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INTRODUCTION
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Pendant trés longtemps la connaissance de la structure des
glycannes des glycoprotéines se limitait & quelques enchainements oligo-
saccharidiques simples, comme dans le cas des mucines sous-maxillaires,
ou & des glycannes constitués d'unités de répétition comme dans les muco-~
polysaccharides acides. L'ignorance concernant ces molécules était due au
fait, d'une part, que ces glycoprotéines ont été longtemps considérées
comme secondaires et, d'autre part, que les chercheurs ne disposaient
pas de méthodes analytiques fines pour aborder l'étude de ces structures
glycannigques complexes et souvent obtenues en faible quantité. Depuis ces
dix derniéres années, les glycoprotéines suscitent de la part de nombreux
chercheurs une curiosité et un intérét grandissant au fur et a mesure
que se dessine leur r8le biologique. C'est ainsi que des glycoconjugués
disposés 3 la surface des membranes cellulaires constituent des antigénes
dont les structures et les fonctions sont modifiées dans les cellules
transformées par les virus ou dans les cellules cancéreuses. Ces mémes
glycoconjugués jouent également un xrSle dans les phénoménes de reconnais-
sahce et d'association cellulaires. Ils constituent en outre des sites
récepteurs pour les virus, les hormones. La fraction glucidique des
glycoprotéines protédge ces derniéres de l'attague des enzymes protéolytiques.
Elle peut aussi influencer la conformation de la chaine polypeptidique.
Pour certains auteurs, le glycanne représente le "passeport de sortie"
des glycoprotéines de la cellule. Enfin, le glycanne contrSle la durée
de vie et régule le catabolisme des protéines circulantes par différents

tissus.

On voit donc que la connaissance de la structure des chaines
glucidiques des glycoprotéines ainsi que leur conformation est indispensable
pour comprendre leur mode d'action et également les mécanismes qui président

& leur biosynthése.

A ce point de vue, l'ovomucoide du blanc d'oeuf de Poule
a toujours constitué, pour notre Laborxatoire, un matériel de choix pour
1'étude des -propridtés physico-chimiques et de la structure des glycopro-

téides. En effet, sa préparation relativement facile et rapide conduit &




des rendements élevés. Sa concentration non négligeable en glucides permet

d'obtenir des quantités importantes de glycannes.

C'est pour toutes ces raisons gque le Laboratoire de Chimie
Biologique de l'Université de Lille a utilisé et utilise encore l'ovomucoide
comme substrat pour la mise au point de procédés d'étude de la structure
des chaines glucidiques des glycoprotéines : hydrolyse acide partielle,
acétolyse, hydrazinolyse-diazotation, oxydation periodigue, perméthylation
associée a la spectrométrie de masse, hydrolyse par les exoglycosidases
et les endoglycosidases. A cet aspect trés méthodologique de la structure
des glycannes des glycoprotéines, et en particulier de ceux de 1l'ovomucoide
du blanc d'oeuf de Poule, s'est ajouté, au fur et A mesure de l'approfon-
dissement de nos connaissances en matiére de ségquence primaire des glycannes
des glycoprotéines, un aspect plus général. En effet, dés 1962, MONTREUIL,
4 la suite des premiers résultats acquis sur l'ovomucoide, puis sur d4'autres
glycoprotéines, émet 1l'hypothése qu'il existe un schéma général de structure
des glycoprotéines. Cette hypothése se confirmera d'année en année et

conduira & la formulations de concepts relatifs & :

- l'existence d'un "noyau" oligosaccharidique interne
commun & toutes les structures glycanniques de chaque classe de glycopro-
téines et qui constitue le point de jonction entre la fraction glycannique

porteuse de la spécificité biologique et la protéine.

- la mise en évidence dans les glycoprotéines dont les
glycannes sont liés N-glycosidiquement & la protéine,de trois types de
structure : les structures de type oligomannosidique ("high-mannose type")
constituées uniquement de mannose et de glucosamine, les structures de type
N-acétyllactosaminique ("complex type") de composition beaucoup plus
complexe par la présence d'acide sialique, de galactose, de mannose, de
N-acétylglucosamine et parfois de fucose et, énfin, de structures mixtes

oligomannosidiques et lactosaminiques ("hybrid type").

- la présence de structures branchées gqui aménera MONTREUIL

a4 la notion d'antennes.
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Cependant, malgré toutes les études réalisées & ce jour sur
1'ovomucoide et l'existence de méthodes fines d'analyse, comme la spectro-
métrie de masse et la résonance magnétique nucléaire & haut champ, les
structures proposées pour la partie glycannique de l'ovomucoide de Poule
n'étaient toujours, au début des années 1980, que des hypothéses., Certes,
nous connaissions avec précision la composition en sucres ainsi gue le
nombre de glycannes attachés a la protéine, mais en 1980 aucune structure
précise n'avait é€té publiée.

Nos travaux se proposent donc de répondre & cette attente.
Nous nous sommes trés vite apergus au Laboratoire que cette méconnaissance
était due & la trés grande micro-hétérogénéité de la copule glucidique de
1l'ovomucoide ; présence de glycannes neutres, de glycannes sialylés et

grande variabilité dans chacune de ces deux classes. Ce handicap trés

important a été vaincu 3 l'aide de techniques séparatives par chromatographie

liquide sous haute pression (HPLC) des glucides qui ont fait leur apparition

lorsque nous avons repris les travaux sur 1'ovemucoide.

C'est ainsi que nous exposerons les résultats obtenus au
cours de nos récherches sur la séparation des chaines glycanniques de
1'ovomucolide neutre obtenu par hydrazinolyse de la glycoprotéine native,
N-réacétylation et réduction des oligosaccharides libérés. Dans une
deuxiéme partie nous décrirons nos résultats concernant la structure
primaire de quatre oligosaccharides majeurs effectuée & l'aide de la
micro-perméthylation, la résonance magnétigue nucléaire & 500 MHz et la
spectrométrie de masse & haute résolution. Dans une derniére partie, nous
développerons les résultats préliminaires obtenus sur la fraction acide
de l'ovomucoide, en particulier la description d‘'un procédé analytique
de séparation d'oligosaccharides monosialylés par chromatographie de
partition. Nous ferons précéder l'exposé de nos travaux par une revue

générale sur l'ovomucoide de Poule.

C'est travaux s'inscrivent dans le cadre général des
recherches sur les glycoprotéines réalisées dans le Laboratoire Associé
au C.N.R.S. n° 217. Ils ont fait l'objet des communications et mémoires

suivants :




COMMUNICATIONS

1.

J. PAZ PARENTE, G. STRECKER, J.M. WIERUSZESKI, B. FOURNET, J. MONTREUIL,
H. Van HALBEEK, L. DORLAND and J.F.G. VLIEGENTHART

Structural study of the sugar chains of hen ovomucoid. Primary structure
of a major neutral carbohydrate unit.

Communication par affiche présentie au 11th International Carbohydrate
Symposium, VANCOUVER, CANADA, August 22-28, 1982

2. J. PAZ PARENTE, G. STRECKER, J. MONTREUIL and B. FOURNET
H. Van HALBEEK and J.F.G. VLIEGENTHART
Primary structure of a novel N-glycosidic carbohydrate unit derived from
Hen ovomucoid.
Communication par affiche présentée au 7ih International Symposium on
GLycoconjugates. LUND-RONNEBY, SWEDEN, July 17-23, 1983

MEMOIRES

1. J. PAZ-PARENTE, G. STRECKER, Y. LEROY, J. MONTREUIL and B. FOURNET
Analytical and semi-preparative high-performance liquid chromatography
of oligosaccharides obtained by hydrazinolysis of hen ovomucoid.
J. Chromatogn. 249 (1982) 199-204

2. J. PAZ-PARENTE, J.M. WIERUSZESKI, G. STRECKER, J. MONTREUIL and B. FOURNET
H. Van HALBEEK, L. DORLAND and J.F.G. VLIEGENTHART
A Novel Type of Carbohydrate Structure Present in Hen Ovomucoid
J. Biok. Chem., 257 (1982) 13173-13176

3. J. PAZ-PARENTE, G. STRECKER, Y. LEROY, J. MONTREUIL, B. FOURNET,
H. Van HALBEEK, L. DORLAND and J.F.G. VLIEGENTHART
Primary structure of a novel N-glycosidic carbohydrate unit, derived from
hen ovomucoid
FEBS Lett., 152 (1983) 145-152

4. H. EGGE, J. PETER—KATALINIé, J. PAZ-PARENTE, G. STRECKER, J. MONTREUIL

and B. FOURNET

Carbohydrate structures of hen ovomucoid. A mass spectrometric analysis

FEBS Lett., 156 (1983) 357-362




5. J. PAZ~-PARENTE, Y. LEROY, J. MONTREUIL and B. FOURNET
Separation of sialyl-oligosaccharides by high~performance liquid
chromatography. Application to analysis of carbohydrate units of

acidic-oligosaccharides cbtained by hydrazinolysis of hen ovomucoid.

J. Chnomatogh., 288 (1984) 147-155
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1. HISTOIRE DE LA DECOUVERTE DE L'QVOMUCOIDE

Les premiers travaux sur la mise en évidence d'une
glycoprotéine soluble dans le blanc d'ceuf de Poule sont attribués &
BECHAMP (1) qui en 1873 découvrit dans ce matériel biologique une fraction
non précipitable par l'éthanol. Peu de temps aprés, GAUTIER (2) démontra

que le blanc d'oeuf renferme deux protéides non coagulables par la chaleur.

En 1888-1889, CORIN et BERARD (3) qui avaient précédemment
signalé la présence d'une "peptone" dans le blanc d'ceuf, fractionnent ce
dernier et y trouvent cing protéides qu'ils appellent albumines o, B et

Y et ovoglobulines o et 8.

Le matériel non précipitable par 1l'éthanocl dilué fut
vérifié plus tard par MORNER (4), EICHHLOZ (5), OSBORNE et CAMPBELL (6)
et LANGSTEIN (7) et on sait & présent qu'il s'agissait de 1l'ovomucolde.

Plus tard, une protéine résistante a4 la coagulation par la chaleur et

différente de l'ovalbumine a été décrite par NEUMEISTER (8).

En 1892, HEWLETT (9) reprend et critique les travaux de
HAYCRAFT et DUGGAN (10), eux-mémes suggérés par ceux de HALLIBURTON (11)
concernant la précipitation des protéides sériques par la chaleur. Il
effectue une étude systématique des conditions de fractionnement des
protéides de l'oeuf par la chaleur et caractérise au moins trecis

composants.

En 1894, MORNER (12) utilise un procédé analogue & celui
qu'avait employé NEUMEISTER quatre ans auparavant et isole un "mucoide"
du filtrat de blanc d'oeuf bouilli. MORNER montra que ce protéide non
coagulable par la chaleur était une glycoprotéine et lui donna le nom
d'ovomucoide. Plus tard, ce terme fut appliqué d'une maniére générale,
aux composés restant en solution aprés l'=nlévement de l'ovomucine et
précipitation du lysozyme et des albumines (ovalbumine et conalbumine) par

lt'acétone (MEYER) (13), l'acétone-acide trichloroacétique (LINEWEAVER et




MURRAY) (14), l'acide trichloroacétique (FREDERICQ et DEUTSCH) (15),
1'éthanol (FORSYTHE et FOSTER) (16) et le phénol (MONTREUIL et coll.) (17).
La facilité d'obtention de 1l'ovomucolide liée & sa grande
stabilité vig-ad-vis des agents de dénaturation des protéines ont poussé
les chercheurs 3 en effectuer l'étude si bien gue l'ovomucoide fut l'une

des toutes premiéres glycoprotéines & 8tre isclée et étudiée.

De nombreuses revues générales ont été décrites sur ce
sujet : MEYER (18), LINEWEAVER et MURRAY (19), FEVOLD (20), LASKOWSKI et
LASKOWSKI (21), WARNER (22), MELAMED (23), LIN et FEENEY (24), ADAM~-CHOSSON
(25) , MONTREUIL et al. (25a) et JAKUBCZAK (26).




11. METHODES DE PREPARATION

L'étude de la nature et de la composition de 1l'ovomucoide
a 6té retardée par la difficulté de préparation & l'état pur de cette
glycoprotéine. D&s 1947, plusieurs chercheurs ont employé le matériel
cbtenu par précipitation par l'acétone ou par l'alcool & pH 3.5, Ces
méthodes ont &té décrites par LINEWEAVER et MURRAY (27) et par
FREDERICQ et DEUTSCH (28).

Les protéines du blanc d'oeuf sont fractionnées par
précipitation en variant la concentration en éthanol, la force ionigue

(I), le pH et la température d'une maniére analogue aux méthodes de

fractionnement appliquées aux protéides sériques du plasma (COHN et al.(29)).

Selon le procédé de dénaturation employé pour éliminer les autres protéides

du blanc d'ceuf, nous distinguerons cing groupes de méthodes.

A - DENATURATION PAR LA CHALEUR

1) Méthode de NEUMEISTER (30)

Le blanc d'oeuf est additionné de 3 vol. d'eau distillée
et la solution ajustée & pH 6 avec de l'acide chlorhydrigue 2N est portée
&4 ébullition pendant 5 minutes sous agitation. Le filtrat est saturé en
sulfate d'ammonium & pH 4,6. Le précipité est dissous dans de l'eau
distillée et 1'ovomucoide est précipité de cette solution par addition

de 5 vol. d'éthanol absolu.

2) Procédés de MORNER (31)

a) Premier procédé : Le blanc d'oeuf est porté & ébullition
dans des conditions identiques aux précédentes. Le filtrat est précipité
aprés concentration de moitié, par de l'éthanol absolu et le précipité est
soumis & une nouvelle précipitation alcoolique (4 heures de contact a

- 8°C). Le précipité final constitue "] 'ovomucoide de MORNER I".
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b} Deuxiime gﬂocédé : Le filtrat d'ébullition du blanc d'oceuf,

traité dans les mémes conditions que précédemment est saturé en sulfate de
sodium & pH 7,5 et porté 3 l'ébullition pendant 2 min. Le précipité
gommeux formé est traité par l'eau distillée. Le filtrat est précipité
par 5 vol. d'éthanol absolu (4 heures de contact & + 20°C) et le précipité

fournit "1'ovomucoide de MORNER II".

3) Procédé de WERNER et ODIN (32)

Le blanc d'oeuf dilué avec 4 vol. d'eau est ajusté & pH 4,7
avec de l'acide chlorhydrique 1IN et maintenu & l'ébullition pendant 3 4 4 h
sous agitation dans un appareil muni d'un réfrigérant a reflux. Le filtrat
est ccencentré au sixiéme de SOn volume et précipité par 6 vol. d'éthanol
& -~ 15°C. Aprés un contact de 4 h & - 8°C, on recueille un précipité qui
est soumis deux fois encore au méme fractionnement éthanolique. Le précipité

f£inal représente "1'ovomucoide de WERNER et ODIN”",

4) Procédé de LONGSWORTH et coll. (33)

Le blanc d'oceuf dilué au demi avec de l'eau distillée,
est précipité par du sulfate d'ammonium (concentration finale : 133 g pour
deux litres) & pH 4,6. Le filtrat est saturé en sulfate d'ammonium et,
aprés un contact d'une nuit, on recueille un précipité gui est dissous
dans l'eau et porté & l'ébullition pendant 15 min. Le filtrat est dialysé
et concentré. Sa précipitation & pH 4,4 et & 0°C par 2 vol. d'éthanol

conduit a "1l'ovomucolde de LONGSWORTH et coll.™.

B - DENATURATION PAR L'ACIDE TRICHLOROACETIQUE

1) Méthode de LINEWEAVER et MURRAY (34)

Le blanc d'oeuf est traité par un volume d'une solution
acétonique d'acide trichlorocacétique (1 volume de sclution aqueuse d'acide
trichlorocacétique 0,5 M + 2 volumes d‘acétone) sous agitation constante
3 la température ordinaire. Aprés un contact de 20 min., on é&limine le

précipité par filtration. La solution restée a 0°C pendant une nuit est




débarrassée éventuellement du précipité formé et additionnée de 2,25 volunmes
d'acétone. Le précipité est dialysé et soumis de nouveau & une précipitation

acétonique. Le produit obtenu est dialysé et lyophilisé.

2) Méthode de FREDERICQ et DEUTSCH (35)

Les protéides de 1l'oceuf sont dénaturés par l'acide
trichloroacétique et 1'ovomucoide est isolé du filtrat suivant le

schéma de la figure 27 p. 138.

C - DENATURATION PAR L'ACETONE

Méthode de MEYER (36)

Le blanc d'oeuf est traité par l'acétone et le précipité
obtenu est extrait par une solution aqueuse d'éthanol et d'acide acétique.
L'ovomucoide est précipité de l'extrait par l'addition de 5 vol. d'éthanol

a - 20°c.

D - DENATURATION PAR L'ETHANOL

Méthode de FORSYTHE et FOSTER (37)

Les protéides du blanc d'oeuf sont fractionnés par
1'éthanol, sur le principe de la méthode de fractiocnnement des protéides

sériques de COHN et coll. (38).

E - DENATURATION PAR LE PHENOL

Méthode de MONTREUIL et coll. (39)

Ces auteurs ont appliqué & la préparation de l'ovomucoide,
la méthode de MICHON (40) de préparation de l'orosomucoide. Les protéides
du blanc d'oeuf sont dénaturés par le phénol. L'ovomucoide est précipité
du filtrat phénolique par le sulfate d'ammonium. Il est ensuite purifié

par up fractionnement éthanolique.
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II11. METHODES DE PURIFICATION DE L'OVOMUCOYDE

A - LES METHODES CHROMATOGRAPHIQUES

Les tentatives de purification de 1l'ovomucoide ont porté
essentiellement sur les préparations obtenues par les procédés de LINEWEAVER

et MURRAY (41) et de FREDERICQ et DEUTSCH (42).

RHODES et al. (43) ont fractionné le blanc d'oeuf sur
CM~cellulose {carboxy-methylcellulose) équilibrée dans un tampon acétate
d'ammonium O,1 M de pH 4,3. L'ovomucoide non retenu par l'échangeur de
cation est soumis 3 un nouveau fractionnement sur la méme résine, & l'aide
d'un gradient d'élution discontinu en acétate d'ammonium de pH 3,5 & 5,5.
FEENEY et al. (44) et RHODES et al. (45) ont appliqué cette méthode au

fractionnement des protéides du blanc d'oeuf de diverses espéces d'Oiseaux.

En 1960, MANDELES (46) a utilisé la DEAE-cellulose pour
le fractionnement du blanc d'oeuf en utilisant un gradient d'élution continu
de phosphate de potassium, de glycine, de chlorure de sodium et d'acide

chlorhydrique.

La méme année, JEVONS (47) fractionne les ovomucoides de
LINEWEAVER et MURRAY (48) et de FREDERICQ et DEUTSCH (49) sur TEAE-cellulose.
Il applique un gradient d'élution continu en chlorure de sodium de O & 1 M
dans le tampon phosphate de sodium 0,004 M de pH 6,8 et obtient l'ovomucolde

accompagné de deux autres compcsés.

En 1962, CHATTERJEE et MONTGOMERY (50) chromatographient sur
colonne de DEAE-cellulose équilibrée dans un tampon phosphate 0,005 M de
pH 7, l'ovomucoide préparée par la méthode de LINEWEAVER et MURRAY (51).
L'élutioﬁ est réalisée par un gradient linéaire de sulfate de sodium O & 1 M

dans un tampon phosphate 0,05 M de pH 7.
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ADAM-CHOSSON (52) et MONTREUIL et al. (53) ont appliqué
différents procédés chromatographiques & la purification de 1l'ovomucoide
en utilisant la chromatographie d'échange d'ions sur SE-cellulose, la
chromatographie de tamisage moléculaire sur gel de Sephadex (G-25, G~50,

G-75, G-100, G-200) et la chromatographie d'adsorption sur hydroxylapatite.

KANAMORI et KAWABATA (54) ont fractionné sur CM-cellulose
des préparations d'ovomucoide obtenues par un procédé au sulfate d'ammonium

et purifiées par chromatographie sur DEAE-cellulose.

En 1971, JAKUBCZAK (55) utilise la purification de l'ovomucoide
obtenu par le procédeé de FREDERICQ et DEUTSCH (56) pour l'emplei de la
DEAE~cellulose associée 3 un tampon phosphate de pH 8 et & un gradient
discontinu de concentration en NaCl. L'auteur conclut & l'isolement
d'ovomucoide pur en une seule étape, de fagon reproductible et avec un

rendement de 90 p. 100.

B - HETEROGENEITE DE L'OVOMUCOIDE

L'hétérogénéité électrophorétique de l'ovomucoide a été
vérifiée par LONGSWORTH et al. (57), puis LINEWEAVER et MURRAY (58) et
FREDERICQ et DEUTSCH (59).

En 1953, BIER et al. (60) ont repris l'étude électrophorétigue
détaillée des préparations obtenues par ces deux derniers groupes de cher-
cheurs et concluent que 1l'ovomucoide est un complexe de cing protéides trés

semblables.

Plus tard, JUTISZ et al. (61) montrent au moyen de l'analyse
immunoélectrcocphorétique que les préparations obtenues par les procédés de
LINEWEAVER et MURRAY et de FREDERICQ et DEUTSCH contiennent du lysozyme et

des R-globulines.

MONTREUIL et al. (62) ont mis en évidence, dans les prépara-

tions d'ovomucoide de FREDERICQ et DEUTSCH, jusqu'd 4 arcs de précipitation




1" al-globulines et de préalbumine.

En se fondant sur l'isolement, & partir des hydrolysats pronasigques

possédant des comportements de 8,-, 8

d'ovomucoide de FREDERICQ et DEUTSCH, de 3 glycopeptides différents, ces
auteurs avaient posé en hypothése que 3 des 4 arcs devaient correspondre,
1'un 3 l'ovomucoide proprement dit, un autre & un "isomére" de celui-ci :

l'allo-ovomucoide et, le dernier, & l'ovoglycoprotéine de KETTERER (63).

