide à pH 2,4 



A l ' i s sue  du fractionnement "Elphor Vap" nous obtenons 

des f rac t ions  glycopeptidiques qui  ne sont p lus  sou i l l ées  de peptides.  

Cependant, nous révélons 4 taches de glycopeptides e t  

dans chaque f r ac t i on  l e s  glycopeptides sont en mélange. 

B - SEPARATION DES GLYCOPEPTIDES 

1') Action de l a  neuraminidase 

Nous avons pensé que 1 'hétérogénéit6 des glycopep t ides  

pouvait  provenir de l a  composition en acides s i a l i ques  de la lac to t rans fe r r ine  

a i n s i  que l ' on t  montré WOLFSON e t  ROBBIES (110).Aussi, a f i n  de l a  diminuer, 

avons nous dés ia ly lé  totalement l e s  molécules de glycopeptides en f a i s a n t  ag i r  

la neuraminidase. Comme l e  montre la f igure  4 (p. 42 1, l e s  glycopeptides, 

moins acides ,  ont  une migration plus rapide 2i pH 2,4. De plus,  l e s  électropho- 

régrammes sont  s impl i f i és ,  puisque toutes  l e s  f rac t ions  donnent seulement 2 

taches ayant l a  même migration dans tous l e s  cas.  

2') Electrophorèse préparat ive  sur  papier  

Une bonne s&paration des asialo-glycopeptides a é t é  

obtenue en effectuant  une électrophorèse a pH 6,5,  corne l e  montre l a  f i gu re  

5 (p. 43 1. Des électrophoréses pr6paratives ont  é t6  réa l i s4es  e t  ont permis 

d ' i s o l e r  l e s  deux glycopeptides chymotrypsiques 1 e t  IIC Les rendements sont 
C 

respectivement de 7 e t  6 mg pour 1 g de l ac to t rans fe r r ine .  

II - ISOLEMENT DES GLYCOPEPTIDES TRYPSIQUES 
Le schéma de fractionnement d é c r i t  ci-dessus a ét& ap- 

' p l i q u é  aux hydrolysats trypsiques. La f r ac t i on  glycopeptidique t o t a l e  i s s u e  de 

l a  chromatographie des hydrolysats su r  Biogel P a é t é  soumise B l 1 é l e c t r o -  
30 

phorèse en veine l iquide.  Les f rac t ions  14 b 20 exemptes de peptides on t  é t é  

dés ia ly lées  par l a  neuraminidase. Les glycopeptides 1 e t  II ont  é t é  i s o l é s  par 
T T 

électrophor8se préparat ive  B pH 6 , s  avec des rendements r e spec t i f s  de 12  B 9 

mg pour 1 g de l ac to t rans fe r r ine .  
< 



$ Avant neuraminidase , 
Après 

neuraminidase 

Asp Tl2 T13 T14 T15 16 T12-13 T14-15-16 
m I d 

Figure 4 

Action de la neuraminidase sur 

les glycopeptides chymotrypsiques de l a  CM-ETF . 

Electrophorèse pH 2,4 



ElectrophorEse pH 6 , 5  

Pyridine - Acide ac6tique - Eau 

90 3 1400 

Figure 5 

Séparation des asialo-glycopeptides chymotrypsiques de la CM-LTF 



44 

, > 
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La composition en acides aminés des glycopeptides isolés 

est donnée dans le tableau I V  (p. 45 ). 

COEPOSITION DES GLYCOPEPTIDES 

I Le nombre de résidus d'acides aminés se trouvent entre 

eux dans des rapports simples, notamment les glycopeptides 1 et II qui se sont 
C T 

6 .avérés être dans un état de pureté satisfaisant. 

On remarque que le glycopeptide chymotrypsique II ren- 
C 

ferme la fois de la phenylalanine et du tryptophanne alors que les liaisons 

de ces deux amino-acides sont susceptibles d'litre hydrolysées par la chymotryp- 

s ine . 
Les glycopeptides trypsiques respectivement 17 et 11 ré- 

sidus d'amino-acides ont une séquence peptidique plus longue que les glycopepti- 

des chymotrypsiques (14 et 10 résidus). Le premier renferme 1 résidu d'arginine 

et le second 1 résidu de lysine. 