JAKUBCZAK et MONTREUIL (64) ont repris les travaux de
MONTREUIL et al. (65) et ils montrent que 1'hétérogénéité des préparations
d'ovomucoide qui est révélée par l'électrophorése effectuée dans les
conditions classiques (en particulier, & des pH alcalins) est due, non pas
4 l'ovomucoide lui-méme, mais & des contaminants de nature protéidique que
révéle 1l'immuno-électrophorése. Il s'agit du lysozyme, de l'ovo-inhibiteur,
de l'ovoglycoprotéine et de l'ovoflavoprotéine qui accompagnent 1'ovomucoide
proprement dit dans des proportions qui varient avec le mode de préparation
de ce dernier. Les substances contaminantes existent parfois dans une
proportion tellement importante que certaines préparations d'ovomucoide
peuvent servir de matériel de départ en vue de leur isolement : c'est le
cas de l'ovo~inhibiteur avec 1l'"ovomucolde" de LINEWEAVER et MURRAY et
de l'ovoglycoprotéine avec 1l'"ovomucoide" de FORSYTHE et FOSTER.

Cette hétérogénéité é&lectrophorétique des préparations
d'ovomucoide qui se manifeste 4 des pH alcalins et gui est due uniguement
4 des impuretés ne doit pas &tre confondue avec l'hétérogénéité de
l'ovomucoide pur lui-méme. Celle-ci se révéle, en effet, seulement en
milieu acide et elle est due & la présence de variants qui possédent
la méme protéine associée & des groupements glycanniques différents et
qui donnent des réactions immunologiques d'identité totale (JAKUBCZAK et al.
(66) et BEELEY (67)).

Des études critiques des méthodes de préparation de
l'ovomucoide que nous venons de décrire ont abouti sur la base des
résultats de 1'immuno-électrophorése {voir figure 1 p. 15) au choix de
la technique de FREDERICQ et DEUTSCH qui permet l'obtgntion de la glyco-~-
protéine dans un état de pureté convenable. C'est cette technique que nous

utiliserons pour nos études sur la fraction glucidique de 1'ovomuccide.
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FIGURE 1

Diagramme immunoélectrophorétique du blanc d'oeuf (BO) et des précipités
ITb et IIc ("Ovomucoide purifié") obtenus paxr le procédé de FREDERICQ et
DEUTSCH (68) d'aprés MONTREUIL et al. (69). Tampon véronal de pH 8,6 ;

5V/cm pendant 3 h. OA : ovalbumine ; 1 : arc de la préalbumine ;

2 : arc de la globuline aq ; 3 : arc de la globuline Bt ; 4 : arc de la

globuline B5.
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IV. PROPRIETES PHYSIQUES DE L'OVOMUCOIDE

Les propriétés physiques de 1l'ovomucoide qui ont &té
décrites par plusieurs auteurs sont en réalité une moyenne statistique
de celles des différents composants dont les proportions varient d'un

"ovomucoide" & l'autre suivant le procédé employé pour sa préparation.

Les propriétés physiques qui ont &été déterminées pour

1'ovomucoide sont les suivantes :

A - SOLUBILITE

L'ovomucoide est trés soluble dans l'eau et ses solutions
aqueuses sont trés stables. Il n'est précipité ni par l'ébullition, ni par
l'acide tricholoroacétique, ni par le phénol. Il est précipité de ses
solutions aqueuses par le sulfate d'ammonium & saturation, par gquatre
volumes d'acétone & pH 3,5 ou par 1l'éthanol avec une concentration

finale en alcool de 42 p. 100.

B -~ ULTRACENTRIFUGATION, CONSTANTE DE SEDIMENTATION ET MASSE MOLECULAIRE

Quel que soit le procédé de préparation de 1'ovomucoide,
les diagrammes d'ultracentrifugation révélent la présence d'un seul pic
& des pH variant de 1,4 4 11,6 : ALDERTON et FEVOLD (70) ; BIER et al. (71)
et YOUNG (72). MONTREUIL et al. (73) ont démontré que l'homogénéité des
préparations de l'ovomucolide n'est qu'apparente et que les pics obtenus
par ultracentrifugation des différentes préparations sont toujours
asymétriques. Les valeurs des constantes de sédimentation obtenues pour
diverses préparations de l'ovomucoide par MONTREUIL et al. (74) sont

rassemblées dans le tableau I p. 17.
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TABLEAU I

=

Constantes de sédimentation & 20°C de différentes préparations

d'ovomucoide (MONTREUIL et al. (75 )).

PROCEDES DE PREPARATION AGENT DE s°.  x 10-13

DENATURATION 20

NEUMEISTER (76 ) chaleur 2,4
MORNER I (77) chaleur 2,3
MORNER II (78) chaleur 1,15
WERNER et ODIN (79) chaleur 2,342,4
LONGSWORTH et al. (80) chaleur 2,6
LINEWEAVER et MURRAY (81 ) ATCA (%) 2,35
FREDERICQ et DEUTSCH (82 ) ATCA (%)

Précipité IIc "Ovomucoide purifié" 2,35
Précipité IIb 2,27
MEYER (83) Acétone 2,35
MONTREUIL et al. (84) Phénol 2,4

(*) Acide trichloroacétique
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Le diagramme d'ultracentrifugation ne subit pas de
modification dans la zone de pH comprise entre 1,4 & 11,6 ainsi que pour

des concentrations se situant entre 0,5 et 1,5 p. 100 (FREDERICQ et DEUTSCH
(85)).

Les valeurs de la masse moléculaire et de la constante
de sédimentation de l'ovomucoide obtenues par différents auteurs sont

rassemblées dans le tableau II p. 19.

C - CONSTANTE DE DIFFUSION (DZO' (10-? cm2. sec-l)).

La constante de diffusion de 1l'ovomucoide
-7 2 - . . L.
(DZO’ (10 . cm . sec 1)) a été déterminée par FREDERICQ et DEUTSCH (86) :
8,0 ; RHODES et al. (87) : 7,7 ; DEUTSCH et MORTON (88) : 6,01 ; OEGEMA et

JOURDIAN (89) ; 6,9 ; WAHEED et SALAHUDDIN (90) : 7,8.

D - VOLUME SPECIFIQUE PARTIEL (¥ (ml/g))

Le volume spécifique partiel (¥ (ml/g)) de l'ovomuccide
a été déterminé par FREDERICQ et DEUTSCH (91) : 0,685 ; RHODES et al. (92)
0,71 ; OEGEDA et JOURDIAN (93) : 0,696.

E - POINT ISOELECTRIQUE

Le point isoélectrique de l'ovomucoide varie de 3,9
(FREDERICQ et DEUTSCH ( 94)) a 4,3 (LONGSWORTH et al. (95)), 4,5 (HESSELVIK
(96)) et 4,8 (OEGEMA et JOURDIAN (97)). La discordance de ces résultats peut
s'expliquer par la présence de constituants différents en quantités variables
dans les préparations de l'ovomucoide.‘En effet, BIER et al. (98) ont
caractérisé dans les ovomucoides de FREDERICQ et DEUTSCH et de LINEWEAVER et
MURRAY, l'existence de cing composants dont les points isoélectriques sont

4,41 ; 4,28 ; 4,17 ; 4,01 et 3,83.




TABLEAU II

Masse moléculaire et constante de sédimentation de l'ovomucoide du blanc d'oeuf de Poule selon différents auteurs

AUTEUR METHODE DE PREPARATION MASSE MOLECULAIRE S°20' w (SVEDBERG)
LINEWEAVER et MURRAY (99) ATCA et acétone & pH 3,5 28.800° -
FREDERICQ et DEUTSCH (100) ATCA et alcool a pH 3,5 27.000b : 2,8
RHODES et al. (101) Chromatographie sur CM-cellulose 27.000b 2,49

a4 pH 3,5 & 4,5
DEUTSCH et MORTON (102) FREDERICQ et DEUTSCH (107) 31.500b 2,62
CHATTERJEE et LINEWEAVER et MURRAY (108) et _ 28
MONTGOMERY (103) purification sur DEAE-cellulose !
JAKUBCZAK (104) FREDERICQ et DEUTSCH (109) 26.700° 2,72
OEGEMA et JOURDIAN (105) Précipitation au sulfate d'ammo- 27.800d 2,67

nium et chromatographie sur DEAE-

cellulose
WAHEED et SALAHUDDIN (106) FREDERICQ et DEUTSCH (110), préci- 28.300 * 2.300 -

pitation au sulfate d'ammonium et
chromatographie sur SE-Sephadex

a : Par pression osmotique ; b : par sédimentation et diffusion ; c : par la méthode de SVEDBERG ;
d : Par électrophorése en présence de dodecyl sulfate de sodium
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En outre, FREDERICQ et DEUTSCH (111) ont montré que la
dénaturation par la chaleur se manifestait par une modification du point

isoélectrique.

F - PROPRIETES OPTIQUES

- . . 13
Les valeurs du coefficient d'extinction Elcm 280 nm et du
pouvoir rotatoire spécifique (0L)1230 de l'ovomucoide de Poule selon différents
auteurs et différentes méthodes de préparation sont rassemblés dans le

tableau III p. 21.

G - RAPPORT AXIAL ET COEFFICIENT DE FRICTION

Etant donné le rapport axial de 1'ovomucoide qui est de
6,3 (FREDERICQ et DEUTSCH (112)), JIRGENSONS et al. (113) ont déterminé
le coefficient de friction égal & 1,35. D'aprés ce dernier, ces valeurs

=~ =

correspondent & une molécule globulaire équivalente & un sphéroide aplati.

En 1961, DEUTSCH et MORTON (114) décrivent une valeur de
12-14 pour le rapport axial de l'ovomucoide. En 1975, WAHEED et SALAHUDDIN
(115) déterminent le rapport axial de l'ovomucoide et son coefficient de

friction comme étant de 5,98 et de 1,31 respectivement.

H - CONFORMATION DE L'OVOMUCOIDE DE POULE

Les paramétres hydrodynamiques de 1l'cvomucoide ont é&té
déterminés par les techniques de viscosimétrie et de gel filtration ; l'é&tude
de sa conformation a été abordée par les techniques optiques : dispersion
optigue rotatoire, dichroisme circulaire, fluorescence et différence de
spectre (LIN et FEENEY (116)). Les études de dichroisme circulaire (CD) et
de dispersion optique rotatoire (ORD) des inhibiteurs trypsiques ont été

réalisées par IKEDA et al. (117). L'ovcmucoide a un effet Cotton négatif avec

un creux & 230 nm dans la courbe ORD et des extremes négatifs centrés & 210 et




TABLEAU III

coefficient d'extinction et pouvoir rotatoire spécifique de 1'ovomucoide

AUTEUR

METHODE DE PREPARATION

13

E

280 nm (a);o

LINEWEAVER et MURRAY (118)

RHODES et al. (119)

DEUTSCH et MORTON (120)

CHATTERJEE et MONTGOMERY
(121)

JAKUBCZAK (122)

WAHEED et SALAHUDDIN (123)

ATCA et acétone & pH 3,5

Chromatographie sur CM-cellulose
a pH 3,5a4,5

FREDERICQ et DEUTSCH (124)

LINEWEAVER et MURRAY (125) et
purification sur DEAE-cellulose

FREDERICQ et DEUTSCH (126)
FREDERICQ et DEUTSCH (127), préci-

pitation au sulfate d4'ammonium et
chromatographie sur SE-Sephadex

~ 56

78

78
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222 dans le spectre de dichroisme circulaire. L'ovomucoide est le seul
inhibiteur & avoir une structure hélicoidale parmi tous les inhibiteurs
trypsiques étudiés. Les données de la dispersion optique rotatoire dans
l'ultraviolet indiquent que la proportion de structure hélicoidale de
1'ovomucoide diminue & pH 12,8 ce qui correspond probablement & une
dénaturation de la protéine. En présence de 50 p. 100 de 2-chloroéthanol,
le spectre de dichroisme circulaire est probablement modifié, alors que
les valeurs de 1'ORDn'indiquent aucun changement dans les taux d'hélicité

de la protéine.

La conformation de l'ovomucoide de Poule a été étudiée
par DONOVAN en 1967 (128) & l'aide de paramétre hydrodynamique. C'est
ainsi qu'il a pu déterminer que le rapport axial de la molécule était
proche de l'unité. Par gel de filtration sur colonne de Sephadex, WITAKER
(129) indique que 1l'ovomucoide est élué plus rapidement qu'une protéine
globulaire de m&me masse moléculaire. ANDREWS (130) suggére que la
molécule n'est probablement pas une molécule compacte. DONOVAN (131)
conclut également que l'ovomucoide n'est ni compact, ni hautement
asymétrique, mais est trés hydraté, phénoméne gque l'on rencontre trés
souvent dans les glycbprotéines. Par des mesures de dichroisme circulaire
OEGEMA et JOURDIAN (132) montrent que les pH extrémes n'altérent pas d'une
fagon irréversible la conformation de 1l'ovomucolde purifié. Les spectres
de dichroisme circulaire dans le proche ultraviolet et d'absorption de
1l'ovomucoide de Poule et de ses dérivés acétylés & 297 et 77°K ont été
étudiés par KAY et al. (133). En 1975, WAHEED et SALAHUDDIN (134)
définissent les paramétres physiques de l'ovomucoide de Poule ; viscosité
intrinséque : 5,36 ml/g ; rayon hydrodynamique équivalent : 2,9 nm ;
rapport axial : 6,0 ; coefficient de friction : 1,31. A 1l'aide de la
"gel filtration", les auteurs calculent le rayon de Stokes (3,5 nm), le
coefficient de diffusion (7,8 x 107/ cm. sec.') et le coefficient de
friction (1,35). Les résultats suggérent que l'ovomucolide se trouve en
conformation non globulaire dans les conditions natives et les différences
par rapport & une protéine globulaire typique semblent é&tre dues 3 l'asymé-

trie et l'hydratation de la molécule.

*
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Des études du comportement de 1'ovomucoide en présence
d'urée (WAHEED et al. (135)) et de chlorhydrate dé guanidine (BAIG et
SALAHUDDIN (136)) ont permis de caractériser la présence de conformations
intermédiaires stables. Des études de la structure secondaire de
l'ovomucoide de Poule ont été effectuées par MATSUDA et al. (137)
en utilisant la séquence d'aminocacides et la méthode de CHOU et
FASMAN (138). Les résultats obtenus par les auteurs sont les suivants :
hélice a (7 régions) 33 % ; coude B (11 régions) 23 % et structure
statistique ("random coil") 17 %. En appliquant la méthode de CHANG et al.
(139), WATANABE et al. (140) déterminent la structure secondaire de
1'ovomucoide par dichroisme circulaire (CD) comme suit : hélice o : 26 % ;

structure B : 46 % ; coude B : 10 % ; structure statistique : 18 %.

Des études de l'action de la température sur la conformation
de l'ovomucoide & 1'aide des mesures d'absorbance en ultraviolet ont
montré 3 MATSUDA et al. (141) que les différents domaines de 1l'ovomucoide
semblent se déplier pour certaine température, indépendamment des autres
domaines. Les températures induisant les modifications de conformation
sont légérement différentes d'un domaine & l'autre. La méme année,
MATSUDA et al. (142) présentent les résultats de la structure secondaire
de l'ovomucoide natif, réduit et réduit-réoxydé : tableau IV p. 24.
On peut donc constater & la lecture des résultats sur l'étude de
conformation de l'ovomucoide gque l'utilisation de techniques

différentes aménent 3 des résultats semblables sur les taux d'hélicité o,

de structure B, de coude B et de structure indéterminée.




TABLEAU IV

Structure secondaire d'ovomucoide natif, réduit et réduit-réoxydé

(MATSUDA et al. (143))
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CONFORMATIONS (en p. cent)

OVOMUCOIDE
hélice-a structure-~f coude-f statistique
Natif 26 46 10 18
Réduit 16 34 20 30

Réduit~réoxydé 23 48 8 21
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V., COMPOSITION EN ACIDES AMINES ET STRUCTURE DE LA
CHAINE POLYPEPTIDIQUE D'OVOMUCOTDE DE POULE

La composition en acides aminés de 1l'ovomucoide préparé
par la méthode de LINEWEAVER et MURRAY (144) a été déterminée par LEWIS
et al. (145), STEVENS et FEENEY (146) et par MARSHALL et NEUBERGER (147).
DEUTSCH et MORTON (148) ont analysé 1l'ovomucoide obtenu par le procédé
de FREDERICQ et DEUTSCH (149) tandis que OSUGA et FEENEY (150) ont
étudié 1l'ovomucoide obtenu par la méme méthode de préparation, suivie
d'une purification par chromatographie échangeuse d'ions sur CM-cellulose
selon la méthode de RHODES et al. (151). KANAMORI et KAWABATA (152) ont

analysé l'ovomucoide obtenu par leur propre préparation.

La composition en acides aminés de 1l'ovomucoide préparé
par la méthode de FREDERICQ et DEUTSCH (153) et fractionnement par
chromatographie sur DEAE-cellulose d'aprés le procédé de FEENEY et al. (154)
a été déterminée par BEELEY (155) et représente la composition la plus

cohérente.

A la lecture du tableau V p. 26, nous pouvons constater gue
les résultats obtenus par BEELEY (156) sont trés proches de ceux publiés
cing ans auparavant par JAKUBCZAK (157). Les travaux de FRAENKEL~CONRAT
et PORTER (158), NOBLE SE_EL. (159), OSUGA et FEENEY (160), WAHEED et
SALAHUDDIN (161), BEELEY (162) et JAKUBCZAK (163) présentent l'alanine
comme l'acide aminé N-terminal de la chaine polypeptidique de 1'ovomucoide

de Poule.

L'acide aminé C-terminal a été mis en évidence par PENASSE
et al. (164) , TURNER et.SCHMERZLER (165), WAHEED et SALAHUDDIN (166) et
confirmé par BEELEY (167). Il s'agit de la phénylalanine. Ces résultats
associés au fait que la rupture de tous les ponts disulfures ne modifie
pas la masse moléculaire (DEUTSCE et MORTON (168)) sont en faveur de

l'existence d'une seule chaine peptidique.
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L'ovomucoide de Poule contient une seule chaine polypeptidique i
laquelle plusieurs groupements glycanniques sont attachés. Cependant, il y a
une trés grande hétérogénéité des sucres neutres et d'acide N-acétylneu-

raminique dans des préparations d'ovomucoide (BEELEY (179)).

La séquence des 40 premiers acides aminés de la portion
N-terminaled'un inhibiteur de la trypsine isolée d'ovomucoide de poulet
a été déterminée par MURTHY et al. (180). Le résultat obtenu par cet

auteur est le suivant

5 10
Ala - Glx - Val - Asx - Cys - Ser - Arg - Phe - Pro - -

15 20
Ala - Pro - Asx - Lys - Glx - Gly - Lys - Asx - Val - Leu -

25 30
val - Cys - - Lys - Asx - Leu - - Pro - Leu - Cys -

35 40
Gly - Thr - Asx - Phe - val - Pro - Tyr - Gly - - AsxX -~

En 1976, BEELEY (181) par action du bromure de cyanogéne
sur 1l'ovomucoide obtient 2 fragments : le fragment LS de masse moléculaire

16.000 et le fragment M de masse moléculaire 11.000 (Fig. 2 p. 28).

Aprés réduction et alkylation, la masse moléculaire du
fragment M reste inchangée alors que le fragmenﬁ LS peut étre résolu en
deux peptides de masse moléculaire 12.0C0 pour le fragment L et 4.700
pour le fragment 5. Chacun des peptides obtenu est glycosylé. Le fragment
M a été déterminé comme &tant l'extrémité N~terminal de la protéine
(Aminoacide Alal a Met68), le fragment S constitue la fraction C-terminal
(val85 a phel83). Les séquences peptidiques au voisinage des points
d'attache des glycannes sur la protéine (Fig. 5 p. 35) ont été déterminées
par BEELEY (182) aprés hydrolyse trypsique. La numérotation des résidus

d'aminoacides est fondée sur la séquence d'ovomucoide de Caille déterminée

. par KATO et al. (183).

En 1978, KATO et al. (184) déterminent la séquence de
l'ovomucoide de Poule et démontrent que la molécule se présente en trois
domaines (domaines I, II et III) dont les séquences primaires en acides

aminés sont illustrées dans la figure 3 p. 29.




1 68
Ala Met

84 85
Met Val

183

N T T ST 1 ¢

(3)

(1) (4)

Fragment... M S L
Composition en sucres
(mole de résidus par
mole de peptide)
GlcNAc 11 10 1 ou4
Hexose 7 6 1 ou 4
FIGURE 2

02H
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Disposition des fragments CNBr de 1l'ovomucoide de Poule selon BEELEY.




Il

I

Ala—Glu-Val—Asp—Cyé-Ser—Arg—Phe—Pro—Asn—Ala—Thr—Asp-Lys-Glu—
Gly-Lys-Asp-Val-Leu-Val-Cys-Asn-Lys—-Asp-Leu~Arg-Pro-Ile~-Cys-
Gly—Thf—Asp-Gly—Val—Thr-Tyr-Asn—Asn~Glu—Cys—Leu-Leu—Cys—Ala—
Tyr-Ser-Ile~Glu-Phe-Gly~-Thr-Asn-Ile~Ser-Lys-Glu-Hys-Asp-Gly—-
Glu-Cys-Lys-Glu~-Thr '

val-Pro-Met-Asn-Cys—~Ser-Ser-Tyr-Ala-Asn~Thr-Thr-Ser-Glu-Asp~

Gly-Lys~Val-Thr-val~Leu~-Cys-Asn-Arg—-Ala-Phe-Asn-Pro-Val-Cys-

Gly-Thr-Asp~Gly~-Val-Thr-Tyr-Asp-Asn-Glu-Cys-Leu-Leu~Cys-Ala-

Hys-Lys-Val-Glu-Glu-Gly-Ala-Ser-Val-Asp-Lys-Arg-Hys-Asp~-Gly-
(Glu-Cys-Arg-Lys-Glu)

Leu-Ala-Ala~Val-Ser-Val-Asp~Cys-Ser-Glu-Tyr-Pro-Lys-Pro-Asp-
Cys-Thr-Ala-Glu-Asp-Arg-Pro-Leu-Cys-Gly-Ser-Asp—~-Asn-Lys-Thr-
Tyr-Gly-Asn-Lys-Cys-Asn~Phe-~Cys-Asn-Ala-Val-Val-Glu~-Ser-Asn~
Gly-Thr-Leu~-Thr-Leu-Ser-Hys~Phe-Gly-Lys-Cys

FIGURE 3

Séguence primaire en acides aminés des domaines I, II et III de

1l'ovomucoide de Poule (KATO et al. (185)).
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En 1980, SIBGHATULLAH (186) par hydrolyse pepsigque isole
le domaine III de 1l'ovomucoide de Poule. L'auteur détermine que ce
fragment posséde une masse moléculaire de 6.200 ; qu'il est dépourwvu
de sucre et d'activité antitrypsique. Les aminoacides N~ et C-terminaux
de ce peptide ont été caractérisés ; il s'agit respectivement de la valine
et de la phenylalanine. Ce domaine correspond au fragment Va1133--Phe182
de l'ovomucoide. Ce résultat est en désaccord avec celui de BEELEY (187)
qui, dans le fragment LS, montre que le C~terminal est 1'aminocacide 183.
D*autre part, KATO (188) indique que l'ovomucolide de Poule posséde 186
aminoacides avec pour C~terminal la Cystéine comme dans l'ovomucoide de
Caille. JAXUBCZAK (189) se fondant sur les résultats de l'hydrazinolyse
de 1l'ovomucoide d'une part et sur l'inactivité de la carboxypeptidase
observée par NOBLE et al. (190) propose la lysine comme l'aminoacide
C-terminal. Ce résultat est tout & fait vraisemblable, en effet, par
rapport & l'ovomucoide de Caille qui posséde 3 l'extrémité C-terminal

1854186

-Lys s  =COOH et 9 ponts disulfures (18 cystéines), 1l'ovomucoide

de Poule a deux cystéines en moins (8 ponts disulfures) dont l'un
pourrait &tre la Cy5186. Dans ce cas l'aminoacide C-terminal serait

bien la lysine.



VI. LE POINT D'ATTACHE GLYCANNE-PROTEINE
DANS L'OVOMUCOIDE DE POULE

Les modalités de la conjugaison des glycannes et de la

protéine dans l'ovomucoide ont fait l'objet de nombreux travaux.

En 1961, TANAKA (191) avait isolé & partir des hydrolysats
barytiques de 1l'ovomucoide par fractionnement éthanoligue et par chromato-
graphie sur des colonnes de charbon-~célite, quatre fractions glycoprotidiques
riches en acide aspartique. L'étude de la structure de ces fractions avait
conduit l'auteur & la conclusion qu'il existait dans l'ovomucoide des

liaisons de l'acide aspartique avec la glucosamine.

En 1962-1963, cette conclusion était infirmée par HARTLEY et
JEVONS (192) et par BEELEY et JEVONS (193) dont les travaux étaient en
faveur de l'hypothése de liaison O~thréonyl et O-séryl osidiques sans
toutefois en apporter la démonstration. Au contraire, CHATTERJEE et
MONTGOMERY (194) et MONTGOMERY et al. (195) précisaient que la liaison
glycanne-protéine se faisait par l'intermédiaire de la fonction amide de
l'asparagine. Les recherches de ces auteurs ainsi que celles de MARKS
et al. (196) et de NEUBERGER et PAPKOFF (197) suggéraient en outre la

pluralité du groupement glycannique.

MONTGOMERY et WU (198) ont proposé des groupements
glycanniques de composition identique pour 3 glycopeptides obtenus par

digestion & l'aide d'enzymes protéolytiques.

ADAM-CHOSSON (199) et MONTREUIL et al. (200, 201) ont décrit
trois glycopeptides Oy B et Y & partir d'hydrolysats pronasiques d'ovomu-
coide de FREDERICQ et DEUTSCH. Les auteurs concluent que le glycopeptide
a4 posséde la composition suivante : Asp 1, Gal 1, Man 3, GlcNac 4,

NeuAc 1 ; que le glycopeptide R est constitué de Asp 1, Thr 1, Gal 1,
Man 5, GlcNAc 9 et que le glycopeptide Y conﬁient : Asp 1, Cys 1, Gal 1,
Man 5, GlcNac 9.
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L'étude du glycopeptide 8 a conduit ADAM~-CHOSSON (202) & la
conclusion gu'il existerait dans l'ovomucoide, guatre chaines glycanniques
dont deux seraient unies & la protéine par des liaisons O-thréonyl-N-
acétylglycosaminiques et deux autres par des liaisons de type N-(B-

aspartyl)-N-acétylglucosaminylaminique.

En 1968, MONSIGNY et al. (203) & partir d'hydrolysats
pronasiques d'ovomucoide de masse moléculaire 27.000 (FREDERICQ et
DEUTSCH (204)) démontrent qu'il existe deux chaines glycanniques
conjuguées par des liaisons "N- (B-aspartyl)-N-acétylglucosaminylamine.
En isolant 4 glycoprotides de la fraction 8 de cet hydrolysat, ils
déterminent la séquence peptidique au voisinage du pocint d'attache
de chacun de ces glycoprotides (Fig. 4 p. 33). Des glycopeptides
trypsiques ont été obtenus par BEELEY (205) & partir d’ovomucoide Oi
désialylé (BELLEY (206)) ou de fragments obtenus par l'action du bromure
de cyanogéne. D'aprés ses résultats, l'auteur conclut que 1'ovomucoide
contient quatre points d'attache glycanne-protéine :

Site 1 : Phe—Pro-Ag%—Ala—Thr—Asp-Lys-Glu—Gly—Lys ;
8 10 17

Site 2 : Ala—Tyr-Ser—Ile-Glu—Phe-Gly-Thr—AgL-Ile-Ser—Lys ;
49 57 60

Site 3 : Glu-Thr-Val—Pro—Met-A!L-Cys—Ser
64 69 71

Site 4 : Ser-Ser-Tyr-Ala—A!L-Thr-Thr-Ser-Glu-Asp—Gly—Lys.
71 75 82

Les résidus glucosylés d'asparagine ont été localisés
4 la position 10 pour le site 1, entre les résidus 49 et 60 pour le
site 2, & la position 69 pour le site 3 et & la position 75 pour le site

4, dans la séquence primaire. Tous ces groupements glycanrniques contiennent

GlcNAc, Man et Gal dans les proportions molaires approximatives de 5 : 3 : O,5.

En isolant par la suite un glycopeptide mineur contenant de

l'histidine, il suggére alors l'existence d'un cinquiéme site glycanne-

protéine (BEELEY (207)).

® : Glycanne
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Glycanne Glycanne Glycanne Glycanne
Fraction 8 GlcNAc GlcNAc GlcNac GlcNAc
Asn Asn-~-Thr Asn-Thr-Asp Thr-Asn

Glycoprotide 7 GRycoprotide § GRycoprotide 9 Glycoprotide 10

FIGURE 4
Schéma de structure des glycoprotides isolés ou caractérisés dans la

fraction B (MONSIGNY et al. (208)).

'O
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La localisation des sites de conjugaison des glycannes
dans l'ovomucoide de Poule (BEELEY (209)) peut étre comparée avec celle
de l'ovomucoide de Caille (KATO et al. (210)). Trois copules glycanniques
au moins (site 1, site 2 et site 4) de l'ovomucoide de Poule (voir
figure 5 p. 35) sont en position étroitement semblables ou identiques
& la fois dans l'ovomucoide de Caille et de Poule. En ce gui concerne
le site de glycosylation 3, le groupement glycannique est conjugué sur
1l'asparagine 69 dans l'ovomucoide de Poule et sur l'asparagine 75 dans

l'ovomucoide de Caille.

La présence a'homologies internes dans les séquences
peptidiques de 1l'ovomucolide de Poule et de Caille fut proposée sur la
base de similitudes entre les séquences adjacentes aux sites d'attachements
des glycannes numérotés 1 3 4 (BEELEY (211)). L'analyse de la séquence de
1l'ovomucoide de Caille confirme cette conclusion et indigue la présence de
trois domaines homologues (KATO et al. {212)). Chez les deux espéces, le
glycanne se greffe sur des séquences peptidiques & homologie interne dans
deux des domaines : les domaines I et II. Cette répétition
des sites de glycosylation a probablement évoluée comme étant une
conséquence d'une duplication partielle de géne (KATO et al. (213)).
Ce type de processus est d'une importance considérable dans l'évolution

des protéines qui pogsédent de multiples sites d'attachement glycannique.

Des études complémentaires des sites de glycosylation de
l'ovomucoide chez différentes espéces seront utiles pour retracer 1l'évolution
du géne (ou des génes) de l'ovomucoide et pour évaluer les pressions
selectives qui peuvent s'exercer pour la conservation ou l'élimination
de séquences peptidiques glycosylées. Un facteur sélectif qui a été
envisagé par AUBERT et al. (214, 215) et LOUCHEUX-LEFEBVRE (216) et BEELEY
{217) est la structure seccndaire de la chaine peptidique dans la région
de conjugaison du glycanne. Les localisationsdes hélices o, des feuillets
B et des coudes 8 ont été prédites avec beaucoup de succés pour plusieurs
protéines & partir des donnéeé de la séquence en appliquant des méthodes
empiriques (CHOU et FASMAN (218)). La figure 6 p. 36 montre le résultat
du test de probabilité de présence d'un coude R appliqué aux quatre sites

majeurs de glycosylation de l'ovomucolde. Chacun des sites d'attachement
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FIGURE 6
Probabilité de coude B et sites de glycosylation dans l'ovomucoide
selon BEELEY (220).

Les valeurs de Py pour les séquences tétrapeptidigues ont été calculées
selon CHOU et FASMAN (221). Py = Fj, Fi+1, Fij42, Fj43, quand Fj, Fitq,
Fj4+2, Fi,3 représentent la fréquence d'apparition de résidus particuliers
d'aminoacides, & la premiédre, deuxiéme, troisiéme et quatriéme position
du coude 8. Il y aura coude B lorsque le P, sera supérieur ou égal & 0,5 x
La figure indique les possibilités de coude B pcour les quatre sites de

glycosylation.
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glycannique se situe dans le méme contexte, constitué par quatre résidus
pouvant constituer un coude B commengant par (Asn)Glycanne & la troisiéme
position du coude. Ainsi, pour autant que la prédiction soit correcte,
les résidus Ser/Thr dans la séquence Asn(Carb)-X-Ser/Thr se trouveraient
aprés le coude B. Cependant, certaines prédictions n'ont pas été
vérifiées pour des protéines de structure connue (CHOU et FASMAN (222)).
C'est pourquoi, on ne peut pas affirmer que les sites de glycosylation
interviennent nécessairement au voisinage immédiat des coudes 8.
Cependant, il est clair gue dans l'ovomucoide, un groupe d'acides aminés
rencontrés trés frégquemment dans les coudes f sont aussi trés proches
des sites de glycosylation. Ces résidus peuvent 8tre importants dans la
détermination de la conformation de la chaine peptidique voisine du

site de glycosylation (qu'il s'agisse ou non d'un coude B). Cette
conformation peut déterminer le processus de l'attachement du glycanne,
elle peut aussi avoir un r&le dans l'évolution des sites d'attachement
du glycanne. Il est & noter que BUNTING et al. (223) ont suggéré, &
partir d'études sur les immunoglobulines que la préservation des coudes
B dans les régions prédites peut é&tre un mécanisme par lequel une

contrainte est exercée sur la conformation de la chaine.

En 1976, AUBERT et al. (224,225) et en 1977, BEELEY (226)
étudient la conformation de chaines peptidiques au voisinage des sites

’de glycosylation de glycoprotéines & liaisons N-glycosidiques. Sur 31
séquences N-glycosylées &tudiées, 30 possédent une structure coudée.

Vingt deux sites de glycosylation possédent une séquence tétrapeptidique
compatible & une conformation coude f. En ce qui concerne l'ovomucoide

de Poule (TableauvVvi p. 38), BEELEY (227) précise les séquences peptidiques
au voisinage des quatre sites de élycosylation pour lesquelles un coude

B peut &tre prédit. Les sites de glycosvlation 3 (asn®9) et 4 (asn73) ont

la plus grande probabilité de se situer dans un coude fB.




- 38 -

TABLEAU VI
Coude f au voisinage des sites de glycosylation de 1'ovomucoide de Poule.

Les valeurs de P sont calculées pour les tétrapeptides en partant du
résidu d'asparagine glycosylé (n) et pour les résidus d'aminocacide suivants
n-1, n-2 et n-3 vers l'extrémité N-terminale. Les valeurs soulignées
indiquent des Pt >0,75 et (Py) < (Py) >Pg. Lorsque plus d'un peptide

a une valeur de Py > 0,75, il y aura une grande probabilité pour qu'il y

ait un coude B.

-4
GLYCOPROTEINE SEQUENCE GLYCOSYLEE Pt x 10
n-3 n-2 n-1 n n=3 n-2 n-1 n
Ovomucoide de Poule Arg-Phe-Pro-Asn-Ala-Thr-Asp O,1 2,0 0,2 0,6
10

Ovomucolde de Poule Phe-Gly-Thr-Asn-Ile-Ser~-Lys 0,3 1,2 0,1 0,7
53

N
~
O
O
-
~
fo=y
~
-

Ovomucoide de Poule val-Pro~-Met-Asn-Cys-Ser-Ser 0,2
69

o
-
O
o
ul
-
~
[\*]

Ovomucoide de Poule Ser-Tyr-Ala-Asn-Thr-Thr-Ser 0,2
75

|
|




- 39 -~

VII. COMPOSITION ET STRUCTURE DE LA FRACTION
GLUCIDIQUE DE L'QVOMUCOIDE

L'étude de la composition et de la structure de la
fraction glycannique de l'ovomucoide ont fait l'objet de nombreux

travaux.

A - COMPOSITION EN GLUCIDES DE L'OVOMUCOIDE

La glucosamine, grdce & ces propriétés particuliéres,
fut identifiée dés 1896 par WEYDEMAN (228) dans les produits d'hydrolyse
alcaline de 1l'ovomucocide, puis par ZANETTI (229), accompagnée, précisait
l'auteur, d'acide sulfurique dans les hydrolysats chlorhydrigques. Ces
résultats furent confirmés par LANGSTEIN (230), en 1903, qui infirmait,
en outre, la présence d'acide sulfurique et par OSWALD (231), en 1910.
Plus tard, la présence de la glucosamine fut définitivement é&tablie gréce

4 l'application des méthodes plus modernes d'analyse.

La détermination de la nature des oses neutres fut plus
longue et plus délicate. Certes, trés tdt, la phénylglucosazone avait été
identifiée dans les produits de l'action de 1la phénylhydraéine sur des
hydrolysats acides d'ovomucoide, mais ce résultat ne permettait pas de
conclure & la présence de glucose puisque glucose, mannose, fructose,
glucosamine et mannosamine fournissent la méme osazone. L'existence du
mannose fut démontrée pour la premiére fois, en 1929, par LEVENE et MORI
(232) qui l'identifidrent par sa phénylhydrazone. Le galactose fut trouvé
dans les hydrolysats d'ovomucoide par S@PRENSEN (233) en 1934, puis par
STACEY et WOOLLEY, en 1940-1942 (234). Cependant, en 1945, MEYER infirmait

-

la présence de galactose et attribuait & la fraction glucidique de 1'ovomu-

coide la composition suivante : mannose et N-acétylglucosamine (1 : 1) (235).

Mais l'application de méthodes de coloration spécifiques

et des techniques d'analyse chromatographigque ont définitivement établi
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gque les oses constituant 1'ovomucoide étaient le galactose, le mannose et la
N-acétylglucosamine (BRAGG et HOUGH (236) ; LEE et MONTGOMERY (237)). A ces
composé€s est venu s'ajouter, en 1961, l'acide N-acétylneuraminique (LEE et

MONTGOMERY (238)).

MONTREUIL g&_gi. (239) ont rassemblé les résultats de
différents auteurs concernant les compositions en glucides de l'ovomucoide
dans le tableau VIIp. 41 classés par ordre chronologique jusqu'’en 1963. Nous
avons ajouté sur ce méme tableau les résultats plus récents obtenus par

d'autres auteurs.

En 1964-1965, ADAM-CHOSSON (240) et MONTREUIL et al. (241)
montrent que l'extréme variabilité de la composition en glucides de
l'ovomucoide était corrélative du procédé utilisé pour l'obtenir. Les
résultats obtenus par ces auteurs se trouvent dans les tableaux VIII p. 42
et IX p. 43. Deux groupes de préparations peuvent étre distingués. Dans
un premiér groupe, les teneurs en oses et en acides sialiques sont
élevées et le rapport mannose/galactose égal & 5. Au premier groupe se
rattachent les ovomucoides obtenus par des procédés brutaux de dénaturation
(ébullition en présence ou en absence de sels minéraux, suivie d'une
précipitation par 1l'éthanol a + 20°C : méthodes de NEUMEISTER, DE MORNER
et de LONGSWORTH et al.). Au seond groupe appartiennent les "ovomucoides"”
isolés par des procédés de dénaturation relativement doux (fractionnement
éthanolique & -~ 15°C du filtrat de défécation trichloroacétique du blanc

d'oeuf : méthodes de FREDERICQ et DEUTSCH et de LINEWEAVER et MURRAY).

MONTREUIL et al. (242) ont expliqué le désaccord dans les
résultats par la nature méme de l'hydrolyse appliquée & 1l'ovomucoide. En
effet, la plupart des auteurs avaient utilisé les résines échangeuses de
cations ou l'acide sulfurique pour libérer les oses constituant les
glycoprqtéines. Or ce procédé ne conduit jamais a une hydrolyge totale.
Tandis que la libération du galactose est quantitative, il n'en est pas
de méme pour le mannose qui fait partie de la fraction stable de la
molécule (BRAGG et HOUGH (243) ; MONTREUIL et al. (244) et ADAM-CHOSSON
(245)).




TABLEAU VIE

Composition en glucides de 1l'ovomucoide selon différents auteurs

ACIDE OSES
GLUCIDES OSES OSAMINES
REFERENCES p. 100 p. 100 p. 100 SIALIQUE BERMINES COMPOSITION (%)
p- 100

Hofmeister, 1898 (246) 15 - - - -
Seemann, 1898 (247) 29,4 - - - -
Langstein, 1900 (248) 10,5 - - - -
Pavy, 1907 (249) 21,7 - - - -
Samuely, 1911 (250) 34,9 - - - -
Neuberget Schenkel, 1912 (251) 24 - - - -
Izumi, 1925 (252) 26,3 - - - -
Needham, 1927 (253) 11,5 - - - -
Levene et Mori, 1929 (254) - - - - 0,5 Man,GlcNac (1:2)
Sprensen, 1934 (255) - 9,2 - - - Gal,Man (1:3)
Karlberg, 1936 (256) 23,7 10,2 13,5 - 0,76
Masamune et Hoshino, 1936 (257) 25 12,5 12,5 - 1
Hesselvik, 1938 (258) 12,5 - - - -
Hewitt, 1938 (259) - 10,5 9,5 - 1,1 Gal,Man
Gurin et Hood, 1939 (260) 25 12,5 12,5 - 1
Stacey et Woolley, 1940-42 (261) - - - - 0,57 Gal,Man,GlcNAc (1:3:7)
Meyer, 1945 (262) 22 a 26 10 12 a 16 - - Man,GlcNAc (1:1)
Lineweaver et Murray, 1947 (263) 21,6 - - - -
Fredericq et Deutsch, 1949 (264) 26,7 9,7 17 - 0,57
Dixon, 1955 (265) 19,2 10 9,2 - 1,09 Gal,Man,GlcNAc (2:7:9)
Gottschalk et Ada, 1956 (266) 21,8 5,7 14,1 2 0,4 Gal,Man,GlcNAc (1:3:10)
0din, 1958 (267) 23,6 a 25 8,6-9 14-15 1 0,60 Gal,Man,GlcNAc (1:3:3,7)
Rhodes et al., 1960 (268) - - - 0,5 -
Feeney et al., 1960 (269) - - - 0,7 - .
Bragg et Hough, 1961 (270) 21 8 12,3 0,65 0,65 Gal,Man,GlcNac (1:3,7:7,2)
Hartley et Jevons, 1962 (271,272) - - - - - Gal,Man,GlcNac (1:3,5:7)
Chatterjee et al., 1962 (273) 20,7 5,7 14,6 0,40 - Gal,Man,GlcNac (1:4,7:14)
Harbon, 1963 (274,275) 22,7 8,8 13 0,9 0,68 Gal,Man,GlcNAc (1:3:6)
Montreuil et al., 1963 (276) 23,8 8,8 14,2 0,8 0,62 Gal,Man,GlcNAc (1:5:9)
Adam-Chosson, 1964 (277) 23,3 8,2 14,2 0,09 0,62
Jakubcsak, 1971 (278) 22,43 8,0 13,5 0,93 0,59 Gal,Man,GlcNAc (2,19:10,95:17,75)
Conchie et Hay, 1983 (279) 25,74 9,10 16,55 0,09 0,54 Gal,Man,GlcNAc (2,4:10,5:21,1)

(¥} Gal : galactose ; Man :

mannose : GlcNAc

: N-acétylglucosamine

-Iv—



TABLEAU VIII
Composition centésimale en glucides de préparations d'ovomucoide obtenues par différentes méthodes (en g p. 100 de protéide).

Selon MONTREUIL et al. (280)

METHODES DE£§§S§A5§ON OSES Gl?i?c ?ii? G;ggigis E%gggé'(*) %%%% (%%)

NEUMEISTER (281) chaleur 9,1 | 13,5 1,13 21,35 0,674 8,05
‘MéRNER I (282) chaleur 9,3 15,18 1,16 23,08 0,61 8,02
MORNER II (283) chaleur 2,9 4,80 0,32 7,22 0,60 9,06
WERNER et ODIN (284) chaleur 9,05 14,17 1,41 22,17 0,64 6,42
LONGWORTH et al. (285) chaleur 10,7 13,69 2,9 24,62 0,78 3,61
LINEWEAVER et MURRAY (286) ATCA (¥¥¥) 9,05 14,62 1,43 22,6 0,62 6,33
FREDERICQ et DEUTSCH (287) ’

Ovomucoide "brut" . 8,81 13,27 1,27 21,02 0,66 6,94

Fraction IIb 8,1 12,94 1,23 20,05 0,63 6,53

Fraction IIc (ovomucoide "pur") 9,2 15,41 1,85 21,44 0,60 4,97
MEYER (288) acétone 9,7 13,05 1,26 21,61 0,74 7,70
FORSYTHE et FOSTER (289) éthanol 10,1 13,23 1,54 22,39 - 0,70 6,55
MONTREUIL et al. (290) ' phénol 7,9 11,36 1,29 18,50 0,70 6,12

(¥) : N-acétylglucosamine ; (¥%) : acide N-acétylneuraminique ; (#%%¥) : acide trichloracétique




TABLEAU IX
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Composition en oses neutres, en N-acétylglucosamine et en acide N-acétyl-

neuraminique de préparations d'ovomucoide obtenues par différentes méthodes

(en moles par rapport au galactose). Selon MONTREUIL et al. (291).