~ Les compositions en amino-acides au voisinage du point 

1 d'attache des glycannes sont nettement différentes puisque, au contraire du se- 

cond, le premier glycopeptide renferme de la proline, de l'alanine, de la valine 

et de l'isoleucine. De plus, il ne comporte pas de sérine, ni de carboxynéthyl- 

cystéine alors que le second glycopeptide en. contient 1 résidu. 

Le tableau V (p. 46 ) montre que la composition glu- 

cidique des 2 types de glycopeptides est analogue. 

DETERMINATION BE LA SEQUENCE PEPTIDIQUE DES GLYCOPEPTIDES 

Le fractionnement des hydrolysats trypsiques et chymo- 

trypsiques de la lactotransferrine réduite et alkylée a permis d'isoler 4 glyco- 

peptides correspondant 8 2 glycannes placés 3 des endroits différents de la chaî- 

ne protéique de la lactotransferrine humaine. Les différences importantes dans 

les compositions en acides aminés des 2 types de glycopeptides permettent de 

l'affirmer. Leur Btat de pureté permet dleùvisager l'étude de leur structure qui 



Tableau IV 

Composition en acides aminés 

des glycopeptides désialylés 



Tableau V 

Composition en glucides des asialo-glycopeptides 

de la lactotransferrine humaine 



pourrait apporter des renseignements int6ressants pour confirmer ou infirmer les 

hypothèses concernant le problème' du codage par la chatne peptidique, de la con- 

jugaison du glycanne sur l'asparagine. En effet, nous possèdons 2 glycannes de 

composition identique dont les compositions en amino-acides au voisinage du 

point d'attache sont très différentes. 

I - SEQUENCE PEPTIDIQUE AU VOISINAGE DU GLYCANNE 1 

L'ensemble des opérations qui nous ont permis de d6- 

'terminer la séquence des glycopeptides 1 et IT est resumé dans la figure 6 C 
(p. 48). 

A - GLYCOPEPTIDE CHYMOTRYPSIQUE Ic 

1') Action de la soude 

Les résultats de l'action de la soude sur le glycopep- 

tide 1 sont donnés dans le tableau VI (p. 49 1. On n'observe pas de diminution C 
du taux de thréonine. I l  ne semble donc pas que le glycanne 1 soit fixé par une 

liaison O-thréonyl-glucosaminidique sur la chaîne peptidique, mais que ce gly- 

copeptide comporte l'un des deux glycannes liés par une liaison asparaginyl- 

glucosamine dont SPIK ( 111)a dhontré 1' exiç tence dans les hydrolysats pronasi- 

ques de la lactotransferrinc humaine. 

2O) Acide aminé N-terminal 

L'acide aminé N-terminal identifié après dansylation 

est la leucine. 

3 Séquence C-terminale 

libère en 

tophanne, 

Pour 1 mole de glycopeptide la carboxypeptidase A r 
1 h 30 1,32 p o l e  d'alanine, 0,63pmole de valine ainsi que du tryp- 

Du fait de la spécificit6 de la chymotrypsine, on peut 

considérer que le tryptophanne est situé en position C-terminale de la chatne 

peptidique, 

Les 2 résidus d'alanine sont situés dans la séquence 

C-terniinale de la molécule. 





Tableau V I  

Action de la soude sur l e  glycopeptide 1 
C 

ASP 

Thr 

Glu 

Pro 

G ~ Y  

Ala 

Glycopeptide 

natif  

01 9 

039 

118 

21 7 

01 9 

1 , 9  

016 

Os6 

130 

f 

~lycopeptide 
après action 
de la  soude 

O, 9 

038 

11 9 

2 3 8 

O ,  8 

232 

Os8 

Os8 

190 

. 



4')  Action de l a  thermolysine 

Du f a i t  de l a  présence dans l a  chatne peptidique des 

rés idus  de va l i ne  e t  d ' isoleucine , nous avons hydrolysé l e  glycopeptide 1 par 
C 

l a  thermolysine de maniére B obtenir  un glycopeptide 1 plus court ,  de compo- 
C t  

s i t i o n  plussimple, notamment a f i n  d'essayer de s i t u e r  l e s  rGsidus de p ro l i ne  

en t r an t  dans la composition de l a  molécule. Les compositions comparées des gly- 

copeptides 1 
C e t  Ict  sont  données dans l e  tableau VI1 (P. 51 1. 

Le glycopeptide 1 renferme l e s  3 rés idus  de prol ine .  
C t  

L'acide aminé N-terminal du glycopeptide I e s t  l a  leucine, son acide aminé 
C t  

C-terminal i d e n t i f i é  aprBs hydrazinolyse e s t  l a  p ro l ine ,  ce qu i  empeche l a  dé- 

. termination de l a  séquence C-terminale par ac t ion  de l a  carboxypeptidase A. 

Le glycopepti.de thermolysique 1 correspond donc, 
C t  

pu i squ ' i l  possède l e  même acide  aminé N-terminal, à l a  p a r t i e  N-terminale de la  

chatne peptidique du glycopeptide 1 On peut admettre que l a  thermolysine a 
C ' 

rompu l a  l i a i son  Pro-Ile puisque l ' a c t i on  de l a  carboxypeptidase A a montré que 

l e  r6s idu de va l i ne  s e  trouve plus p rès  de 11extr6mité C-terminale de l a  chaîne 

pep t id ique.  

Dégradation - d EDPiAN 

Après chaque cycle de dégradation récurrente  dlEdman, 

on a pu successivement i d e n t i f i e r  l e s  PTd-aniino-acides suivants  : Leu, X-gly- 

canne, Gln, Thr, Gly, Pro, Pro, Pro, I l e ,  Gln, Ala, Val. 

Ces r é s u l t a t s  permettent notamment de s i t u e r  dans l a  

charne peptidique l e s  3 rés idus  de p ro l ine  dont l a  pos i t ion  n ' ava i t  pu Gtre dé- 

' terminée dans l e  glycopeptide thermolysique. D'autre p a r t ,  l a  dégradation récur- 

r en t e  ayant pu s e  poursuivre assez profondément, e l l e  permet d e  p réc i se r  l a  sé- 

quence C-terminale du glycopep t ide .  

6 ) Conclusions 

L'ensemble de ces r é s u l t a t s ,  associés  Zi ceux de SPIK 

(l12)permettent d ' é t ab l i r  la çequence pcptidique du glycopeptide 1 dont l e  
C 

schéma de s t ruc tu r e  e s t  présenté  B l a  f igure  6 (P. 48). La pos i t ion  du second 

rés idu  d 'alanine e s t  déterminée par d i f férence.  



Tableau VI1 

Composition molaire en acides aminés des 

glycopeptides 1 
C et =et 

IC t 

O99 

1,o 

0, 9 

2,9 

1,o 

- 
- 
- 
1,O 

- 
1 

t 

ASP 

Thr 

Glu 

Pro 

G ~ Y  

Ala 

Va 1 

I le 

Leu 

T ~ Y  

Ic 

O, 9 

O, 9 

1s8 

297 

O, 9 

199 

096 

0,6 

130 

+ 



B - GLYCOPEPTIDE TRYPSIQm 1 
La composition en amino-acides du glycopeptide 1 T 

montre qu'il possede en plus des acides aminés composant le glycopeptide IC, 

un résidu d'arginine, un résidu de proline et un résidu de phénylalanine. 

Du fait de la spécificité de la trypsine on peut 

situer le résidu d'arginine en position C-terminale, comme le démontre l'ac- 

tion de la carboxypeptidase B. 