METHODES Daﬁiigzzxg?w ((;:i D?::) G](-iz:? (ﬁﬁ)
NEUMEISTER (292) chaleur 1 4,2 8,9 0,6
MORNER I (293) chaleur 1 4,3 9 0,57
MORNER II (294) chaleur 1 4,3 8 0,84
WERNER et ODIN (295) chaleur 1 5,2 10 0,40
LONGWORTH et al. (296) chaleur 1 3,5 7,1 0,6
LINEWEAVER et MURRAY (297) ATCA (Fdkekk*) 1 5,1 10,6 0,48
FREDERICQ et DEUTSCH (298)
Ovonmucoide "brut" ATCA  (kkkk) 1 5,2 10 0,40
Fraction IIb 1 ' 10,5 0,30
Fraction IIc (ovomucoide 1 4,8 9,2 0,40
"pur")

MONTREUIL et al. (299) phénol 1 5 10 0,49

* : Galactose

** : Mannose

FKH : N-acétylglucosamine

*¥%¥¥ : Acide N~-acétylneuraminique

A6 -2

Acide trichloracétique



- 44 -

Dans ces conditions, le rapport mannose/galactose est
plus faible que dans le cas d'une hydrolyse compléte par l'acide
chlorhydrique (MONTREUIL et SCHEPPLER (300) ; MICHON et BOURRILLON (301) ;
GOT et al. (302)). Il semble donc bien que la valeur du fapport
mannose/galactose dans l'ovomucoide doit &tre fixée & 4 ou 5 selon le

procédé de préparation.

En 1971, BEELEY (303) a fractionné l'ovomucoide obtenu
par la méthode de FREDERICQ et DEUTSCH (304) par chromatographie sur
sulphoethyl-Séphadex. Deux fractions ont été obtenues : I et II. La
fraction I, riche en acide sialique a été rechromatographiée sur le
méme support et quatre fractions ont été ainsi obtenues : IA, IB, IC et ID.
La fraction II, déficiente en acide sialique, a été aussi rechromatographiée
de la méme fagon et une seule fraction (IIR) a été obtenue. La fraction IIR
aprés chromatographie sur DEAE-cellulose a fourni : IIRA, IIRB et IIRC.
La composition en sucre des fractions I(IA, IB, IC et ID) et II(IIR, IIRA,
IIRB et IIRC) est donnée dans le tableau X p. 45.

Toutes les espéces d'ovomucoide ainsi cobtenues ont une
activité antitrypsique, des propriétés immunochimiques et des compositions
en acides aminés identiques. Ces espéces sont donc différentes par leur
composition en sucres. L'hétérogénéité en charge a été vérifiée par

isoélectrofocalisation sur gel.

Des résultats identiques (tableau XI, p. 46) ont été
obtenus par JAKUBCZAK (305) par fractionnement de l'ovomucoide sur CM-
cellulose et sous-fractionnement sur DEAE-cellulose. Le fractionnement de
l'ovomucoide sur CM-cellulose a fourni quatre fractions : I, II, III et IV.
Aprés sous-fractionnement de chagque fraction sur DEAE-cellulose, la fraction
I fournit Ovo 5 + 6 et Ovo 6 + 7 ; la fraction II fournit Ovo 3 et Ovo 4 ;
la fraction III fournit Ovo 1, Ovo 3 et Ovo 4 ; la fraction IV fournit
Ovo 1, Ovo 2 et Ovo3. Les six fractions (Ovo 1, Ovo 2, Ovc 3, Ovo 4, Ovo
5 + 6 et Ovo 6 + 7) obtenues par JAKUBCZAK 3 partir d'ovomucoide pur
possédent la méme composition en acides aminés, mais elles se distinguent
les unes des autres par‘la composition centésimale en glucides, par le
rapport mannose/galactose et par les nombres de résidus de galactose et

d'acide N~acétylneuraminique.

*




TABLEAU X

Composition en sucres des variants d‘'ovomucoide (BEELEY (306))

FRACTION

MOLES DE RESIDUS/27.000 g
Acide

GleNAc Hexoses sialique GlcNAc Man GlcNAc‘ Hexoses Man Gal Acide
(g/100 qg) {(g/100 g) (g/100 g) Hexoses Gal sialique

IA 15,9 10,5 2,23 i,51 1,6 23,9 15,8 9,7 6,1 1,95
iB 14,9 10,6 1,32 1,41 2,8 22,5 15,9 11,8 4,1 1,15
Ic 14,4 9,3 0,65 1,55 3,4 21,7 14,0 10,8 3,2 0,57
ID 14,5 8,9 0,18 1,62 4,4 21,8 13,4 10,9 2,5 0,16
IIR 14,3 8,3 0,10 1,72 5,1 21,5 12,5 10,5 2,0 0,09
IIRA 17,7 9,6 0,04 1,84 7,9 26,7 14,5 12,9 1,6 0,03
. IIRB 14,5 7,9 0,03 1,86 4,3 21,9 11,8 9,6 2,2 0,02
IIRC 9,5 7,8 0,04 1,23 13,5 14,3 11,6 10,8 0,8 0,03

—Sv-




TABLEAU XX
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Composition centésimale et molaire (%) en glucides des ovomucoides 1,2,

3, 4, 5+ 6 et 6 + 7 (JAKUBCZAK (307))

DESIGNATION DES OVOMUCOIDES

ovo 6+7

Ovo 1 Ovo 2 Qvo 3 Oovo 4 ovo 5+6

COMPOSITION CENTESIMALE
Oses "neutres" 10 7,60 9,40 9,70 11,50 11,60
N-acétylglucosamine 17 13,60 12,20 10,70 13,30 12,20
Acide N-acétylneuraminique '

Méthode de WERNER et ODIN 1,30 2 4,10 4,50

Méthode d'AMINOFF (¥%) 0,60 1 2,20 3,10
Oses "neutres"/NeuAc 0,58 0,55 0,77 0,90 0,85 0,95
MANNOSE/GALACTOSE 3 9 4,5 3,5 2,7 2
COMPOSITION MOLAIRE
Galactose 4 1 2,80 3,50 5,10 6,40
Mannose 12 9 12,60 12,40 13,50 12,70
N-acétylglucosamine 22 18 16 14 20 16
Acide N-acétylneuraminique o] o 1,20 1,85 3,50 4,10
* : Pour une masse moléculaire de l'ovomucoide de 26.700

*% : Aprés hydrolyse par la neuraminidase.
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JAKUBCZAK (308) a démontré aussi par l'électrophorése sur
acétate de cellulose aprés digestion par la neuraminidase que l'hétérogénéité
électrophorétique et chromatographique de l'ovomucoide était essentiellement

liée au nombre de résidus d'acide sialique de ses constituants.

Les fractions (Ovo 1, Ovo 2, Ovo 3, Ovo 4, Ovo 5 + 6 et
Ovo 6 + 7) présentent des activités antitrypsiques et des propriétés

physiques identiques.

A la lecture de tous ces résultats de composition en sucres,
et avec la connaissance actuelle des struétures des chaines glycanniques de
1'ovomucoide, nous pouvons conclure que la composition en monosaccharides
de l'ovomucoide et de ses principaux variants était connue dés 1964 par
les travaux effectués par ADAM-CHOSSON (309) et affinée en 1971 par les
travaux des groupes de BEELEY et de MONTREUIL. Pour le prouver, nous avons
rassemblé dans le tableau XII (p. 48) les résultats des compositions en
sucres des ovomucoides neutres fractionnés par chromatographie sur SE-
cellulose, CM~cellulose et DEAE~cellulose de l'ovomucoide natif ou des
glycopeptides obtenus aprés digestion protéinasique. En exprimant les
rapports molaires en sucres sur la base de 3 résidus de mannose, on
constate la grande homogénéité des résultats obtenus par les différentes
équipes et qui se caractérisent par une valeur élevée du rapport GlcNAc/Man
indice de la présence de glycannes fortement branchés dans l'ovomucoide.

A titre de comparaison, les glycannes biantennés ont un rapport GlcNAc/Man

de 1,33 ; les glycannes tétraantennés ont un rapport GlcNAc/Man de 2.

B - STRUCTURE DES FRACTIONS GLYCANNIQUES DE L'OVOMUCOIDE

La facilité de préparation, avec de bons rendements, de
1'ovomucoide du blanc d'oceuf de Poule ainsi que sa richesse en sucres
(24 p. 100 en moyenne) expliquent les recherches trés actives autour de
la fraction glycannique de cette glycoprotéine. Dés 1918, LEVENNE et
SUAREZ (310) dans leurs travaux sur l'association sucre-protéine dans

1l'ovomucoide, infirment l'hypothése d'une association ionigue acide mucoitine
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TABLEAU XII ,
Rapports molaires en monosaccharides et rapport GlcNAc/Man des

ovomucoides neutres, calculés sur la base de 3 résidus de mannose

REFERENCES Gal Man GlcNac GlcNAc/Man

ADAM~CHOSSON (311)
(Glycopeptide neutre R) 0,6 3 5,4 1,8

BAYARD (312)
(Glycopeptide neutre 8) 0,6 3 6,0 2,0

JAKUBCZAK (313)
(Ovo 2) 0,3 3 6,0 2,0

BEELEY (314)
(Fraction IIR) 0,6 3 6,1 2,03

OEGEMA et JOURDIAN (315)
(Fraction EW-OV) 0,75 3 6,9 2,3

WAHEED et SALAHUDDIN (316)
(Fraction IIR) _ 0,3 3 ' 4,5 1,5

CONCHIE et HAY (317)
(Fraction IIB) 0,68 3 6,0 2,0
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sulfurique-protéine et propose en 1929 (LEVENNE et MORI (318)) un schéma
résultant de l'association de la protéine avec des unités polyosidiques

constituées par le triholoside : glucosamine + dimannoside.

La premiére structure du glycanne de l'ovomuccide a été
proposéedés 1940~1942 par STACEY et WOOLLEY(319, 320). Sur la base des
résultats de la méthylation, les auteurs décrivent la molécule comme suit :
"By glycosidic attachment, seven N-acetylglucosamine units radiate from
a central core of three D-mannose units. It is considered that this
compound does not represent a repeating unit but rather that it depicts
the whole molecule as being that of a hen dicasaccharide. In regard to
the structure of ovomucoide itself, it would appear that the peptide
constituents are mainly attached to the N-acetyl-D-glucosamine terminal
residues". Le schéma de structure du groupement glycannique de 1l'ovomucoide

proposé par STACEY et WOOLLEY (321, 322) est illustré dans la figure 7 p. 50.

En 1945, MEYER (323) indique que la fraction polyosidique

est liée & la protéine & l'aide d'un diholoside mannose-glucosamine.

En 1961,'BRAGG et HOUGH (324), sur la base de résultats
de perméthylation, d'hydrolyse ménagée et d'oxydation periodigque confirment
la réalité de certains motifs structuraux de STACEY et WOOLLEY (325, 326)
en particulier, la position externe du galactdse par l'identification
du 2,3,4,6~tétra~-0O-méthylgalactose, l'identification de mannotriose et

d'un disaccharide mannosylglucosamine.

Utilisant 1l'ovomucoide du blanc d'ceuf de Poule comme
matériel, MONTREUIL et CHOSSON (327) en 1962 étudient la cinétique de
1l'hydrolyse de cette glycoprotéine par différents agents chimiques. Les
auteurs montrent que les acides dilués (HCl a4 pH 1,6 ; HC1 O,1 N, IN et 2 N ;
sto4 0,1 N et 0,5 N) libérent essentiellement des oses tandis que les
résines polystyréne sulfonées (Dowex 50 x 8) fournissent des quantités
€levées d'oligo- et de polyosides. Quel que soit l'agent d'hydrolyse
utilisé, l'acide sialique, le galactose et une partie de la N-acétyl-

glucosamine apparaissent dés le début de l'hydrolyse. Dé&s cette époque,




GleNAc

an

GlcNAc -

-~

- 50 -

\/

GicNAc

N

GlcNAc

FIGURE 7

Gal
GlcNAc Man
N, S
Man
/ \
GlcNAc GicNAc

Schéma de structure du groupement glycannique de 1l'ovomuccoide proposé

par STACEY et WOOLLEY (328, 329).

Oside Xi

Oside XV
A

7 N

Gal—-GlcNAc—+Man

ou------GlcNAc —»hv\an-(Man.-Man)-GlcNAc

Gal-Man—+GIcNAc

Oside X

-~

Oside VI

Man-GlcNAc--Asp(ou Thr)

A

1]

6 GlcNAc

FIGURE 8

Schéma général de structure du groupement polyosidique de 1l'ovomucoide selon

ADAM-CHOSSON et MONTREUIL (330).
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les auteurs avaient conclu qu'une partie de la N-acétylglucosamine et

le mannose font partie de la fraction plus stable de la molécule.

Poursuivant leurs travaux sur la partie polyosidique de
1l'ovomucoide, CHOSSON et al. (331) et MONTREUIL et al. (332) isolent des
hydrolysats partiels de cette glycoprotéine par une résine polystyréne
sulfonée, 13 oligosaccharides. Parmi ceux-ci, la lactosamine et le galacto-
sidomannose apparaissent dés le début de l'hydrolyse, ce qui indique qu'ils
se situent & l'extrémité des chaines polyosidiques. La caractérisation de
polyosides riches en mannose dans ces hydrolysats partiels permet de
conclure en l'existence de ségquences polymannosidiques sur lesquelles
se grefferaient des molécules de N-acétylglucosamine. En cela, les
auteurs ne sont pas éloignés du schéma de structure proposé par STACEY
et WOOLLEY (333, 334). Enfin, la caractérisation de nombreux oligosaccharides
4 résidus N-acétylglucosamine en position terminale réductrice indique
la fragilité des liaisons "N-acétylglucosaminidyl" vis-&d-vis de l'action

de l'échangeur de cations.

Etendant leurs recherches a d'autres glycoprotéines (uro-
mucoides et séromucoides de 1l'Homme, du Boeuf, du Chewval, du Porc, du
Mouton et du Veau ; Lactomucoides totaux du lait de Femme et du lait de
Vache ; orosomucoide ; sidérophiline ; d-globulines humaines et bovines ;
lactosidérophiline ; gynolactomucoide I) MONTREUIL et al. (335) et
ADAM~CHOSSON (336) identifient de la N-acétyllactosamine parmi les produits
de 1l'hydrolyse acide partielle de ces différentes glycoprotéines. En
outre, ils démontrent que la N-acétylglucosamine et le galactose sont
libérés dés le début de 1l'hydrolyse tandis que le mannose apparait systéma-
tigquement d'une maniére tardive. Ces résultats permettent aux auteurs,
dés 1962, de poser en hypothése l'existence d'un schéma général de
structure commune a la plupart des glycoprotéides dans lequel 1'acide
sialique et le fucose occuperaient la position la plus externe suivis du
galactose et d'une partie des osamines ; le reste des osamines et le
mannose constituant la fraction interne plus stable de la molécule. Ces
résultats sont confirmés par ces mémes auteurs en 1965 (MONTREUIL et al.
(337) et l'hypothése de l'existence d'un schéma général de structure de la
fraction glucidique des glycoprotéides d'origine animale est de nouveau
formulée sur la base, principalement, des résultats de l'hydrolyse acide

partielle de diverses glycoprotéines. s
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En 1965, ADAM-~-CHOSSON et MONTREUIL (338) publient les
structures partielles de 15 oligosides (tableau XIII, p. 53 ) isolés des
hydrolysats partiels de 1l'ovomucoide. Tenant compte de ces résultats,
les auteurs proposent un schéma général du groupement polyosidique de
1'ovomucoide (figure 8, p. 50). Le schéma rend compte des résultats
obtenus jusqu'a cette date : - le galactose et une partie de la N-acétyl-
glucosamine se trouvent en position externe ;

- la libération immédiate de galactosido-
mannose et de la N-acétyllactosamine indique que ces osides se trouvent
en position externe ;

- 1l'identification de deux séquences
terminales non réductrices Gal - Man  GlcNAc et Gal - GLCcNAc -+ Man ;

- l'isolement d'un mannotriose, la
libération tardive du mannose, du mannobiose et du mannotriose, la
stabilité du mannose vis-3-vis de l'acide periodique est en faveur de
l'existence d'un "noyau" formé essentiellement de mannose sur lequel
viendraient se brancher des molécules de N-acétylglucosamine et les

séquences Gal < Man - GlcNAc ou Gal - GlcNAc - Man.

Se fondant sur l'hypothése qu'ils avaient émise (MONTREUIL
et al. (339), ADAM-CHOSSON (340) et MONTREUIL et al. (341) de l'existence
d'un schéma général de structure de la fraction glucidique de nombreuses
glycoprotéines d'origine animale, FOURNET et al. (342) isolent de
l'orosomucoide les mémes mannobioses I et II qu'ADAM-CHOSSON et MONTREUIL
(343) avaient préparés de l'ovomucoide. L'application de la perméthy-
lation & ces oligosaccharides permit aux auteurs de préciser la structure

de ces deux disaccharides comme étant, pour le mannobiose I : le mannosido

1 - 6 mannose et pour le manncbiose II, le mannosido 1 - 3 mannose.

Reprenant l'étude systématique des procédés de perméthylation
des glucides, DUPONT (344) utilise l'ovomucoide du blanc d'oeuf de Poule
comme substrat pour la mise au point de ces techniques. L'application de la
méthode &'HAKOMORI (345) lui permit d'identifier dans les hydrolysats.acides
du glycopeptide B (MONSIGNY et al. (346)) perméthylé les composés suivants :
un dérivé monométhylé du mannose, un dérivé diméthylé du mannose, les

2,4,6 et le 3,4,6-tri~O-méthylmannoses, les 2,3,4,6-tétra-O-méthylmannose
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TABLEAU XIII
Composition en oses, schémas de structure et comportement chromatographique
d'osides isolés de l'hydrolysat de l'ovomucoide par un échangeur de cations

(ADAM~CHOSSON et MONTREUIL (347)).

DESIGNATION RgzNLZS\C‘ig:E SgggEgg;IjES COMPOSITION ET SCHEMAS DE
DES GLUCIDES SOLVANTS STRUCTURE DES OSIDES (%)
1 (%) 2 (%)
I 0,85 0,75 Gal-B~-1,4~-GlcNAc (N-acétyllactosamine)
iz 0,80 0,75 Gal - Man
III 0,70 0,60 Man - GlcNHAc
v 0,70 0,60 GlcNHAC - Man
v 0,68 0,65 Man - Man (mannobiose I)
VI 0,63 - Man - Man (mannobiose II)
VII 0,50 - Man. - (Man, Man)
VIII 0,48 0,37 Man <+ Man - GlcNHAc
IX 0,42 0,30 © (Man, GlcNHAc) - Man
X 0,38 0,40 Gal - Man - GlcNHAc
XI 0,30 0,30 Gal - GlcNHAc¢ - Man
XII 0,14 o,11 (Man, Man, GlcNHAc) - Man
XIII 0,13 0,05 (Man, Man, GlcNHAc) - GlcNHAcC
XIiv 0,09 - Man - (Man -~ Man) - GlcNHAcC
Xv 0,05 0,05 GlcNHAc -+ (Man - (Man - Man) * GlcNHAC)

(*) n-butanol/acide acétique/eau (4 : 1 : 5)
(*%) pyridine/acétate d'éthyle/eau (1 : 2 : 2)

(%%x) Gal : galactose ; Man : mannose ; GlcNHAc : N-acétylglucosamine
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et galactose, les 3,6-di-O-méthyl et 3,4,6-tri~-O-méthylglucosamines.
Associés aux résultats de l'hydrolyse acide ménagée et de 1l'oxydation
periodique, DUPONT (348) proposa un schéma fragmentaire de structure

pour la fraction neutre de l'ovomucoide (figure 9 p. 55).

Dans le méme temps, dans le groupe de MONTREUIL, BAYARD
reprend les études de rupture ménagée des chaines glycanniques des
glycoprotéines. Pour les mémes raisons qui ont fait choisir 1l'ovomucoide
par DUPONT (349) pour étudier la méthylation : rapidité de préparation,
bon rendement, composition en glucide simple, BAYARD met au point un
procédé d'acétolyse partielle sur l'ovomucoide du blanc d'oeuf de
Poule (BAYARD et MONTREUIL (350) ; BAYARD et MONTREUIL (351) ; MONTREUIL
(352) ; BAYARD et al. (353) ; BAYARD (354) ; BAYARD etal. (355);

MONTREUIL (356) ; MONTREUIL (357) ; BAYARD et MONTREUIL (358) ;

BAYARD et al. (359) ; CHAMBERS et al. (360)). Treize oligosaccharides ont

pu ainsi étre isolés a partir de la fraction neutre des acétolysats de
l'asialoglycopeptide B obtenu par hydrolyse pronasique de l'ovomucoide

de Poule et leur structure déterminée (tableau XIV, p. 56). La connaissance
de la structure de ces oligosaccharides a permis aux auteurs de poser en
hypothése que l'acétolyse coupait préférentiellement les liaisons glyco-
sidiques des monosaccharides neutres. En effet, aucun des oligosaccharides
obtenus dans la fraction neutre, & l'exception de la N-acétyllactosamine,
ne possédait un résidu de 2-acétamido-2-déoxy-D-glucose en position
terminale réductrice. Malheureusement, les résultats obtenus par BAYARD

ne sont pas interprétables du point de vue de la connaissance de la
structure de la fraction glycannique de l'ovomucoide. Nous pouvons
cependant dire, actuellement, que l'oligosaccharide M représente une
partie importante des molécules de glycannes tri-, tétra- et pentaantennés
obtenus & partir de nombreuses glycoprotéines (MONTREUIL (361, 362)). Ces
oligosaccharides isolés par BAYARD en quantité importante ont été précieux
pour la mise au point de procédés de cartes chromatographiques :
chromatographie en phase gazeuse (CHAMBERS et al. (363)) ; chromatographies
de partage sur papier comparatives des hydrolysats et des acétolysats
(BAYARD et al. (364) ; MONTREUIL (365)) pour l'étude des voies de fragmen-
tation des oligosaccharides par Impact Electronique (E.I.) et Ionisation

Chimique (C.I.) en spectrométrie de masse (FOURNET et al. (366)) et pour
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5
OSIDE XI GLeNAC (?)

l
Gal--l-’-iGlcNAc --Man -1-"-4>GlcNAc-->Man -1-’-4$GlcNAc -p-Man —1-’-4> GlcNAc % GlcNAc=p=AsSn

1,6 ou 1,3

1,3 ou 1,6

Man OSIDE XV

BE

3 GlcNAc

FIGURE 9

Schéma fragmentaire de structure du glycopeptide B de l'ovomucoide

selon DUPONT (367).