L'acide aminé N-terminal déterminé apres dansyla- 

tion est la proline. 

La dégradation récurrente dlEdman a été effectu6e. 

Ltidentification des PTH-amino-acides détachés et des dansyls-amino-acides 

apparus a montré l'existence de l'enchaînement Pro-Phe-Leu. 

En conséquence, la s4quence peptidique du glyco- 

peptide IT est etablie et correspond au schéma de structure présent6 à la 

figure 6 (p. 48 1. Pour fournir un glycopeptide possédant un résidu de pro- 
line en position N-terminale, il faut admettre que la trypsine a hydrolysé 

une liaison Arg-Pro, la liaison Lys-Pro n'étant jbnais coupée par cette enzyme. 

II - SEQUENCE PEPTIDIQUE AU VOISINAGE DU GLYCANNE II 
L'ensemble des op6rations qui ont permis la déter- 

mination de la séquence des glycopeptides II et II est r6smé dans la figure 
C T 

7 (p. 5 3 ) .  

A - GLYCOPEPTIDE CHDfOTRYPSIQUE II 
1') Action de la soude 

Les résultats de l'action de la soude sur le glyco- 

peptide IIC sont dom& dans le tableauVIII(p. 54 ). 

Le taux des hydroxy-amino-acides ne diminue pas 

après action de la soude. Le glycanne de ce glycopeptide n'est donc pas lié 

O-glycosidiquement, mais semble être le second glycanne lié par une liaison as- 

paraginyl-glucosamine mis en évidence par SPIK (113).  





, , 

Tableau VI11 

Action de l a  soude sur l e  glycopeptide IIC 



e s t  l a  leucine. 

2 O )  Acide amine N-terminal 

L'acide aminé N-terminal i d e n t i f i é  aprés dansylation 

3 O )  Séquence C-terminale 

La carboxypeptidase A l i be r e  du tryptophanne e t  de 

l a  carboxyméthylcystéine. Le glycopeptide é t an t  un glycopeptide chymotrypsique, 

on peut s i t u e r  l e  tryptophanne en pos i t ion  C-terminale, l a  carboxyméthylcystéi- 

ne prenant l 'avant-derniére pos i t ion  dans l a  charne peptidique. 

4') D&gradation récurrente  d t  Edman 

La dégradation r6currente dfEdman effectuge s u r  l e  

glycopeptide IIC n'a pas donne de r e s u l t a t s  suffisamnent in terprétables ,  v ra i -  

semblablement du f a i t  du degré de pureté  i n su f f i s an t  des  préparations 

B - GLYCOPEPTIDE TRYPSIQUE II 

Le glycopeptide trypsique IIT a l a  mkne composition en 

amino-acides que l e  glycopeptide II m a i s  possède en plus un rés idu  de lys ine  
C ' 

s i t u é  en pos i t ion  C-terminale du f a i t  de l a  s p é c i f i c i t é  d 'action de l a  trypsine.  

Ce res idu  e s t  l i b é r é  par l a  carboxypeptidaçe B. La séquence N-terminale de ce 

glycopeptide e s t  donc l a  m&ne que c e l l e  du glycopeptide chymotrypsique correspon- 
dant IIC. 

L'acide aminé N-terminal i d e n t i f i é  après dansylation 

e s t  la leucine. 

L 'é ta t  de pureté  des préparations de glycopeptide II 
T 

supérieur à c e l u i  des préparations de glycopeptide II a rendu poss ible  la  dégra- 
C 

dat ion rgcurrente  dtEdrnan. Les PTII-amino-acides successivement i d e n t i f i é s  sont 

ceux de l a  leucine,  l e  phényl-alanine, X-glycanne, l a  glutamine, l a  thréonine 

e t  l e  glycocolle. 

C - CONCLUSION 

Le schbsa de s t ruc tu r e  des glycopeptides IIC e t  IIT 

e s t  présent6  dans l a  f igure  7 (p. 53 1. 

La pos i t ion  du rés idu  de sé r ine  a é t é  déterminée par 

d i f férence.  