TABLEAU XIV

- 56 -

' structure des 13 oligosaccharides obtenus par acétolyse du glycopeptide

R de l'ovomucoide du blanc d'oeuf de Poule selon BAYARD et al. (368).

REFERENCES STRUCTUES

A B-GlcNAc~ (1. = 4)-Man

B B-Gal-(1 - 4)-GlcNAc

o} B-GlcNAc-(1 = 2)-Man

D a-Man~(1 = 3)-Man
B-GlcNac-(1 - 3)\

E /Man
B-GlcNAc- (1 = 2)
B-GlcNac-(1 - 2)\

F / Man
B-GlcNAc-(1 =+ 4)

G B-GlcNac- (1l - 4)-0-Man-(1 - 3)-Man

H R-GlcNAac-(1 - 2)-c-Man-(1 - 3)-Man
g~Man-(1 = 3)

I \/ Man
B-GlcNAc-(1 = 4)
B-~GlcNac-(1 -+ 2)-¢~Man-(1 - 3)\

J / Man

B-GlcNAc~- (1 —+ 4)

f~-GlcNAc~-(1 - 2)\

K /OL—Man-(l - 3)-Man
B-GlcNAc-(1 —~+4)
R~GlcNac- (1 =+ 4)-g~Man-(1 - 3)\

L /Man

B~-GlecNac-(1 -+ 4)

8-GlcNAc-(1 = 2)

M R~GlcMAc~{(1 - 4)-u~-Man-(1

B-GlcNac- (1
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étudier les relations entre la conformation des saccharides et l‘activité
ainsi que la spécificité de N-acétyl-B-D-glucosaminidases (BEARPARK et al.
(369) et SPIK et al. (370)). De la méme fagon 1l'ovomucoide a été de nouveau
utilisé pour parfaire les méthodes de perméthylation des glucides et
d'identification des éthers méthyliques obtenus par hydrolyse des
perméthylglycannes (FQURNET (371) ; FOURNET et al. (372) ; MONTREUIL (373)).

Reprenant le procédé préconisé par MATSUSHIMA et FUJII
(374) pour couper spécifiquement les liaisons N-acétylglucosaminidyl et
N-acétylgalactosaminidyl par hydrazinolyse suivie de diazotation (BAYARD
et MONTREUIL (375) ; BAYARD (376) et MONTREUIL (377)) ont mis au point une
méthode d'hydrazinolyse quantitative des glycannes des glycoprotéines ainsi
gque des procédés de purification, de dosage, 4'isolement et de détermination
de la composition et de la structure des produits de dégradation. Ces
procédés appliqués au glycopeptide B de 1l'ovomucoide ont permis aux
auteurs de proposer un nouveau schéma de structure de la fraction
oligosaccharidique neutre de l'ovomucoide (figure 10, p. 58 et figure 11
pP. 58). L'application de c¢e procédé a d'autres glycoprotéines (orosomucoide,
fétuine, sérotransferrine humaine et lactotransferrine humaine a conduit
BAYARD (378) et MONTREUIL (379) & la mise en évidence d'une chaine commune

a 14 glycannes et dont la structure est la suivante :

Man(a1-3)\\\\\
Man (81-4) -2, 5-anhydro-D-mannose

Man (al-e)/

Cette structure provient de l'extrémité des glycannes attachée a la

protéine par l'intermédiaire d'une liaison asparaginylglucosamine :

Man(a1—3)\
/Man (B1-4) ~GlcNAc{B1-4) -GlcNAc (Bl-~) -Asn
Man (01-6) '

Il est & noter que MONTREUIL et al. (380) dés 1962 avaient posé en hypothése
la présence d'un schéma général de structure commune & la plupart des

glycoprotéides.




- 58 -

GlcNAac GlcNAC
Bl,x B1,2
Ctl

l \-&1,6
B1,4 B1,4 B1,4 B1,4 B1

Gal -—-—-bGlcNAc GlcNAc Man —m—epr-GLCNAC ~—eip GLCNAC —p-AsS

e —————————
\‘ ol, /!1’3

Man ——*GlcNAc e MA N
B1,x 81,2

GlcNac GlcNac

FIGURE 10
Schéma de structure du glycopeptide B de 1l'ovomucoide proposé sur la base des

résultats de l'hydrazinolyse selon BAYARD et MONTREUIL (381)

GlcNAc
B1,4
Man -Ei->G1cNAc.Ei4§.Man
01,4
GlcNAac
‘Bl /4
GlcNac —B-LbMan
al,3

Bl.4 - Man 8—1—’Gl ¢cNAc E-L’GlcNAc—@l»Asn

/:1,6
81,2

GlcNAc ——-Man

GlcNAc

1,x
GlcNAcC
ol1,4

ke o

GlcNAc
FIGURE 11
Schéma de structure du glycopeptide B de 1'ovomucoide selon MONTREUIL (382)
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Le perfectionnement des techniques d'analyse des éthers
méthyliques par chromatographie en phase gazeuse sur colonne capillaire
couplée & un spectrométre de masse (g.l.c. - m.s.) a permis au groupe
de MONTREUIL de reprendre en 1980 les travaux sur les structures des
ovomucoides. En effet, travaillant parallélement sur l'ovomucoide du
blanc de Poule et de Tourterelle, MONTREUIL et al. (383) identifient
par g.l.c. - m.s. deux.éthers monométhyliques du mannose, le 2-mono-0O-
méthyl-mannose et le 3-mono-O-méthyl-mannose leur permettant de conclure
& "An unusual substitution of o-mannose residues in glycans of N-glycosyl-
proteins : ovomucoids" et qu'en particulier un des deux résidus d'c-
mannose est trisubstitué, en position C, du Manl,6 ou en position Cg du
Manl,3. Sur la base des résultats de la composition en sucre, de la
méthylation, de l'hydrazinolyse et de l'hydrolyse enzymatique,
FRANCOIS-GERARD et al. (384) proposent la premiére structure pentaantennée
pour un des glycopeptides isolé d'un hydrolysat de l'ovomuccide de
Tourterelle et possédant une activité antigénique Py (Figure 12 p. 60).
Trois ans plus tard, ces mémes auteurs (FRANCOIS~GERARD et al. (385))
aidés par le groupe de VLIEGENTHART déterminent la structure d'un autre

glycopeptide pentaantenné, le glycopeptide P-3 (Figure 13 p. €0).

Reprenant l'ovomucoide, l'ovalbumine et la fétuine comme
substrats de mise au point de technique concernant 1l'hydrolyse des
perméthylglycannes et l'analyse des éthers méthyliques libérés (CONCHIE
et al. (386)) identifient uniquement dans les hydrolysats des glycopeptides
perméthylés de l'ovomucoide, les deux é&thers monométhyliques du mannose

qu ' avaient caractérisés (MONTREUIL et al. (387})).

En 1983, CONCHIE et HAY (388) isolent par DEAE-cellulose un
ovomucoide neutre qu'ils attaquent par la‘pronase.Par fractionnement sur colonne
de résine échangeuse de cation (Dowex 50 x 2) ces auteurs obtiennent 3
fractions qui différent uniQuement par leur composition en galactose. La
dégradation séquent;elle du glycopeptide majeur conduit au pentasaccharide
o~D-Man- (d-D~Man) -R~D-Man-B3~D-GlcNAc-B-D~-GlcNAc-Asn. L'étude par perméthyla-
tion et dégradation séquentielle & l'aide d'exoglycosidases (CONCHIE et al.
(389)) montre que tous les glycopeptides de l'ovomucoide possédent une

structure commune illustrée dans la figure 14 p. 62 , que l'hétérogénéité
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GlcNAc
(1 =+ 4)
GlcNAc-LL~:£2-Man
(1 -3, 6)
GlcNAC(1-+4) Man(1l - 4)GlcNAc(l = 4)GlcNAc - Asn
(1 =6, 3)
OLGal(1 >4 Gal (d =4 GlcNAc-—(-L-:-g-)-—Man
(1 =+6) (1 =4q)
GlcNac GlcNAC
/(1 +4) (1 +4)
Gal Gal
(1 =+4) (1 =-4)
o Gal o Gal
FIGURE 12

Structure d'un glycopeptide isolé d'hydrolysat pronasique d'ovomucoide
de Tourterelle et possédant une activité antigénique P1 (FRANCOIS~-GERARD

et al. (390)).

Gal(a1-4)Gal (B1-4)GlcNAc(BR1-4)
\Man(a1—3)
NeuAc (02-6) Gal (B1-2) GLcNAc (61-2)/
Gal (a1-4)Gal (B1-4) GLcNAc(B1-2)
Gal(al-4)Gal{B1-4) GlcNAc(31-4)>Man (x1-6)

Gal(al-4)Gal(B1-4)GlcNac (B1-6)”

Man(f1-4)GlcNAc (B1-4)GlcNAac (Bl 9 Asn

FIGURE 13

Structure primaire du glycopeptide P-3 isolé de 1'ovomucoide de

Tourterelle (FRANCOIS-GERARD et al. {391)).
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était due & la localisation du galactose terminal non réducteur 1ié via
une hexosamine sur le résidu O~-D-Man(l. = 3) et au nombre d'hexosamines
terminales attachées au résidu a~D-Man(l - 6) et que enfin, un glyco-
peptide possédait des structures inhabituelles (structures 2 et 3),
caractérisées par deux résidus de mannose, substituds trois fois. Les

structures de ce glycopeptide sont illustrées dans la figure 15, p. 62.

La méme année, travaillant sur les oligosaccharides libérés
par hydrazinolyse de l'ovomucoide de Poule, les groupes de KOBATA au Japon
et MONTREUIL en France arrivent & la méme conclusion de l'existence de
structure pentaantennée dans cette glycoprotéine. L'existence d'une telle
'structure avait été démontrée dés 1980 par MONTREUIL et al. (392,393) par
la mise en évidence de deux résidus de mannose triéubstitués dans les
hydrolysats de perméthylglycopeptides d'ovomucoide de Poule et de

Tourterelle.

L'hydrazinolyse de 1l'ovomucoide de Poule suivie de la
N-réacétylation des osamines et de la réduction en présence de borohydrure
tritié a conduit YAMASHITA et al. (394) a.l'obtention d'un mélange d'oligo-
saccharides-alditols qu'ils fractionnent, par électrophorése préparative
(figure 16, p. 63) en une fraction neutre (85 % du total des oligosaccharides-
alditols) et deux fractions acides. La fraction neutre est chromatographiée
sur colonne de Biogel P, et fournit huit fractions radioactives N-1 & N-8
(figure 17, p. 63). Les fractions N-1, N-2, N-4 et N-8 se révélent étre
homogénes en chromatographie sur papier alors que les fractions N-3, N-5,

N-6 et N-7 sont séparées en deux pics appelés : N-3a, N-3b, N-5a, N-5b,

N-6a, N-6b, N-7a et N-7b, respectivement. La structure de ces 12 oligosaccha-

rides a été effectuée (YAMASHITA et al. (395)) en associant l'hydrolyse
séquentielle par les exoglycosidases, la méthylation et l'oxydation
periodigue. Nous avons rassemblé dans le tableau XV, p. 64, les structures
des différents oligosaccharides alditols déterminés par le groupe de

KOBATA (YAMASHITA et al. (396, 397)).

I1 est & noter que HASE et al. (398), travaillant sur
les hydrazinolysats d'ovomucoide du blanc d'oeuf de Caille isolent par
H.P.L.C. un oligosaccharide majeur de méme structure que l'oligosaccharide
N-8 de YAMASHITA (399, 400) correspondant au trimannosido chitobiose
Man(al ~+6){Man(al ~+3)}Man(Bl - 4)GlcNAc(Bl - 4)GlcNAc.
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DISTANCE A L'ORIGINE (CM)

FIGURE 16
Electrophorése sur papier des oligosaccharides-alditols libérés de
1'ovomucoide de Poule par hydrazinolyse (YAMASHITA et al. (403)).
N : fraction neutre ; A, et A2 : fractions acides ; tampon pyridine/

1
acétate pH 5,4 ; 80 V/cm ; 1,5 heures.
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FIGURE 17

Chromatographie sur colonne de Biogel P, des oligosaccharides~alditols

neutres obtenus par électrophorése prépgrative (fig. 16) . Les fléches
au sommet de la figure indiquent les emplacements d'élution d'oligo-
saccharides & glucose, dont le nombre de résidus est indiqué par le
chiffre placé au dessus. Les chiffres placés en bas de la figure

indiquent les fractions collectées.
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Structure des oligosaccharides alditols isolés par hydrazinolyse de

l'ovomucoide de Poule (YAMASHITA et al. (404, 405, 406)).
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Cette étude, ainsi que celle que nous développerons dans
le chapitre Travaux Personnels et qui conduiront, & l'aide de techniques
différentes & 1l'isolement d'oligosaccharides de structure.identique,
indiquent que les chaines glucidiques de l'ovomucoide sont tout & fait
particuliéres 4 cette molécule et gqu'en particulier, elles se distinguent
trés nettement de celle de l'ovalbumine de Poule (MONTREUIL (407, 408)).
Nous confrontons nos résultats ainsi que ceux des auteurs mentionnés

précédemment dans la conclusion générale de notre mémoire.
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VIIl. L'ACTIVITE BIOLOGIQUE:

L'ovomucoide inhibe les activités protéolytique et
estérasique de la trypsine en formant avec l'enzyme un complexe équimolaire
(LINEWEAVER eé MURRAY (409) ; RHODES et al. (410)). En cela, 1l'ovomucoide
ressemble & bon nombre d'autres protéines qui partagent la propriété
d'inhiber la trypsine. Les revues générales de LASKOWSKI et LASKOWSKI (411)
et de GREEN et NEURATH (412) traitent de ce sujet.

En 1947, LINEWEAVER et MURRAY (413) avaient aussi reconnu
& l'ovomucoide une action sur la chymotrypsine que WU et LASKOWSKI (414)
ont infirmée en 1955 et gue WEIL et TIMASHEFF (415), au contraire, ont
confirméeen 1960. En 1963, FEENEY et al. (416) ont montré que l'inhibition
de la chymotrypsine par l'ovomucolde était due & la contamination de

1l'ovomucoide par l'ovoinhibiteur de MATSUSHIMA (417).

L'activité antitrypsique de l'ovomucolde n'est pas affectée
par l'acide trichlorocacétique et les sels neutres, mais elle décroit sous
l'action de la température, particuliérement en milieu alcalin comme le
démontre la figure 18 p. 67. Cette observation suggére une dénaturation
partielle de l'ovomucoide préparé par les procédés & 1l'ébullition.

L'isolement d'un matériel cristallisé inactif contenant des quantités
équimoléculaires d'enzyme et d'inhibiteur pour les inhibiteurs du pancréas,

du soja et du colostrum de vache a démontré la formation dans ces cas d'un
complexe entre l'inhibiteur et la trypsine. Pour l'ovomucoide l'existence

d'un complexe similaire a été suggérée du fait : a) que par électrophorése

un mélange d'ovomucolde et de trypsine migre comme un composé de mobilité
intermédiaire entre celle de l'ovomucoide et de la trypsine (figure 19, p. 68).
b) que l'ultracentrifugation du mélange produit une fronti&re de sédimentation
avec un coefficient de sédimentation de 3,8 & comparer avec la valeur de

2,6 lorsque l'une ou l'autre des molécules est déposée seule (SRI-RAM et al.
(418) ; RHODES et al. {419)). Cependant, en premiére approximation, une
relation d'équivalence un pour un est déja une bonne preuve de 1'existence

de complexes impliguant plus d'une trypsine par ovomucoide (mais pas plus

d'un ovomucoide par trypsine ; SRI-RAM et al. (420)).
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FIGURE 18

Action du pH et de la température sur l'activité antitrypsique de
1'ovomucoide. Des solutions 4'ovomuccide ont été soumises 3 diverses
conditions de pH et de température. L'activité inhibitrice résiduelle

a été mesurée a pH 8.
A : Température du Laboratoire (JIRGENSON et al. (421)).

O

@ : Aprés chauffage & 80°C pendant 30 minutes dans une solution 4'urée

9 M (STEVENS et FEENEY (423)).

Aprés chauffage & 80°C pendant 30 minutes {(LINEWEAVER et MURRAY (422)).

[ : Aprés chauffage & 100°C pendant 15 minutes (DEUTSCH et MORTON (424)).
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FIGURE 19

Mobilité électrophorétique (U = cm2. V-l. sec-i) de trypsine (T),
d'ovomucoide (0) et son complexe éguimolaire (OT) en fonction du
pH (SRI-RAM et al. (425)). Pour 1'0 et 1'0T, la force ionique est

égale 3 0,10 ; pour T, la force jionigque est égale & O,13.
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L'interaction entre la trypsine et l'ovomucoide en
l'absence de substrats survient trop rapidement pour &tre mesurée
directement, mais la constante de dissociation du complexe a été estimeée
a5 x 10“9 M. Si les groupements carboxyles de l'ovomucoide sont bloqués
par estérification ou bien si les groupements aminés de la trypsine sont
acétylés, la formation du complexe est sévérement retardée (FRAENKEL~-CONRAT
et al. (426) ; FRAENKEL-CONRAT et al. (427) ; SRI-RAM et al. (428)).

La dissociation du complexe en ses composants 3 des valeurs de pH inférieures
4 3 (GREEN (429) ; SRI-RAM et al. (430)) pourrait suggérer que l'ionisation
des groupements carboxylés de l'enzyme ou de l'inhibiteur ou des deux est
essentielle pour l'interaction. Cependant, la formation du complexe ne

peut pas &tre expliquée seulement en termes d'attraction électrostatique
entre molécules de charge nette opposée parce que :

a) l'un au moins des inhibiteurs trypsiques (l'inhibiteur pancréatique ;
GREEN et WORK (431)) a un point isoélectrique similaire 3 celui de la
trypsine ; b) une courte exposition & pH 12 détruit irréversiblement
l'activité antitrypsique de l'ovomucoide déterminée a4 pH 8 mais, comme

on peut le supposer, ne doit pas changer beaucoup sa charge nette ;

c) si le site actif de l'enzyme est occupé par le substrat, l'affinité de
l'enzyme pour les protéines inhibitrices est grandement réduite ou supprimée
(GREEN (432)) ; d) si la trypsine est inactivée par la présence de di-

isopropyl fluorophosphate, HgCl, ou l'urée 6M, la formation d'un complexe

2
avec l'ovomucoide n'a pas lieu (GREEN (433) ; MELAMED (434)).

L'addition graduelle d'ovomucoide & une gquantité donnée de
trypsine apporte tout d'abord une réduction de l'activité gqui est propor-
tionnelle & la quantité d'ovomucoide ajoutée. Mais lorsque le point
d'équivalence est approché, l'ovomucoide additionnel a de moins en moins
d'effet et méme un large excés n'abolit pas entié&rement l'activité enzyma-

tique (figure 20, p. 70) ; (GORINI et AUDRAIN (435)).

Ces résultats ont été interprétés de différentes fagons
et peuvent revétir une certaine importance si l'action anti-trypsique de
1'ovomucoide fait partie de son rdle naturel dans le développement de

1'embryon.
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FIGURE 20

L'effet de l'ovomucoide sur l'activité de la trypsine. Ko = moles de
substrat hydrolysé par litre par minute par milligramme d4'azote de la
trypsine par millilitre dans 0,1 M de tampon borate & pH 7,8 plus

0,0l M CaCl2 (GREEN (436)).

Substrat : ester éthylique de l'acide arginobenzoigue 0,05 M ; enzyme :
0,72 uM.
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Un aspect de l'inhibition qui a été difficile & établir
avec certitude est dans quelle mesure cette inhibition est compétitive
avec le substrat. Ceci est dfi aux constantes de dissociation des
inhibiteurs (dans la région de 10_9M) gui sont beaucoup plus faibles
que la constante de Michaelis de 1l'enzyme lorsqu'il agit sur les
substrats protéiques habituels (environ 10_2M).Il en résulte gqu'une
inhibition compétitive ne pourrait pas &tre démontrée par les méthodes
habituelles. Avec l'ester éthylique de l‘'acide arginobenzoique (ou la
trypsine a une constante de Michaelis d'environ lo-SM) il a été montré
que les inhibiteurs protéiques pouvaient déplacer le substrat et vice
verSa, ce qui démontre clairement un type d’'inhibition compétitif

(GREEN (437)).

vu la déviation de la linéarité, il n'est pas possible de
déterminer le point exact d'équivalence dans la titration de la trypsine
avec l'ovomucolIde {(figure 20, p. 70). L'activité de l'ovomucoide est
ainsi mieux exprimée comme le double de la quantité requise pour produire
50 p. 100 de l'inhibition d'une activité trypsique donnée, et le substrat
doit étre aussi précisé puisque ceci affectera le résultat (CASTANADA-
AGULLO (438) ; FRAENKEL~CONRAT et al. (439f). Il est bien établi que
méme une trypsine recrystallisée peut contenir une proportion variable
de matériel inactif et non trypsique (LIENER (440) ; COLE et KINKADE
( 441) ; BUCK et al. (442) ; MAROUX et al. ( 443)). Il n'est donc pas
possible de comparer avec précision différentes préparations de trypsine
ol l'activité est exprimée en terme de poids (ou d'adsorption & 230 nm)
de "trypsine". De tels résultats ne sont utilisables que pour une

comparaison directe des activités déterminées en paralléle.

L'effet particulier de l'injection du blanc d'oceuf frais
4 des rats (0,5 &4 1,5 ml par adulte), noté en premier par PARKER et
PARKER (444), a été décrit en détail par SELYE (445). Le syndrome
(qui est aussi provoqué par du dextran de masse moléculaire 100.000)
est caractérisé par un prurit général suivi d'un ocedéme apparent des
extrémités, une augmentation de l'hématocrite et une baisse de la
température corporelle. L'action est beaucoup plus importante chez des

rats adrénalectomisés ou suivant une administration de thyroxine. Le
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blanc d'oceuf provoque dans ces cas un choc sévére avec chute de tension
(LEGER et MASSON (446) ; HALPERN et BRIOT (447)). Les effets chez des
rats normaux sont ds en grande partie & une augmentation de la perméa-
bilité capillaire qui peut étre démontrée directement par le test
dermique trés sensible, en utilisant le bleu d'Evans. Dans ce cas,

0,05 ml d'une solution protéique contenant 1 yg d'azote suffit a
provoquer une réponse (HALPERN (448)). La fraction de l'ovomucoide de
HEKTOEN et COLE (449) : un précipité éthanolique de surnageant de blanc
d'oeuf dilué et coagulé par la chaleur a donné une réaction totale a
raison de 15 mg par rat adulte, tandis que le reste du blanc d'oceuf
était inactif (LEGER et MASSON (450)). Le matériel préparé par précipi-
tation 4 l'acétone et au trichlorocacétate & pH 3,5 (LINEWEAVER et MURRAY
(451)5 est aussi pleinement actif (ANKIER et WEST (452)). Il est plus
que probable gue 1'ovomucoide est en fait reéponsable de ces effets
pharmacologiques. Aprés chauffage en présence d'hydroxyde de barium
selon la méthode de STACEY et WOOLLEY (453) aucune activité n'est retenue,
ni par la fraction protéigque, ni par la fraction glycannique (LEGER et

MASSON (454)).