Le rGsidu de ph6nyl-alanine e s t  l i é  au r6sidu d'aspara- 

g ine  por tan t  l e  glyeanne, Cetce pos i t ion  pa r t i cu l i g r e  e s t  peut-etre l a  cause de 

la r é s i s t ance  de la l i a i son  à l ' ûe t ion  de la chymotrypsine, 



ETUDE DE LA STRUCTURE DES GROUPEMENTS GLYCANNIQUES 

Ainsi que nous l'avons dhontré dans le chapitre précédent, 

nous sommes parvenue B isoler, conjugués B des chafnes peptidiques, les 2 glycames 

de la lactotransferrine humaine attachés B la protéine par des liaisons aspara- 

ginyl-N-acétylglucosamine. L'étude de la structure de ces glycannes a été entre- 

prise dans le cadre d'un travail d'équipe et les procédés suivants ont été mis 

en oeuvre : hydrolyse acide partielle par G. SPIK, hydrazinolyse-diazotation par 

nous-m&ne et par B. BAYARD, perméthylation et hydrolyse enzymatique par nous-mhe 

aid&e, respectivement, par B. FOURNET (%) et par G. SPIK (-1. 

1 
Les résultats qui ont été rassemblés, associés à des 

résultats acquis antérieurement par MONTREUIL, SPXK et CHOSSON (114) et par 

MONTREUIL, ADAM-CHOSSON et SPIK, (115) nous amènent à la conlusion que les deux gly- 

cannes de la lactotransferrine possèdent la même structure qui est précisée 

dans la figure 8 ( p . 5 7 )  et qui a été déterminée sur la base des expérimenta- 

tions suivantes, 

I - COMPOSITION EN MONOSACCHARIDES 
Les compositions centésimale et molaire en monosac- 

eharides des glycopeptides 1 et IIc sont données dans le tableau V (p. 46). 
C 

II - HYDROLYSE ACIDE PARTIELLE (SPIK (116)). 
A - HYDROLYSE PAR H2S04 0,01 N 

L'hydrolyse ménagée par H SO 0,01 N à 100°C pendant 2 4 
45 min. libère quantitativement l'acide N-acétylneuraminique 

B - HYDROLYSE PAR H2SOt 1 N 

L'étude de la cinétique de libération des glucides par 

S04H2 1 N à 100°C montre : 

1 - que le fucose et le galactose sont libérés dès le 
- ---- 

(Q) Avec la collaboration technique de M. Y. LEROY 

- (+ f) Avec la collaboration technique de M. J.P. DECOTTIGNIES 





début de l'hydrolyse, ainsi que de la N-acétyl-lactosamine 

2 - En outre, deux mannobioses isomères et un manno- 
triose ont été caractérisés dans les hydrolysats partiels réalisés Dar H SO 1 N 

,, 2 4 
/ 

III - HYDRAZINOLYSE-DIAZOTATION 

A - HYDRAZINOLYSE-DIAZOTATION DE L'APOLACTOTRANSFERRINE 
1' ) Etude qualitative (BAYARD) (117) 

La figure 9 (p. 59)montre que la réaction d'hydrazino- 

lyse suivie de diazotation de la lactotransferrine native fournit du 2,5-anhy- 

dro-D-mannose (composé III) et les composés 1 et II. Les structures des composés 

1 et II ont été déterminées et sont précisées dans la figure 9 (p. 5 9 ) .  

BAYARD confirme ainsi la présence dans les glycannes 

de la lactotransferrine de résidus de N-acétyl-lactosamine et démontre en outre 

l'existence du chaînon suivant : 

--?+G 1 CNA? 

a-1,6 

Man 

Le 2,5-anhydro-D-mannose libéré proviendrait de la N- 

acétyl-glucosamine liée à l'asparagine d'une part, et au pénultième résidu de 

N-acétyl-glucosamine, d'autre part. 

Le fucose n'a été retrouvé dans aucune des fractions 

chromatographiques isolées. 

2') Etude quantitative 

La réduction des oligosaccharides par le borohydrure 

tritié, et la mesure de la radioactivité après séparation chromatographique 

fournit le diagramme de la figure 10 (p. 60). 

Les différents composés ont été isolés, et analysés 

après méthanolyse. 

Le tableau I X  (p. 61) indique leur composition et leurs 

rapports de quantité déterminés d'après la mesure de radioactivité. 

Le premier pic, qui renfenne outre du galactose et du 



LTF 

Figure 9 

,Chromatographie des oligosaccharides isolés après hydrazinolyse et diazota- 

tion de la lactotransferrine. Solvant : acétate d'éthyle/pyridine/acide 

acétique/eau (5:5:1:3). (dlapr&s BAYARD) (117 b i s ) ,  
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TABLEAU 

HYDMZINOLYSE-DIAZOTATION DE L'APOLACTOTRANSFERRINE 

F 

Composition Rapport 

Composé 1 

Composé II 
a 

Composé II b 

Composé III 

Mannose ; 2,5-anhydromannose 

Galactose ; 2,5-anhydromannose 

Galactose ; 2,5-anhydromannose 

2,5-anhydromannose 

(traces de galactose et de mannose) 

1 

1 ,54  

0,50 

0,33 

I 



mannose, de la N-acétyl-glucosamine, provient. probablement d 'une réaction in- 

complète d'hydrazinolyse. 

Contrairement, à ce qui est observé dans le cas de la 

transferrine, le composé II apparaît en deux pics distincts, ce qui pourrait 

être expliqué par l'existence de deux types différents de liaisons du galactose 

sur la N-acétyl -glucosamine 

B - HYDRAZINOLY SE-DIAZOTATION DES ASIALO-GLYCOPEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES 
1 ET IIc 

C 

La réaction d ' h y d r a z i n o l y s e - d i a z o t a t i o n  a été effec- 

tuée sur chacun des glycopeptides chymotrypsiques 1 et IIc. Les résultats 
C 

obtenus sont semblables. La figure 11 (p .63 ) montre que dans les deux cas, sont 

mis en évidence les oligosaccharides 1 et II et le 2,5-anhydro-D-mannose. 

IV - PERMETRYLATION 

A - RESULTATS 
Les résultats des analyses chromatographiques des 

éthers méthyliques obtenus après perméthylation des glycopeptides 1 et IIc 
C 

sont rassemblés dans les figures 12 et 13 (p. 64 et 65). 

Les diagrammes des 2 glycopeptides présentent de 

grandes similitudes et sont analogues tout au moins du point de vue qualitatif. 

Ils permettent l'identification de méthyl-7,3,4-tri-c-méthyl-fucoside, 2,3,4,6- 

tétra-2-méthyl-galactoside, 3,4,6-tri-2-méthyl-mannoside et 2,4-di-2-méthyl- 

mannoside ainsi que de la 3,6-di-0-méthyl-glucosamine - et de la 3-mono-O-méthyl- 

glucosamine. 

B - DISCUSSION 

Le pic de perméthyl fucose fourni par le glycopeptide 

1 semble plus important que celui donné par le glycopeptide II mais il n'est 
C c ' 
pas possible de tirer de conclusions définitives de cette observation, la récu- 

pération quantitative des dérivés perméthylés étant incertaine et le dosage des 

dérivés méthylés n'est pas encore applicable. 





F i g u r e  1 2  

Chromatographie en  phase  gazeuse des  é t 3 e r s ' m é t h y l i q u e s  n e u t r e s  (1)  e t  d e s  

méthyl-osamines ( 2 )  l i b é r é s  p a r  hyd ro lyse  ch lo rhydr ique  d e  l ' a s i a l o - g l y c o -  

p e p t i d e  1 de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine. 
C 



Figure 13 

Chromatographie en phase gazeuse des éthers méthyliques neutres (1) et des 

méthyl-osamines (2) libérés par hydrolyse chlorhydrique de l'asialo-glyco- 

peptide II de la lactotransferrine humaine. 
C 

! 