En raison de sa similitude avec l'anaphylaxie, le syndrome

a été classé comme anaphylactoide (LEGER et al. (455)) et il est atténué
considérablement par des antihistaminiques de synthése (LEGER et MASSON
(456)). Les corticostéroides ne donnent aucune protection chez l'animal
intact ou adrénalectomisé, mais l'adrénaline est trés efficace dans les
deux cas (HALPERN et BRIOT (457)). L'action de 1l'ovomucoide chez le rat
est souvent attribuée & sa faculté de libération d'histamine (SCHACHTER
et TALESNICK (458) ; HALPERN (459)), qui ne semble pas identique & celle
obtenue dans la réaction anaphylactique. De plus, une administration
préliminaire de réserpine, qui appauvrit l'animal en 5-~hydroxytryptamine
(serotonine), ou d'acide diethylamide bromollysergique (BOL 148), un
antagoniste spécifique de la S5-hydroxytryptamine, empé&che la réponse
anaphylactoide & l'ovomucoide ou au dextran (PARRAT et WEST (460)). Il

est donc vraisemblable que les effets sont did davantage & la libération

d'histamine. Il a été montré, en 1963, que chez certaines souches de rats,

une mutation récessive sur un géne autosomique a pour effet de supprimer
la réaction anaphylactoide. Des souches pures de rats non sensibles ont

été reproduites (HARRIS et al. (461)).
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Les travaux les plus récents concernant l'activité
antitrypsique de l'ovomucoide de Poule datent de 1971 (JAKUBCZAK (462)),
de 1974 (OEGEMA et JOURDIAN (463)), de 1976 (BEELEY (464)) et de 1983
(CONCHIE et HAY (465)). .

Les résultats obtenus par JAKUBCZAK (466) montrent que 7,5 ug
d'ovomucoide réduisent de 50 p. 100 l'activité estérasique de 20 Mg de
trypsine (figure 21 p. 74). En considérant que ses préparations enzymatiques
contenaient 71 p. 100 de trypsine active, l'auteur a calculé que le rapport
pondéral ovomucolide/trypsine correspondant & une inhibition théorique totale,
était égal & 1,06 et le rapport molaire de combinaison & 1,0 pour des
masses moléculaires de 26.700 pour 1l'ovomucoide et de 23,800 pour la
trypsine. En 1974, OEGEMA et JOURDIAN (467) purifient A partir du blanc
d'oeuf de Poule par des procédés successifs comprenant précipitation au
sulfate d'ammonium et chromatographie échangeuse d'ions sur DEAE- et
CM-cellulose, une fraction ressemblant 3 l'ovomucoide. Les auteurs montrent
que cette fraction, l'ovomucolde (EW-OV), inhibe la trypsine bovine, en
formant un complexe 1 pour 1 sur une base molaire et provoque une réponse
"anaphilactoide" positive chez des rats albinos i des niveaux aussi bas que
0,5 Ug d'ovomucoide (EW-OV) par injection. Aucune activité antichymotrypsique
n'a été observée. En 1976, BEELEY (468) a obtenu par action du bromure
de cyanogéne sur l'ovomucoide deux fragments : fragment LS de masse molécu-

laire 16.600 (AA69 a Phe183) et le fragment M de masse moléculaire 11.000

(Ala1 a Met68). Le fragment LS a présenté une activité antitrypsique de

56 p. 100, par contre le fragment M a été totalement inactif.

En 1983, CONCHIE et HAY (469) expriment l'activité anti-
trypsique de 1'ovomucoide par le poids nécessaire pour inhiber complétement
1 mg de trypsine. Cette activité est de 0,674 mg pour 1l'ovomucoide natif.
La chromatographie sur DEAE-cellulose de 1'ovomucoide natif fournit 3
fractions (figure 22, p. 75). La fraction II rechromatographiée sur
DEAE-cellulose donne la fraction IIB. Les compositions molaires en sucres
ainsi que l'activité anti-trypsique .sont données dans le tableau XVI
p. 76 . On constate, qu'a l'exception de la fraction I mineure, toutes les
autres fractions possédent des activités anti-trypsiques identiques. Enfin,
CONCHIE et HAY (470) démontrent qu'aucune des fractions possédent d'activité
antichymotrypsique.
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FIGURE 21
Activité estérasique de 20 ug de trypsine en présence de quantités
croissantes d'ovomucoide (JAKUBCZAK (471)). Substrat synthétique

utilisé : T A M E : Tosyl arginine méthyl ester.
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(a) fractionnement

(b) rechromatographie de la fraction II (CONCHIE
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Composition en sucres et activité antitrypsique des fractions obtenues par

chromatographie sur DEAE-cellulose d'ovomucoide selon CONCHIE et HAY (473).

Fraction Rendement Hexose GlcNac NANA Hexosamine/ Activité
(p. 100) (g/100 g) (g/100 g) (g/100 g) Hexose?  antitrypsique
Ovomacolde 9,10 16,50 0,48 1,47 0,674
I 1,0 2,56 2,76 0,06 0,88 1,015
Iz 75,6 9,09 16,15 0,34 1,40 0,542
I1I 17,7 7,85 10,40 0,68 1,08 0,633
IIB 85,7 9,10 16,55 0,09 1,47 0,516

a .
Les rapports sont molaires

mg d'ovomucolide pour 1 mg de trypsine
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IX: CONCLUSIONS

Nous pouvons conclure, au terme de ces généralités, que
les travaux portant sur 1l'ovomucolide depuis sa découverte en 1873 ont
conduit dqurant ces dix derniéres années 3 une meilleure connaissance de
cette glycoprotéine en teneur de structure, séquence primaire et secon-
daire de la protéine, structure de la fraction glycannique mais également

en ce qui concerne ses propriétés en particulier ses activités antitrypsiques.

Parmi toutes les méthodes de préparation de l'ovomucoide,
celles qui sont fondées sur la dénaturation des protéides du blanc d'ceuf
par l'acide. trichloroacétique suivie d'une précipitation de 1l'ovomucoide
par l'acétone ou par l'éthanol fournissent la glycoprotéine avec un
rendement maximum tout en respectant les propriétés physico~chimiques
et l'activité antitrypsique de la molécule. Les meilleurs résultats
concernant la purification de 1l'ovomucolide ont été obtenus par chromato-

graphie sur résine échangeuses d‘'anions.

Les principales caractéristiques physiques de 1'ovomuccide
ont été décrites. Les variations dans les valeurs des constantes physiques -
reflétent. les différences que l'on constate dans les méthodes de préparation.
C'est ainsi que la constante de sédimentation varie, suivant les auteurs,
de 2,49 3 2,8, la masse moléculaire de 26.700 & 31.500, le point isoélec-
trique de 3,9 & 4,5. Des conclusions trés intéressantes ont été apportées
ces derniéres années sur la conformation de 1l'ovomucoide, ainsi que sur sa
structure secondaire de la fraction protéique gui est constituée de 26 %
d'hélice 0, 46 % de structure B, 10 % de coude B et 18 % de structure désor-

donnée.

La séquence peptidigue de l'ovomucoide est totalement connue.
De nombreuses homologies existent entre l'ovomucoide de Poule et de Caille.
Cette glycoprotéine est monocaténaire avec, pour acide aminé N-terminal,

1'alanine. Quelques points de désaccord existent encore & propos de

l'extrémité C~terminale. Pour certains auteurs, 1l'ovomucoide posséde
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182 aminocacides, la phénylalanine étant l'aminoacide C-terminal. D'autres
auteurs trouvent 186 aminoacides avec la cystéine pour aminoacide

C-terminal. La lysine, enfin, a été proposée comme acide aminé C~terminal.

L'ovomucoide de Poule posséde 4 sites de glycosylation
Asnlo, Asn53, Asn69 et Asn75. Les séquences peptidiques au voisinage du
point d'attache glycanne-protéine ont &té déterminées, ce qui a permis de
calculer les probabilités de coude B au niveau des sites de glycosylation.
C'est ainsi que les sites de glycosylation 3 et 4 ont la plus grande

probabilité de se situer dans le coude B.

Les études sur la structure primaire des chaines glycanniques
de l'ovomucoide ont considérablement progressées ces qﬁatre derniéres années
bénéficiant des méthodes modernes de séparation par chromatographie ligquide
haute pression, d'une part, et de détermination des ségquences glucidigues,
comme la résonance magnétique nucléaire & haut champ et la spectrométrie de
masse. Ces technologies ont permis a trois laboratoires de donner les
structures primaires des ovomucoldes neutres avec la description de
nouvelles structures pentaantennées et la mise en évidence d'une micro-
hétérogénéité trés importante. Peu de travaux ont été publiés a ce jour
sur les structures oligosaccharidiques sialylées, mais, & la lecture de
nes premiers résultats sur le fractionnement de ces composés, nous pouvons
nous attendre & la caractérisation de molécules de structure tout & fait
particuliére, comme des structures polysialylées pentaantennées déja

caractérisées dans l'ovomucoide de Tourterelle.

L'ovomucoide posséde des propriétés biologiques trés
interessantes. Parmi celles-ci, la plus importante concerne la faculté que
posséde cette glycoprotéine d'inhiber les activités protéolytiques et
estérasiques de la trypsine en formant avec l'enzyme un coﬁblexe éguimolaire
et 1l sera intéressant dans le futur d'étudier quel r&le jouent les glycannes

dans les mécanismes d'inhibition de la trxypsine.
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INTRODUCTION

Lorsque nous avons repris en 1981 les études sur la
structure primaire des chaines glycanniques de 1l'ovomucoide de Poule,
aucune structure établie n'avait été jusqu'alors publiée et ceci malgré
les trés nombreux travaux, en particulier ceux du groupe de MONTREUIL ;
les difficultés provenaient principalement de l'effroyable hétérogénéité
des glycannes de l'ovomucoide et de l'impossibilité d'obtenir & l'état
pur des glycopeptides ou des oligosaccharides détachés par voies chimique

ou enzymatique.

Nous nous sommes donc attachés, dans un premier temps,
& préparer des chaines glycanniques homogénes. Afin d'éliminer l'hété-
rogénéité glycannes-neutres glycannes sialylés, nous avons pris comme
substrat de départ le mélange de glycopeptides neutres (glycopeptides
B de l'ovomucoide préparés par hydrolyse pronasique suivie de chromato-
graphie sur colonne échangeur de cations selon le procédé de MONSIGNY
et al. (474) (voir appendice technique) de l'ovomucoide du
blanc d'oeuf de Poule préparé selon le procédé de FREDERICQ et DEUTSCH
(475) (voir appendice technique). D'autre part, l'hétérogénéité de
séquence peptidique au voisinage des quatre sites de glycosylation de la
glycoprotéine rendant impossible la préparation de glycopeptides neutres
homogénes, nous a conduit & travailler sur les oligosaccharides détachés

des glycopeptides neutres par hydrazinolyse. Ces oligosaccharides obtenus

ont été enfin réduit et N-réacetylés (voir appendice technique).

Nous avons bénéficié, au moment oG nous reprenions ces
études, de l'explosion des technigques séparatives par chromatographie
liquide haute pression (HPLC) aussi bien au niveau de l'appareillage par
1l'apparition de pompes de chromatographie binaires et ternaires, que de
la technologie des colonnes. Ces développements nous permettent de
réaliser en des temps trés ccurts, des chromatographies de partition,
d'échanges d'ions, de phases reverses sur des colonnes de gel de Silice

=

modifié de granulométrie passant de 10 & 3 microns, ces derniers mois.

*
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Les oligbsaccharides alditols neutres que nous avons ainsi
obtenu par hydrazinolyse des glycopeptides B neutres de l'ovomucoide ont
donc été fractionnés par chromatographie de partage sur colonne de silice
greffée de type alkylamine a4 l'aide d'un gradient constitué d'acétonitrile

et d'eau.

Les oligosaccharides alditols homogénes obtenus ont été
étudiés 4 l'aide de techniques d'investigation de la ségquence primaire des
chaines glucidiques, composition par chromatographie en phase gazeuse des
méthylglycosides trifluoracétylés obtenus par méthanolyse et trifluoracétyla-
tion, perméthylation et analyse des éthers méthyliques obtenus par
méthanolyse des perméthyl oligosaccharides (voir appendice technique),
préparation des bases de méthylation 4 l'aide du tert-butoxide de potassium
et du n-butyllithium, étude des ségquences des monosaccharides i l'aide de
1l'hydrolyse acide partielle des oligosaccharides perméthylés selon la
méthode de VALENT et al. (476) suivie de l'analyse des oligosaccharides
partiellement méthylés et éthylés par GLC-MS (FOURNET et al. (477)), de
la Résonnance Magnétique Nucléaire du Proton (NMR 1H) 4 500 MHz
(VLIEGENTHART et al. (478)) et de la spectrométrie de masse (MS) & haute
résolution des oligosaccharides alditols perméthylés, ionisés par "Fast
Atom Bombardement" (FAB) & l'aide d'atom de Xenon et par impact électronique
(EI) (BARBER et al. (479) ; DELL et al. (480, 481)). Ces &études ont é&té
réalisées en collaboration avec les groupes des Professeurs J.F.G. VLIEGENTHART
a Utrecht (Hollande) et H. EGGE & Bonn (R.F.A.) respectivement.

Enfin, dans une derniére partie, nous décrivons les
résultats préliminaires obtenus sur les oligosaccharides alditols sialylés
de l'ovomucoide de Poule. Dans ce travail hous nous sommes attardés, aprés
avoir utilisé les techniques de séparation, par HPLC d'échanges d'ions
(BAENZIGER et NATOWICZ (482)), des oligosaccharides selon le nombre de
charges (mono, di, tri, tétrasialyloligosaccharides) de mettre au point une
nouvelle méthode de fractionnement par chromatographie de partage & haute
pression sur colonne de silice greffée de type alkylamine d'oligosaccharides
acides, utilisant dans la phase mobile une amine primaire (1,4-diamino-butane

DAB) dans un mélange acétonitrile-tampon phosphate.



- 82 -

ARTICLE 1

CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PRESSION DES OLIGOSACCHARIDES OBTENUS
PAR HYDRAZINOLYSE DE L'OVOMUCOIDE DE POULE

La chromatographie liquide haute pression d'oligosaccharides
neutres de l'ovomucoide de Poule sur colonne de silice modifiée de type
alkyl-amine conduit & l'isolement de 17 fractions oligosaccharidiques dont
4 ont pu é&tre isolées & l'état pur. Ce travail montre l'hétdrogénéité des

glycannes neutres de l'ovomucoide de Poule.
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Analytical and semi-preparative high-performance liquid chromato-
graphy of oligosaccharides obtained by hydrazinolysis of hen ovomu-
coid ’
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Currently. monosacchurides and oligosaccharides are satistactorily separated
by paper. ion-exchunge. thin-luyer uand gel ltrution chromatogruphy. however the
methods are time-consuming. High-pertormunce liquid chromatography (HPLQ)
using a column of porous microparticles derivatized with amino groups allows a
rapid separation of sugars'™. Since 1980, the HPLC on bonded primary amine pack-
ings of sugars derived from glvcoprotein glycuns huve been described: tructionation
of oligosaccharides und glycopeptides excreted in the urine of patients with lyso-
somial diseases®: separations of oligosaccharides obtained by digestion with endo-
glycosidase H’ or releused by f-climination of O-giycosylprotein®~®, oligosaccharides
derived from dolichol-linked oligosaccharide intermediates'®. Finally, clear separa-
tions of sialoglvcopeptides or oligosacchurides have been obtained in less thun { h by
HPLC on a Micropak AX-10 ion-exchange column!.

The present report shows that bonded primary amine packings are effective in
the rapid separation of the mixture of neutrul glveuns liberated bv hydrazinolysis of a
hen ovomucoid neutral glycopeptide.

MATERIALS AND METHODS

Glvcoproteins, glveopeptides und oligosaccharides

Ovomucoid was prepared according to Fredericq and Deutsch!?. The asialo-
glycopeptide f§ was isolated after pronase hydrolysis of ovomucoid according to Mon-
signy er al.'. Oligosacchurides were released from asialoglycopeptide 8 by hydrazi-
nolysis as previously described!*. The resulting oligosaccharides were N-reacetylated
according to Reading et «/.'5 and reduced with NaBH,.

Liquid chromatography on primary amine bonded silica

Analysis were carried out with a Spectra Physics Model 700 liquid chromato-
graph, equipped with an UV 8400 variable wavelength detector connected to a 4100
computing integrator. :

HPLC was performed on a 3-um Amino AS-5A column (0.4 .x 25 cm. Chro-
matem 33; Touzart et Matignon). A |-mg amount of oligosaccharides dissoived in 10

0021-9673/82/0000-0000,502.75  «* 1982 Elsevier Scientific Publishing Compuny
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ul of distilled water was injected into the column: for preparative chromatography,
3.5 mg of oligosaccharides dissolved in 20 ul of acetonitrile-water (30:30) were in-
jected. The column was equilibrated with the initial solvent (acetontrile-water,
65:35). After the injection, a linear gradient to acetonitrile-water (60:40) was applied
for 30 min followed by isocratic conditions during 30 min and then a linear gradient
to acetonitrile-water (50:50) for 30 min. The flow-rate was | ml/min. The oligosac-
charides were detected at 200 nm under the following conditions: sensitivity of detec-
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Fg. L. Aralysis (A) of oligosaccharides 1, 7, 11 and 14 obtained by semi-preparative chromatography (B)

of oligosaccharides from the hydrazinolysis ot hen ovomucoid neutral glycopeptide 8 on 5-um Amino AS-
5A (Chromatem 33, Touzart et Matignon). For chromatographic conditions, see Material and Methods.
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tor. 0.35: integrator attenuation. 4. for analytical chromatography; sensitivity of
detector, 0.32, integrator attenuation. 50, for semi-preparative chromatography.

Molar composition of oligosaccharides

The molar composition of oligosaccharides was determined by gas-liquid
chromatography (GLC) of trifluoroacetylated methylglycosides according to Zanetta
et al.'s,

Thin-layer chromatography { TLC) of oligosaccharides

TLC of oligosaccharides wus performed on silica gel plates (pre-coated silica
gel 60, Merck) using ethanol-n-butanol-pyridine-acetic acid-water (100:10:10:3:30
v/vjv/viv)!" during 7 h. Oligosaccharides were revealed with an orcinol-sulphuric
acid reagent'®.

RESULTS AND DISCUSSION

The separation ot 1 mixture of reduced oligosaccharides obtained by hydrazi-
nolysis from hen ovomucoid is shown in Fig. 1. The etfective separation of seventeen
fractions was obtained within 90 min on an Amino AS-3A column (Fig. 1B) and
semi-preparative chromatography on the same column allows one to obtain pure
fractions 1. 7. |1 und 14 (Fig. 1A). The results of the semi-preparative chromatogra-
phy of 4.2 mg of ovomucoid-derived oligosaccharides are given in Table 1.

TABLE(

WEIGHTS OF FRACTIONS OBTAINED BY SEMI-PREPARATIVE CHROMATOGRAPHY OF
4.2 mg OF QLIGOSACCHARIDES LIBERATED B8Y HYDRAZINOLYSIS FROM OVOMUCOID
NEUTRAL GLYCOPEPTIDE

Fraction number Weight (ug)

F-0 3124
F-1 44

F-2 36.3
F-3 935.7
F4 169.4
F-5 73.7
F-6 265

F-7 5104
F-8 146.3
F-9 283.8
F-10 400.4
F-lt 644.6
F-12 186

F-13 242

F-14 284

F-15 48.4
E-16 36.3
F-17 83.7

Recovered 3862
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The use of a 0.4 x 25 cm column filled with silica gel modified by organic
amines provides quantitative recovery (92Y%;) of the oligosaccharides without loss of
resolution. Each fraction was analysed by TLC (Fig. 2) and the carbohydrate com-
position was determined by GLC (Table II). Four fractions (1, 7, 11 and 14) are
homogeneous on the basis of HPLC and TLC and of the monosaccharide molar
composition. The latter is characterized by the absence of the presence in low
amounts of galactose and by the relative high content of N-acetylglucosamine. Of

° interest is the ratio (N-acetylglucosamine + N-acetylglucosaminitol)/mannose, i.e.,
(GlcNAc + GicNAc-ol)/Man, the value of which is related to the number of N-
acetylglucosamine branches on the mannose residues. The limiting values are .35
and 2.7 in the case of classical biantennary structures such as human serum transfer-
rin‘® and of pentaantennary structures such as turtle-dove ovomucoid??, respectively.