V - HYDROLYSES ENZYMATIQUES 

A - ACTION DE LA FUCOSIDASE 

Le g lycopept ide  défucosylé  a  é t é  perrnéthylé. Après hy- 

d r o l y s e ,  l ' a n a l y s e  des d é r i v é s  méthylés montre l a  d i s p a r i t i o n  du 3-mono-O-mé- 

thyl-glucosamine, c e  q u i  prouve que l e  fucose e s t  branché su r  un r é s idu  d e  N-acé- 
* ,  

tyl-glucosamine. / 

B - ACTION DE LA GALACTOSIDASE , 

La g a l a c t o s i d a s e  du Rein de Boeuf hydro lyse  d i f f i c i l e -  

ment e t  incomplètement l e  g a l a c t o s e  des  a s i a l o  glycopept ides  d e  l a  l a c t o t r a n s -  . 

f e r r i n e ,  a l o r s  que ,  dans l e s  mêmes cond i t i ons ,  e l l e  l i b è r e  l e  g a l a c t o s e  d e s  ' ,  

a s i a l o  g lycopept ides  de l a  t r a n s f e r r i n e  humaine. Ce f a i t ,  nous i n c i t e  à penser  

que l e  fucose s e r a i t  branché s u r  l e  même r é s i d u  de  N-acétyl-glucosamine que  l e  

g a l a c t o s e ,  causan t  un encombrement s t é r i q u e  q u i  g ê n e r a i t  l ' a c t i o n  de  l a  ga lac-  

t o s i d a s e .  

V I  - CONCLUSIONS 

L'examen des  v a l e u r s  des  r a p p o r t s  mo la i r e s  en monosac- 

cha r ides  a i n s i  que  l e s  r é s u l t a t s  des  r é a c t i o n s  d ' hyd raz ino lyse -d i azo t a t i on  e t  

de  perméthyla t ion  e f f e c t u é e s  comparativement s u r  chacun des g lycopep t ides  1 e t  
C 

IIc, semblent i nd ique r  que l e s  deux glycannes i s o l é s  s o n t  i d e n t i q u e s .  Le  s c h h  

d e  s t r u c t u r e  de  l a  f i g u r e  8 (p.  57 ) s e  t rouve  en accord avec l ' ensemble  des  

r é s u l t a t s .  

L a  méthode de  perméthyla t ion  a montré que  d 'une  p a r t  

l e s  a s i a lo -g lycopep t ides  d e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  huinaine possédent  t o u t  l e  fu- 

cose  e t  l e  g a l a c t o s e  en p o s i t i o n  ex te rne ,  e t  d ' a u t r e  p a r t  que l e s  cha înes  gly-  

canniques possédent  deux p o i n t s  d e  r a m i f i c a t i o n  comme l ' i n d i q u e  l a  p r é s e r ~ c e  d 'un 

d é r i v é  diméthylé,  l e  2,4-di-0-méthyl-mannose e t  d ' un  d é r i v é  mono-méthylé d e  l a  

glucosamine l a  3-mono-O-méthyl-glucosamine. 

Ceci  impliaue l e  branchement du fucose s u r  un r é s i d u  

d e  glucosamine e t  a é t é  confirmé par  l ' a c t i o n  de  l a  fucos idase .  Une t e l l e  

l i a i s o n  a  é t é  mi se  en évidence par  DAWSON e t  CLAMP (1185) dans l e s  u n i t é s  o l i g o -  

s accha r id iques  d ' une  g lobu l ine  A de  Myelome e t  par  BAENZIGER, KORNFELD e t  

KOCHWA(119) dans c e l l e s d ' u n e  iinmuno-globuline IgE.  