CONCLLSIONS

HPLC on bonded primary amine packings gives excellent fractionation of a

— e e ———

012345678 9011213115167 T

Fig. 2. TLC onsilica gel plates (Merck) of seventeen fractions obtained by semi-preparative chromatogra-
phy of oligosaccharides from the hydrazinolysis of hen ovomucoic neutral glycopeptide. Solvent: sthanol-
n-butanol-pyridine-acetic acid-water (100:10:10:3:30 v/v/v/v/v). Development time: 7 h. Oligosaccha-
rides revealed with orcinol-sulphuric acid reagent.
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TABLE I

CARBOHYDRATE COMPOSITION OF FRACTIONS OBTAINED BY SEMI-PREPARATIVE
CHROMATOGRAPHY OF OLIGOSACCHARIDES LIBERATED BY HYDRAZINOLYSIS OF
HEN OVOMUCOID NEUTRAL GLYCOPEPTIDES §

Fractions Molar ratio* GleNAce + GleNAc-ol
Gal Man GleNAce GleNAc-ol Man
1 0 3 1.3 0.94 0.74
2 0 3 294 0.81 1.2§
3 0 3 34 0.50 1.3
4 0 3 3.63 0.66 1.43
b 0 3 34 0.2 1.2
6 0 3 39 0.60 1.5
7 0 3 4.64 0.94 1.36
8 044 3 5.02 Q.61 1.87
9 0.4 3 5.38 0.63 2.0t
10 059 3 4.63 0.64 1.75
11 0.19 3 6.8 1.01 26
12 072 3 5.70 0.57 209
13 103 3 5.99 0.30 2
14 1.07 3 6.8 1.07 2.62
1S5 .52 3 6.9 o.M 233
16 1.3 3 6.21 0.57 226
17 .85 3 6.3 0.34 2.54
Native
glyco-
peptide 3 0.6 3 6 2

* The ratio of mannose (Man) was taken as 3. Gal = Galactose; GleNAc = N-acetylgiucosamine;
GleNAc-ol = N-acetylglucosaminitol.

new class of glycans constituting a compiex mixture of about twenty reduced neutral
oligosaccharides liberated by hydrazinolysis from hen ovomucoid. These glycans
are in general N-acetylglucosamine-rich and highly branched. Our results illustrate
again the usefulness of HPLC as a powerful tool to investigate the various com-
pounds encountered in the field of glycoproteins: glycans of the " N-acetyl-lactosa-
minic type” '}, of the “oligomannosidic type™’. of the “mucin type”®® and lipid
intermediate-derived oligosaccharides*?, dolichy!l pyrophosphoryl oligosaccharides®!
and peracetylated mono- and oligosaccharides?>.

The resuits obtained demonstrate the high microheterogeneity of hen ovomu-
coid, which was not revealed by our first investigations?*. The primary structure of the
numerous glycans isolated is now under investigation in order to understand the
significance of their amazing microheterogeneity better and define the characteristics
of the new class of glycans.
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ARTICLE 2

DESCRIPTION D’UNE NOUVELLE STRUCTURE GLYCANNIQUE PRESENTE DANS
L'OVOMUCOIDE DE PQULE

La structure primaire de l'oligosaccharide majeur présent
dans la fraction neutre de 1l'ovomucoide de Poule est effectuée i l'aide
de la perméthylation, l'hydrolyse acide partielle et l'analyse des
fragments par GLC-MS et la Résonance Magnétique Nucléaire du Proton &
500 MHz. L'ensemble de ces techniques conduit & décrire une structure

nouvelle de glycannes & cing antennes avec un résidu de N-acétylglucosamine

intercalaire.
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Hen ovomucoid is characterized by a high degree of
microheterogeneity of its carbohydrate moieties, as
was recently demonstrated by hydrazinolysis in com-
bination with high performance liquid chromatography
(Paz Parente, J., Strecker, G., Leroy, Y., Montreuil, .J.,
and Fournet, B. (1982) J. Chromatogr., in press). This
approach resulted in 17 oligosaccharide-alditol frac-
tions; the major one could be purified to homogeneity.
Primary structural analysis of this fraction was carried
out by methylation analysis, partial acid hydrolysis,
and 500-MHz 'H NMR spectroscopy. Combination of
these techniques enabled the unambiguous determina-
ti;:n. of a novel type of asparagine-bound carbohydrate
chain:

GleNAcB(1~4)

GlcNAcS(1—2)—Mana(1-3)
\
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method for the separation of neutral oligosaccharides obtained
by hydrazinolysis from desialylated orosomucoid by high per-
formance liquid chromatography utilizing a Micropak AX-5
ion exchange column. Recently, the hydrazinolysis products
of the neutral, 8-glycopeptide fraction from hen ovomucoid
were subjected to HPLC; this afforded 17 oligosaccharide-
alditol fractions (2). The aim of the present study is the
elucidation of the primary structure of the major one among
these oligosaccharide-alditols by employment of methylation
analysis, partial acid hydrolysis, mass spectrometry, and 50 -
MHz 'H NMR spectroscopy.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Ovomucoid was prepared according to Fredericq and Deutsch (3).
The asialoglycopeptide, designated S-glycopeptide, was isolated after
pronase digestion of ovomucoid according to Monsigny et al. (4) and
the oligosaccharides of the A-glycopeptide were released by hydrazin-
olysis (5). These oligosaccharides were re-N-acetylated (6) and then
reduced with NaBH.. The resulting oligosaccharide-alditols were
fractionated by semipreparative HPLC on Amino AS.5A (5 um,
Touzard et Matignon) (2). The major fraction 11 was further analyzed.

The carbohydrate composition of the oligosaccharide alditol frac-
tion I! was determined by GLC after methanolysis (0.5 m HCl/
methanol; 24 h; 80 °C) and pertrifluoroacetylation (7).

I mg of oligosaccharide-alditol fraction /1 was methylated accord-
ing to Finne et al. (8). The permethyloligosaccharide-alditol was
methanolysed and the products were identified by GLC-MS (9) after
peracetyiation.

The permethylated oligosaccharide-alditol fraction 17 (1.2 mg) was
submitted to partial acid hydrolysis (formic acid 85%; 30 min; 80 °C)
followed by reduction with NaBD, (0.2 M) and ethylation of the free
hydroxyl groups (10). The partially methylated, ethylated preducts
were analyzed by GLC-MS on a capillary column (0.4 mm X 60 m) of
OV 101 (temperature programmed 5 °C/min ‘from 140 to 320 °C;
helium pressure, 0.4 bar).

Prior to '"H NMR spectral analysis, 1 mg of oligosaccharide-alditol
fraction /] was repeatedly exchanged in D,0 (99.96 atom % D,
Aldrich) with intermediate lyophilization. 'H NMR spectroscopic
analysis was performed on a Bruker WM-500 spectrometer operating
at 500 MHz in the Fourier transform mode at a probe temperature of
1300 K (11). Chemical shifts are given relative to sodium 4,4-dimethyl-

GleNAcB(1—4)—Manf(1-4)GleNAcB{1—4)GleNAc(-0l) 4_gilapentane-1-sulfonate (indirectly to acetone in D.0:8 = 2.225

/
GlcNAcB(1~+2)—Mana(1-8)
GleNAcB(1-4)
GlcNAcfB(1—86)

Hydrazinolysis of glycoproteins allows one to obtain mix-
tures of oligosaccharides which are easily separated by
HPLC.! In this way, Mellis and Baenziger (1) developed a

* This investigation was supported by the Centre National de la

Recherche Scientifique (Laboratoire Associé n” 217), the Délégation
Générale a la Recherche Scientifique et Technique (79.7.0669), the
Netherlands Foundation for Chemical Research (SON) with financial
aid from the Netherlands Organization for the Advancement of Pure
Research (ZWOQ), and by the Netherlands Foundation for Cancer
Research (Grant UUKC-OC 79-13). The costs of publication of this
article were defrayed in part by the payment of page charges. This
article must therefore be hereby marked “advertisement” in accord-
ance with 18 U.S.C. Section 1734 solely to indicate this fac..

t To whom all correspondence should be addressed.

' The abbreviations used are: HPLC, high performance liquid chro-

ppm).

RESULTS AND DISCUSSION

The separation of the oligosaccharide-alditols from g8-gly-
copeptide of hen ovomucoid by semipreparative HPLC is
illustrated in Fig. 1. The major (~15%) oligosaccharide-alditol
fraction 11 is composed of galactose, mannose, N-acetylglu-
cosamine, and N-acetylglucosaminitol with molar ratios 0.18,
3, 6.8, and 1.01, respectively. Mannose has been taken as 3.
The GleNAc+GlcNAc-ol/Man ratio is 2.6. A similar, relatively
high value of the ratio total GleNAc:Man, being 2.6, has been
found in glycopeptides derived from turtledove ovomucoid
(12).

The results of methylation analysis of fraction /1 (see Table
) reveal the presence of two different mono-O-methylman-
nosides in equal amounts: methyl 2-mono-O-methylmanno-
side and methyl 3-mono-O-methylmannoside. These deriva-
tives were identified by GLC-MS (9, 12, 13). Assuming the
presence of a mannotriose core structure (14), the identifica-

matography; GLC, gas-liquid chromatography; GLC-MS, gas-liquid
chromatography combined with mass spectrometry.
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tion of the 2-mono-O-methyl-3,4,6-tri-O-acetylmannoside sug-
gests the occurrence of an intersecting GlcNAc residue,
B(1—4) linked to Man 3. The 3-mono-O-methyl-2,4,6-tri-O-
acetylmannoside points to a trisubstitution either of Man 4 or
of Man 4’. Discrimination between these two possibilities was
achieved by partial acid hydrolysis of the permethylated
oligosaccharide-alditol 11, followed by identification of the
resulting partially ethylated, methylated disaccharide-aldi-
tols, Man — Man-ol. The mass spectra of the partially ethyl-
ated methylated Man-(1—6)-Man-ol and Man-(1-3)-Man-
ol are given in Fig. 2. The structure of the disaccharide-
alditol 2,4,6-tri-O-ethyl-3-mono-O-methylmannopyranosido-
(1—-»6)-l,3,4,5-tetra~0—ethyl-2-mono-O-methylmannitol (Fig.

' 24) is characterized by the aA fragments: aA, m/z 261, aA.

m/z 229 and 215, which show the substitution pattern of the
nonreducing hexose (mannose) residue, and the alditol frag-
ment, ald m/z 292. The presence of an ald J, ion, m/z 352, is
due to the occurrence of a methyl group at C-3 of the nonre-
ducing hexose, corresponding to 3-mono-O-methyl-Man. The
fragments m/z 220 and 407 allow us to confirm the (1—6)
linkage between mannose and mannitol. The occurrence
of the ion m/z 104 indicates that the mannitol residue
is substituted by a methyl group at C-2 (m/z 104,

+
C—gHaO(]?HD—-gHa()CHg). The structure of the disaccharide-

alditol 2,4-di-O-ethyl-3,6-di-O-methylmannopyranosido-(1—
3)-1,4,5,6-tetra-O-ethyl-2-mono-O-methylmannitol (Fig. 2B)
is confirmed by the aA fragments aA; m/z 247, aA., 215 and
201, reflecting the substitution at the nonreducing hexose, and
the alditol fragment, ald m/z 292. The fragment m/z 175, in
combination with 129 (elimination of ethanol), suggests a (1
—3) glycosidic linkage in this disaccharide-alditol. These re-
sults lead to the conclusion that the (1—3)-linked core Man
(4) bears 2 GlcNAc residues, namely in (1—2)-linkage and in

.
- n %
é \r...__,, S I.oo 2
21 v 8 (' 3
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i i Yo, [
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[ 0 20 X 4 50 60 70 )
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Fi1c. 1. Chromatographic analysis of oligosaccharide 11 (A)
obtained by semipreparative high performance liquid chro-
matography of oligosaccharides obtained by hydrazinolysis of
hen ovomucoid neutral glycopeptide and (B) on 5 um Amino
AS-5A (Touzard and Matignon).

. TasLE |
Molar ratios of monosaccharide methyl ethers present in the
methanolysates of the permethylated glycopeptides derived from
oligosaccharide 11

mb:"'hyhl m'ila Molar ratio
mol/mol
oligosaccharide
3,6-di-OMe-Man* 1 (0.88)
2-mono-OMe-Man 1(1.2)
3-mono-OMe-Man 1
3,4,6-tri-OMe-Gle-NAcNMe 6 (5.8)
3,6-di-OMe-Glec-NAcNMe 1 (0.90)
1,3,5,6-tetra-OMe-Glc-ol-NAcNMe 1 (0.93)

2 OMe, O-methyl; NAcNMe, acetyl-N-methyl.
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Fic. 2. Mass spectra of 3-0-Me-2,4,6-0-Et-Man-(1 — 6)-2-0-
Me-1,3,4,5-0-Et-Man-ol (A) and of 3,6-0-Me-2,4-0-Et-Man-(1
— 3)-2-0-Me-1,4,5,6-0-Et-Man-ol (B).

400

(1—dj-linkage (GlcNAc¢ 3 and 7. respectively), while the
(1—6)-linked Man residue (4°) is trisubstituted by GlcNAc
residues, namely in (1—2)-linkage by GleNAc 3%, in (1—86)-
linkage by GleNAc 7’, and in (1—4)-linkage by GicNAc 10”.

In order to obtain independent proof of the structure of
fraction /1, the sample was subjected to 500-MHz 'H NMR
spectroscopy. Pertinent regions of the resolution-enhanced
spectrum are depicted in Fig. 3. For the interpretation of the
spectrum in terms of primary structural assignments, advan-
tage was taken from the spectral data for a glycopeptide from
chicken ovotransferrin (15, 16) and from those for another
oligosaccharide-alditol fraction {7) from hen ovomucoid (2).
The chemical shifts of the structural reporter groups (11, 16)
of fraction 11 and of the two reference substances are compiled
in Table II.

Comparison of the data for the ovotransferrin glycopeptide
with those for ovornucoid fraction 7 demonstrates the identical
branching pattern of the mannotriose core, i.e. substitution by
GleNAc 7, 5, 9, and 5, in both structures. Apparently, the
spectral features of the peripheral residues are not affected by
the transformation of GlcNAc—Asn into GlcNAc-ol (see Ta-
ble II) thereby making this type of reduced oligosaccharide
suitable compounds for 'H NMR investigation.

The presence of the GleNAcS(1—4)GlcNAc-ol structural
element in 1/ comes to expression ir: (i) the occurrence of a
GleNAc-ol H-2 signal at 8 = 4.255 ppm in the region of the
Man H-2 signals; and (ii) an N-acetyl signal of GleNAc-ol at
2.05 < & < 2.07 ppm, instead of 2.00 < § < 2.01 ppm as usual
for GleNAe 1 B-linked to Asn (16). Furthermore, the chemical

<&
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/‘ \ j U regions of the resolution-enhanced,
/- \. 500 MHz 'H NMR spectrum of oligo-

saccharide-alditol 11 derived from
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anomaric protons

108 108 204 102 e hen f-ovomucoid, in D.O at 300 K.
The numbers in the spectrum refer to
the corresponding residues in the struc-
ture. The relative intensity scale, as well
as the chemical shift scale, of the N-
acetyl proton region (see inset) differ
from those of the other part of the spec-
trum, as indicated.

Man H-2 atoms

2 — 3 g} o 4

shifts of H-1 and of the N-acetyl signal of GlcNAc 2 are
slightly but significantly altered as compared to the values for
a glycopeptide (see Table II).

The presence of the mannotriose core is clearly deducible
from the occurrence of three Man H-1 signals having 4.7 < §
< 5.1 ppm and J;2 < 2 Hz, and of three corresponding H-2
signals in the typical spectral region 4.0 < § < 4.3 ppm. The
core is extended at the peripheral side with six GlcNAc
residues in B-linkage, because the spectrum reveals 7 anomeric
doublets (4.4 < § < 4.7 ppm; J1; > 8 Hz), one of which belongs
to GlcNAc 2 of the core. This conclusion is corroborated by
the presence of 8 N-acetyl signals, two of which are attributed
to GlcNAc 2 and GleNAc-ol.

The H-1 signal at rather high field position (8 = 4.443 ppm),
together with one of the N-acetyl signals at § = 2.065 ppm,
points to the presence of the intersecting GlcNAc¢ 9 (compare
with the ovotransferrin glycopeptide, Table II, and with re-
lated substances (16, 17)). This conclusion is supported by the
chemical shifts of H-1 and H-2 of Man 4 (see Table Il
compare with 7), which further indicate the branching pattern
of Man 4 to be as in triantennary structures, that is, with
GleNAc 5 in 8(1—2)- linkage and GlecNAc 7 in 8(1—4)-link-
age. The Man 4 H-3 signal, which is a reporter group partic-
ularly for this type of disubstitution of Man 4 (16}, is found at
8 = 4.043 ppm (see Fig. 3), corroborating the presence of this
structural element in the upper branch of 11.

The predominant differences in chemical shift between the
reporter groups of fractions /] and 7 are observed for H-1 and
H-2 of Man 4’. The set of values for 11 (8H-1 = 4.889 ppm;
SH-2 = 4,161 ppm) has not been found, so far, and reflects the
trisubstitution of Man 4’. It is well known (16) that the
attachment of GlcNAc in 8(1-»4)-linkage to an «a-Man residue
(4) does not influence the chemical shift of H-1 of th.s Man,
but only gives rise to a downfield shift for Man H-2 (A8 = 0.03

. ppm). Introduction of GIcNAc in B(1—6)-linkage to an «-Man
residue (4”) results in upfield shifts both for H-1 (A8 = -0.07
ppm) and for H-2 (A8 = —~0.02 ppm) of the «-Man (16). In the
step from 7 to 11 (see Table II), for H-1 of Man 4, an upfield
shift is observed (A8 = —0.11 ppm) while H-2 shifts downfield

(A8 = 0.015 ppm). The directions of the shift effects on Man
4’ H-1 and H-2 are in line with the 2,4,6-trisubstitution of Man
4’, revealed by methylation analysis in combination with
partial acid hydrolysis. However, due to steric hindrance of
the residues 5°, 7, and 10, precise values for the chemical
shifts of H-1 and H-2 of Man 4’ cannot be deduced by starting
at the data of 7, and simply adding the aforementioned effects
of attachment of 3(1-+4)-linked and B(1—8)-linked GlcNAc
to these. Tentative assignments for the H-1 doublets and the
N-acetyl singlets of GlcNAc residues 5%, 7, and 10’ are indi-
cated in T'able Il and Fig. 3.

In summary, the 500-MHz 'H NMR spectrum clearly shows
the detailed branching pattern of the mannoctriose core in
fraction /I from hen B-ovomucoid. Owing to the trisubstitu-
tion of Man 4’, its H-4 signal emerges out of the bulk of the
skeleton protons toward 8 = 4.194 ppm: this signal can be
conceived as a structural reporter group for this particular
branching pattern. The differences in the chemical shifts of
most of the structural reporter groups of 11, as compared to
7 {see Table II) suggest a considerable change of spatial
structure by the introduction of GlcNAc residues 7° and 10”.
The structure of oligosaccharide-alditol 11 appears to be as
follows:

(}l}’rNAc/f(l-—H
GlgNAc/)’( f2) — Mgnn(!-ﬂ)
GleNAcS( =) ManfB(1+4)GleNAcB(1-4)Glc NAc-ol
9 /3 2 1

Gl(él"ir\c/f( 2} — Mix}a( l-6)
GleNAcfi{1-4)

10
GleNA¢(1-6)

7'

This structure is 1 novel type of glycoprotein carbohydrate
chain. The simultaneous presence of GlcNAc residues 7, 3, 8,
and 9 in one structure had been described for chicken ovo-
transferrin (15, 16). The presence of Man 4, trisubstituted as
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‘H chemical shifts of structural reporter groups of constituent monosaccharides for two oligosaccharide-alditol fractions (7 and 11) from

hen B-ovomucoid and for a glvcopeptide from chicken ovotransferrin (15,16)

Chentical shift” in

Reporter group Residue
% I ymeAsn
[
i
C———/ Arg
Ovotransferrin Ovomucoid fraction 7
Ovomucoid fraction 11
e e - p
1 3.056
2 4.613 4.632 4.626
3 4.687 4.696 4.712
4 5.057 5.057 5.067
4’ 4.998 4.999 4.889
H-1of 5 4.537 4.540 4.539
5 4.545 4.543 4.545
7 4.520 4.516 4.517
7 4.517"
9 4.463 4.464 4.443
10 4.583"
1-0l 4.246 4.255
3 - 4.146 4.146 4.145
H-2 of 4 1282 1.284 4.276
4’ 4.141 4.146 4.161
1 2,008
1-oi 2.055 2.065°
2 2077 2.079 2.084
5 2,057 2,055 2.054¢
NAc of 5 2,048 2.048 2.045
7 2,082 2.083 2.084
7 2.093
9 2.063 2.064 2.065
10’ 2.122¢

in D20 at 300 K. Compounds are represented by schematic structures (cf. (16)): O— = GleNAc; O— = Man. For complete structures and

numbering of residues, see Fig. 3.
<4 Assignments are interchangeable.

shown above, once has been suggested for a glycopeptide
mixture from turtledove ovomucoid (12). However, by HPLC
it turned out to be possible to purify such a penta-antennary
structure with an additional intersecting GlcNAc residue to
homogeneity, thereby permitting rapid and reliable structural
elucidation by combination of permethylation analysis, partial
acid hydrolysis, and 500-MHz 'H NMR spectroscopy.

The first structure of ovomucoid glycan was proposed by
Stacey and Wooley (18), in 1940-1942, and was described by
the authors as follows: “By glycosidic attachment, seven N-
acetylglucosamine units radiate from a central core of three
D-mannose units. It is considered that this compound does not
represent a repeating unit but rather that it depicts the whole
molecule as being that of a hen decasaccharide. In regard to
the structure of ovomucoid itself, it would appear that the
peptide constituents are mainly attached to the N-acetyl-p-
glucosamine terminal residues.” Reading these sentences, it is
amazing that they still remain true 40 years later.

Acknowledgments—Thanks are due to G. Ricart and Y. Leroy
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ARTICLE 3

APPLICATION DE LA RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE DU PROTON A 500 MHz
A L'ETUDE DE NOUVELLES STRUCTURES GLYCANNIQUES DE L'OVOMUCOIDE DE POULE

L'analyse structurale de 3 oligosaccharides isolés par
chromatographie liquide haute pression (h.p.l.c.) des hydrazinolysats
de l'ovomucoide est effectuée par perméthylation et Résonance Magnétique
Nucléaire du Proton & 500 MHz. Le résultat le plus intéressant consiste
en la localisation d'un résidu de galactose sur ﬁne branche d'un

oligosaccharide pentaantenné.
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Primary structure of a novel N-glycosidic carbohydrate unit,
derived from hen ovomucoid

A 300-MHz 'H-NMR study
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The MN-glycosidic carbohydrate chains of hen G-ovomucoid were released from the protein by
hydrazinolysis, and separated by HPLC. Primary structural analysis of 3 major (ractions was conduczed
by applying 500-MHz 'H-NMR spectroscopy in combination with methylation analysis. One of the
fracdons investigated appeared (0 consist of an intersected penta-antennary structure extended with one
Gal residue. The location of the latter in a certain branch could be established unambiguousiy by NMR.
This structure is 2 novel member of the family of N-giycosidic carbohydrates of glycoproteins.,

Carbohydrate structure
HPLC

Ovomucoid

1. INTRODUCTION

In (1] we have described the separation by

HPLC of 17 oligosaccharides which were released -

from hen ovomucoid by hydrazinolysis. Recently,
the primary-structural analysis of oligosaccharide
11, the most abundant one, was carried out by
methylation analysis, partial acid hydrolysis and
500-MHz 'H-NMR spectroscopy (2]. Combination
of these techniques enabled to connect unam-
biguously the primary structure of oligosaccharide
1l to the unovel type of pentaantennary N-
glycosidic glycans discovered in turtle-dove
ovomucoid [3,4].