Dans l e s  glycannes n a t i f s ,  l e s  r é s i d u s  d ' a c i d e  N- 

acé ty lneuraminique  v i e n d r a i e n t  s e  brancher  s u r  l e s  r é s i d u s  de g a l a c t o s e .  Les  

r é s u l t a t s  de l ' h y d r o l y s e  p a r t i e l l e  e t  de  l'hydrazinolyse-diazotation prouvent  
-7 



l'existence du chafnon trimannosidique. De plus, l'apparition d'un résidu de 

2,5-anhydro-D-mannose démontre l'existence de deux r6sidus de N-acétyl-D-glu 

cosamine au point d'attache du glycanne sur la chatne peptidique. 

Une seule inconnue subsiste : la position exacte 

du fucose dont nous savons qu'il est  co,njugué par une liaison a(-1,6 3 un 

r6sidu de N-acétylglucosamine qui reste à determiner. 



CONCLUSIONS GENERALES 

Les conclus ions  que nous pouvons t i r e r  d e  n o t r e  é tude  

s u r  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine son t  l e s  su ivan te s  : 

1 - L'hydrolyse  chymotrypsique e t  l ' h y d r o l y s e  t ryps ique  

de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine o n t  permis d ' i s o l e r  deux types d e  g lycopept ides .  

Leur séquence pep t id ique  a  é t é  déterminée e t  montre que c e s  g lycopept ides  pro- 

v iennent  d e  deux p o r t i o n s  d i f f é r e n t e s  de  l a  cha ine  p ro t é ique .  

2 - Ces deux types d e  g lycopept ides  renferment  une 

l i a i s o n  g lycanne-pro t ide  de t y p e  "asparaginyl-glucosamine" e t  cor respondent  aux 

deux g lycopept ides  pronasiques possédant  une t e l l e  l i a i s o n ,  m i s  e n  évidence par  

SPIK e t  a l .  (120). 

3 - I l s  p ré sen ten t  une séquence pëp t id ique  commune au 

v o i s i n a g e  du po in t  d ' a t t a c h e  : Asn, Gln, Thr ,  Gly, c e  q u i  v i e n t  d e  nouveau con- 

f i rmer  l ' hypo thèse  du codage p a r  l a  cha îne  p ro t é ique  d e  l a  b iosynthèse  du grou- 

pement glycannique. 

4 - L ' e x p l o r a t i o n  de  l a  s t r u c t u r e  des groupements g ly-  

canniques a  pu ê t r e  envisagée,  e t  g râce  à l l appl ica t l ' .on  de d i f f é r e n t e s  t echn i -  

~ ques ,  un schéma de s t r u c t u r e  e s t  proposé. I l  s e  t rouve  en  accord avec l e  schéma 

géné ra l  d e  s t r u c t u r e  des glycannes des  g lycopro té ines  s é r i q u e s .  

C e t t e  é tude  a  montré que l e s  deux glycannes i s o l é s  

é t a i e n t  i d e n t i q u e s .  Tes séquences pep t id iques  des  g lycopept ides  1 e t  II d e  l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  é t a n t  t r è s  d i f f é r e n t e s ,  c e c i  semble montrer que  hormis l e  

p e t i t  chaînon commun q u i  e s t  dé te rminant ,  l e  r e s t e  d e  l 'enchainement  d'amino 

a c i d e s  au  vo i s inage  du p o i n t  d ' a t t a c h e  i n f l u e  peu s u r  l a  b iosynthèse  des  grou- 

l pements glycanniques.  Cependant des  a c i d e s  aminés s i t u é s  p l u s  l o i n  su r  l a  

cha îne  pep t i d i q u e  peuvent s e  t rouve r  rapprochés du glycanne pa r  un rep l iement  

d e  l a  c h a î n e  e t ,  d e  c e  f a i t ,  jouer  un r ô l e .  

5 - Aucun g lycopept ide  possédant  une l i a i s o n  O-thréo- 

nyl -g lycos id ique  n ' a  pu ê t r e  mis  en évidence,  e t  son e x i s t e n c e  n e  peut  encore  

ê t r e  confirmée n i  i n f i rmée  d é f i n i t i v e m e n t .  
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