¢ To whom correspondence should be addressed

Abbreviations: HPLC, high-pressure liquid chromato-
graphy: GLC, gas-liquid chromatography; GLC-MS,
gas-liquid chromatography combined with mass spsc-
trometer; NMR, nuciear magnetic resonance

Published by Elsevier Binmedical Press

{Microjheterogenesty
{H-NMR

Hydrazinolysis

Here, we report on the primary structure of
oligosaccharides /, 7 and /4, determined by ap-
plication of 500-MHz 'H-NMR spectroscopy in
combination with methylation analysis.

2. MATERIALS AND METHODS

Hen ovomucoid was prepared as in [{5]. After
pronase digestion, the asialo glycopeptide
designated ‘F-glycopeptide’ was isolated as in {6].
Oligosaccharides were released from :the 4-
glycopeptide by hydrazinolysis {7]. Subsequently
they were re-/V-acerylated [8] and reducad with
NaBH.. The resulting mixture of oligosaccharide
alditols was fractionated by semi-preparative
HPLC; 17 fractions were obtained [1]. Here, the
oligosaccharides [/, 7 and /4 are further
investigated.

Quantitative carbohydrate analysis of the
oligosaccharides was carried out by GLC after
methanolysis and pertrifluoroacetylation [9].

00145793/83/0000~0000/53.00 ® Federation of European Biochemical Societies
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Permethylation of the oligosaccharides was per-
formed according to [10] and the partially me-
thylated monosaccharides were identifed by
GLC-MS according to [11].

For 'H-NMR analysis, the oligosaccharides were
repeatedly exchanged in D;0. 'H-NMR spec-
troscopic analysis was performed on a Bruker
WM-500 spectrometer (SON hf-NMR facility,
Nijmegen) operating at 500 MHz in the Fourier
transform mode at a probe temperature of 300 K
{12}]. Chemical shifts are given in ppm relative to
sodium 4,4-dimethyl-4-silapentane-1-sulfonate
(DSS) (indirectly to acetone in D.0: § 2.225).

3. RESULTS
3.1. Carbohydrate composition; permethylation
studies
The molar carbohydrate compositions of

oligosaccharides I/, 7 and /4 are reported-in table
1. The number of Man residues for each oligosac-
charide being set to 3, one residue of GlcNAc-ol is
found in each of the 3 oligosaccharides; besides !,
5 and 7, GlcNAc residues occur in oligosaccharides
1, 7 and 14, respectively. For the latter oligosac-
charide, the same relatively high value for the ratio
total GlcNAc:Man (2.6) is found, as for the
glycopeptides derived from the turtle-dove ovomu-
coid [4] and oligosaccharide [/ from hen
ovomucoid (2].

The molar ratios of the monosaccharide methyl

ethers derived from the permethylated oligosac--

charides /, 7 and /4 are compiled in table 2. The
results for oligosaccharide / are in accord with a
trimannosyi-di-/V-acetyichitobiose core structure,
as has been described also for quail ovomucoid

Table 1
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{13). For oligosaccharide 7, methyi-2-mono-O-
methy! mannoside is found, which suggests the oc-
currence of an intersecting GlcNAc residue
(1—4)-linked to Man 3. (For numbering of sugar
residues see fig.1-3). The same methyl ethers as
for 7 were found previously for glycopeptides ob-
tained from chicken ovotransferrin [14]. Methyla-
tion analysis of the oligosaccharide /4, like that of
oligosaccharide 77 [2] reveals the presence of two
different mono-O-methyl-mannosides in equal
amounts: methyl 2- and methy! 3-mono-O-methyl
mannosides. The presence of the two mono-O-
methyl ethers of mannose had been demonstrated
already by methylation analysis of glycopeptides
from turtie-dove ovomucoid {4] and of total hen
ovomucoid (3,15]. These results indicate that one
residue of mannose is substituted at positions 2
and 4, a second mannose at positions 3, 4 and 6
and the third mannose at positions 2, 4 and 6. The
difference between oligosaccharides 7/ [2] and /4
is the presence of one Gal residue in terminal
non-reducing position in /4, witness the presence
of methyl-2,3,4,6-tetra-O-methyl  galactoside
(1 —4)-linked to one of the GlcNAc residues. No
indications useful for localization of the Gal
residue in a certain branch can be derived from
sugar and methylation analysis.

3.2. 500-MHz 'H-NMR spectroscopy

To elucidate the primary structures of the hen
ovomucoid oligosaccharides /, 7and /4, 500-MHz
"H-NMR spectra of the compounds in D20 were
recorded. Relevant NMR parameters for the 3
fractions are listed in table 3; for reference pur-
poses, those for fraction // have been included (¢f.
[2]). The structural-reporter-group regions of the

Carbohydrate composition of oligosaccharide /, 7 and /4 obtained by semi-preparative
HPLC of glycans liberated from hen ovomucoid neutral-glycopeptide by hydrazinolysis

Oligosaccharide Molar ratio® of GleNAc +
GleNAc-ol ratio
Gal Man GleNAc  GleNAc-ol Man
1 0 3 1.30 0.94 0.74
7 0 3 4.64 0.94 1.86
14 1.07 3 6.80 1.07 2.62

* Man taken as 3
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Table 2
Molar ratios of monosaccharide methyl ethers present in the methanolysates of the permethylated oligosaccharides /,
7 and 14
Oligo- Partially methylated monkosaccharidc (mol/mol) of oligosaccharides)
saccha-
ride 2,3,4,6- 2,3,4,6- 3,4,6 2,4-di-  3,6-di- 2-Mono- 3-Mono-  3,4,6- 3.6-di 1,3,5,6-
tetra- tetra- tri- OMe- OMe- OMe-  OMe- tri- OMe-Gle tetra-
OMe- OMe- OMe- Man Man Man Man OMe-Glc NAcNMe OMeGlc-ol
Gal* Man Man NAcNMe® NAcNMe
1 - 1.90 - L - - - - 0.91 0.95
7 - - 1.1 - 0.87 L - 3.88 0.9 0.98
14 0.9 - - - 0.92 1.1 L 4.82 1.9 0.91

* O-Methyl is abbreviated as OMe
® N-acetyl-N-methyt is abbreviated as NAcNMe

500-MHz ‘H-NMR spectrum of /4, as a typical ex-
ample, are depicted in fig.l.

Comparison of the 'H-NMR data for com-
pounds /, 7, I/ and /4 reveals that all 4 of them
are reduced oligosaccharides having in common
the GlcNAc F(1——4)-GlcNAc-ol structural ele-
ment. The spectral features that are characteristic
for the presence of this unit are the H-2 signal of
GlcNAc-1-ol at § = 4.25 (seemingly, a broadlined
quartet in the Man H-2 region of the spectrum,
4.0< § < 4.3, see fig.1), the H-1 doublet of
GlcNAc-2 at § = 4,63 (this chemical shift value, in
combination with Ji; being 7.85 Hz, points to the
G(1—4)-linkage of GicNAc-2 to 1
GlcNAc-1; see also (2]), and two N-acetyl methyl
singlets at § = 2.055 and = 2.08 for GicNAc-1-ol
and GlcNAc-2, respectively. Furthermore, ail 4
compounds contain the mannotriose branching
core that is usually found in MN-glycosidic car-
bohydrate chains. Evidence for this stems from the
occurrence of 3 Man H-1 signals, and also of 3
Man H-2 signals, in each of the spectra (see, for ex-
ample, fig.1). The characteristic shapes of these
signals point t0 a #-glycosidic linkage for one of
the mannoses (designated Man-3) and to a-
glycosidic linkages for the other two (dssignated 4
and 4°) [16].

Compound / is an incomplete diantennary struc-
ture that possesses both Man-4 and Man-4’ in ter-
minal, non-reducing position. This can be conclud-
ed from comparison of the H-1 and H-2 chemical
shifts of these residues in / (see table 3) with those
for terminal Man-4 and Man-4' residues in the

L)

reduced .

oligomannoside-type giyco-asparagines M,GP and
MGP {17}, or in oligosaccharides like M:G from
mannosidosis urine [18], Ala and Alb from human
meconium {19}, and 22 and 25 from urine of pa-
tients with Morquio syndrome type B [20].
Therefore, the structure of compound / appears to
be Man a(l—3){Man a(l —6)|Man 4(1 —4)-
GlcNAcS(1 —4)GleNAc-ol.

The resonance positions of the Man-3, 4 and
-4’ H-1 and H-2 atoms in the spectrum of com-
pound 7 indicate the branching pattern to be in-
tersected triantennary. This can be readily inferred
from comparison of these shift data (see table 3)
with those described for a glycopeptide derived
from chicken ovotransferrin (14,16]. Moreover,
the peripheral part of the structure of the
ovotransferrin glycopeptide just mentioned and
that of compound 7 from hen ovomucoid are iden-
tical. The correctness of this conclusion is proved
by the perfect accord between the H-1 and also the
NACc signals of the 4 terminal GlcNAc residues for
these compounds, both as to their number, as well
as to their chemical shifts.

The 'H-NMR spectral features of the intersected
pentaantennary structure // have been described in
detail {2]. [t shouid be mentioned that such a type
of branching (i.e., a 2,4-disubstitution of Man-4
and a 2,4,6-trisubstitution of Man-4’ besides the
presence of the intersecting GicNAc-9) gives rise to
a unique set of Man H-1 and H-2 chemical shifts.
In addition, the Man-4 H-3 and Man-4' H-4
signals occupy typical positions. Comparison of
the corresponding Man H-1, H-2, H-3 and H-4
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Table 3

'H chemical shifts of structural-reporter groups of constituent monosaccharides for some major carbohydrates from
hen J-ovomucoid*
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Reporter group Residue® Compound and schematic structure®
! 7 1 14
E ‘ N
\)—4- -t - o — —a0 _}*.0‘
A
2 4.637 4.632 4.626 4.626
1 ~4.78 4.696 4.712 4.712
4 5.103 5.057 5.067 5.066
4’ 4.915 4.999 4.389 4.8%0
3 - 4.540 4.539 4.538
H-1 of s - 4.543 4.545 4.545
7 - 4.516 4.517 4.538
A - - 4.517¢ 4.518¢
3 - - - 4.471
9 - 4.464 4.443 4.443
10 - - 4.5834 4.586%
Lol 4.244 4.246 4.255 4.254
He2 of 3 4,259 4.146 4.145 4.145
4 4.067 4.284 4.276 4.277
4’ 3.974 4.146 4.161 4.158
H-3 of 4 n.d. 4.048 4.043 4.044
H-4 of 4 n.d. n.d. 4.194 4.194
Lol 2.055 2.055 2.054¢ 2.053¢
2 2.076 2.079 2.084 2.084
3 - 2.055 2.065¢ 2.064°
5 - 2.048 2.045 2.045
NAc of 7 - 2.083 2.084 2.079
7 - - 2.093° 2.093°
) - 2.064 2.065 2.064
1o - - 2122 2.121¢

*  Chemical shifts are given at 300 K, in ppm downfield from internal DSS in D,O

b
¢

ded assignments may have to be interchanged

n.d., value could not be determined

chemical shifts for compounds 7 and // (see table
3) reveals that thcse for Man-4’' deviate con-
siderably, while those for Man-4 are essentially the
same for both compounds. This led us to the con-

For numbering of monosaccharide residues and complete structures, see fig.3
Compounds are represented by schematic structures (¢f. [17]); (#——) GlcNAc: (=) Man; (#——) Gal

clusion [2] that Man-4’ in /7 is the trisubstituted

Man residue,

the occurrence of which was

established by methylation analysis. Apart from
the core GleNACc signais, another seven GlcNAc
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Fig.1. Structural reporter-group regions of the resolution-enhanced 500-MHz ‘H-NMR spectrum of oligosaccharide-

alditol /4, derived from hen ovomucoid, in D20 at 300 K. The numbers in the spectrum refer to the corresponding

residues in the structure. The refative-intensity scale of the N-acetyl proton region differs from that of the other part
of the spectrum, as indicated.

H-1 doublets and NAc singlets are observed:

Methylation analysis of compound 1[4 (see
table 2) suggested that the latter might differ from
structure // only in the presence of a terminal Gal
residue, (1—4)-linked to a GlcNAc. Once this
sugestion is verified, the position of Gal in a cer-
tain branch remains to be established. In order to
facilitate comparison between the 500-MHz 'H-
NMR spectra of fractions // and /4, pertinent
parts of both are presented in fig.2.

The branching pattern of the mannotriose core
in /4 is indeed the same as in //, as can be readily
inferred from the perfect accordance of the Man
H-1 and also the H-2 chemical shifts (see also table
3). The resonance position of Man-4 H-3 (¢ 4.044)
corroborates the 2,4-disubstitution of this residue,
that of Man-4' H-4 (6§ 4.194) confirms the
2,4,6-trisubstitution of the latter residue. From

comparison of the F-anomeric region (4.4 <6 <

4.7) of both spectra (see fig.2), it is obvious that in
the spectrum of /4 one additional doublet is pre-
sent, at 6 4.471 (J1.2 = 7.8 Hz). This combination
of 4- and J-value is known to be characteristic for
a terminal Gal residue F(1 —4)-linked to GlcNAc
{10,16]. Thus, compound /4 appears (o be an ex-
tension of compound // with one Gal residue.
The attachment of this Gal residue to structure
1] causes two significant chemical-shift alterations
of GlecNAc structural-reporter groups. First, one
of the two H-1 doublets at 6 4.517 for /17 is shifted
towards & 4.538 for /4, while the positions of all
other anomeric doublets are unchanged, going
from /] to 14. Secondly, one of the two N-acetyl
singlets, coinciding at § 2.084 for [/, is shifted
towards ¢ 2.079. The N-acetyl signals at § 2.084 for
1] were unambiguously assigned to GlcNAc-2 and
-7 (¢f. compound 7, table 3) (2]. The doublets ccin-
ciding at § 4.517 for /1 belong to the H-1 atoms of
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Fig.2. Pertinent structural reporter-group regions of the resolution-enhanced $00-MHz 'H-NMR spectra of

oligosaccharide-alditols /7 (lower trace) and /4 (upper trace) from hen ovomucoid. Compounds are represented by

schematic structures; (@) GlcNAG¢; (¢—) Man; (w——) Gal. The numbers in the spectra refer to corresponding

residues in the structures (see fig.l and 3). The relative-intensity scales of the MV-acetyl proton regions differ from those
of the other parts of the spectra, as indicated.
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GlcNAc-7 and either of GleNAc-7’ or of -10’. The
observed shift increments (for H-1, 46 =
0.02 ppm, and for NAc, 46 = -0.005 ppm), if oc-
curring simultaneously, are very typical for the at-
tachment of Gal in (1 ——4)-linkage to GlcNAc
[16,21]. Since GlcNAc-2 is already substituted by
Man-3 in §(1 —=4)-linkage, only GlcNAc-7 can be
considered to be the GIcNAc residue that bears Gal
in oligosaccharide /4. Therefore, Gal in fraction
14 has been identified to be Gal-§ (see fig.l).

Mana(l = 3)
4 \

1

= / 3 2

Mapa(l - §) -
6‘

GleNAc8 (1l = 4)
7

GleNAc8(l *» 2) v Mana(l =+ 3)
4
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4. CONCLUSIONS

The structures which can be proposed on the
basis of the results of 500-MHz 'H-NMR spec-
troscopy in conjunction with methylation analysis
for the oligosaccharides /, 7 and /4 from hen
ovomucoid are summarized in fig.3. Oligosac-
charide ! corresponds to the core structure of N-
giycosidic glycans of glycoprotein; the same
primary structure has been isolated from quail

Man8(1 + 4)GlcNAcB(1l -+ 4)GlcNAc~ol

GleNAc3(l + 4)Man8(1 ~ 4)GleNAcB(] + 4)GlcNAc~cl

2 |

GlcNAc8(]l + 4) wm ManB(l +~ 4)GlcNAeS8(1 = 4)GlcNAc~ol

3 2 |

7 s 4
2 3
GleNAc8(l + 2) we= Mana(l = 6)
2' &'
GalB(l + 8) e GleNACB(1 + &)
8 7
GlcNAc8 (]l + 2) === Mana(l - 3)
5 :
14
- 3
GleNAcS (1l + 2)e——Mana(l =+ 6)
3' 4’
GleNAc8(1 =+ 4)
10
GlcNAcB(l + 8&)
7'

Fig.3. Structures of oligosaccharide-alditois /, 7 and /4, isolated from hen ovomucoid.
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ovomucoid [13]. Oligosaccharide 7 is essentially
identical to the carbohydrate moiety of chicken
ovotransferrin {14]. Oligosaccharide /4 possesses a
pentaantennary structure with an intersecring
GlcNAc residue and one Gal residue G(1 —4)-
linked to GleNAc-7. It is an extension of oligosac-
charide //, the NMR parameters of which were
described in [2]. The subtle differences between the
NMR parameters of the structural-reporter groups
of GlcNAc 7 for oligosaccharide /4 as compared to
11, enabled to establish that Gal in /4 is linked to
GleNAc-7. It is remarkable that in hybrid type, N-
glycosidic oligosaccharides containing a Gal
residue, this Gal has been found to occur also in
B(1—4)-linkage to GicNAc-I [22]. This novel
pentaantennary structure was also demonstrated in
turtle-dove ovomucoid (3,4].
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ANALYSE D'OLIGOSACCHARIDES ISOLES DE L'OVOMUCOIDE DE POULE PAR
FAB~MS et EI-MS

L'analyse d'oligosaccharides perméthylés par FAB~-MS
et EI-MS permet de confirmer les séquences primaires de glycannes
obtenus par perméthylation et Résonénce Magnétique Nucléaire du
Proton & 500 MHz. Cette technique conduit en ocutre & préciser la

masse moléculaire des constituants et a4 caractériser des oligosaccha-

rides mineurs qui souillent les préparations.
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Carbohydrate structures of hen ovomucoid

A mass. spectrometric analysis
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The apparently homogenous N-glycosidically-linked glycans 1, 7, 11 and 14 rejeased by hydrazinolysis
from hen ovomucoid were analysed by fast atom bombardment and eleciron-impact mass spectrometry
after reduction and permethyiation. The spectra support the primary structures established independently
(FEBS Letters (1983) 152, 145=152) using methylation analysis, partial acid hydrolysis and 500 MHz 'H
NMR spectroscopy. [n addition to the major constituents present in fractions 1, 7; 11 and 14, four minor
components not detected by other methods couid be characrerized with the aid of the mass spectrometry
data as: Man:GleNAcGleNAc-ol, GleNAcMan;GleNAc-ol, GleNAcsMan;GleNAc-oi and GalGleNAcs-
Man;GlecNAc-ol. Our results show that the physical tachniques used provide valuable data on the structure
of complex glycans. [n addition they can be employed (0 ascertain the homogeneity of the compounds
examined as wel] as to detecr trace amounts of homologs that might not be noticed by other methods.

Ovomucoid Carbohydrate structure

Fasr atom bombardment

Heterogeneity

Mass spectrometry

I. [INTRODUCTION

The muitibranched structures of the giycans of
hen ovomucoid were first recognized by Stacey and
Wooley [1,2]. The heterogeneity of the oligosac-
charide moieties linked M-glycosidically to hen
ovomucoid is well documented (3]. After
hydrazinolysis 17 major fractions could be
separated by HPLC. The structures of several of

Dedicated to Professor Eckhard Buddecke on the occa-
sion of his 60th birthday

Abbreviations: amu, atomic mass units; FAB, fast atom
bombardment; EI, eleciron impact; MS, mass spec-
trometry; NMR, nuclear magnetic resonance; MIKES,
mass analvsed ion kinetic energy spectrometry

Published by Elsevier Science Publishers 8.V.

00145793/83/33.00 © Federation of European Biochemical Societies

the majer components were determined by com-
bined methyiation analysis, partial acid hydrolysis
and 500 MHz 'NMR spectroscopy (4,5]. Fast atom
bombardment and electron-impact mass spec-
trometry {6-—-8] of the 4 permethylated fractions 1,
7, 11 and 14 {3] homogenous by chromatographic
criteria furnished additional data supporting the
proposed structures {4,351 but showing also the
presence of minor amounts of homologs that were
not yet detected by other methods.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Prepararion, purification and permethylation

The preparation, purification and permethyla-
tion of the fractions 1, 7, 11 and 14 from hen
ovomucoid followed the procedurss in {3,9-13].
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2.2. Mass spectrometry

Mass spectrometry was performed on a VG
analytical ZAB-HF reversed geometry mass spec-
trometer. For fast atom bombardment [7,8],
samples were dissolved in methanoi to ~3 xg/4l.
The stainless steel target was first loaded with | xi
of a 0.1% solution of sodium acetate in methanol.
After drying, 3-4 z! l-mercapto-2,3-propanedioi
(EGA Chemie, Steinheim) and 0.5-1.0 x4l sample
solution was applied to the target. The target was
bombarded with xenon atoms having a kinetic
energy equivalent to 9.0~9.5 kV. Spectra were
recorded routinely at 7 kV acceleration voltage
giving a mass range of -~3800 amu in a mass-
controlled scan. The resolution was set to
250 ppm. Normally, 5xg sample furnished
molecular or pseudo-molecular ions with a
1000-fold intensity as compared to that of the
background signals produced by the thiogiycerol
matrix. Spectra were recorded in the positive ion
mode by a mass controiled scan of 100-500 s dura-
tion depending on the M, of the sample. The spec-
tra were evaluated by counting thus giving whote
mass numbers that are presented in section 3. The
mass aumbers indicated are therefore lower by
about one mass unit at M, 2000 than calculated
ones based on: C = 12.000; HE = 1.008; O =
15.995; and N = 14.003.

Electron impact spectra were obrained on the
same instrument. The samples were heated in-
directly by raising the temperature of the ion
source (150-~350°C) until refevant specira were ob-
tained. Spectra were recorded at an ionization
energy of 20 eV. Fombiin oil was used for the
calibration of the mass marker. For linked-scan
measurements mass analysed ion kinetic energy
spectrometry (14}, B/E and B*/E measurements
were used.

3. RESULTS AND DISCUSSION

The FAB spectra of the fractions 1, 7, 11 and 14
showed intense pseudo-molecular ions M + Na~
besides ions produced by the reduced and non-
reducing terminal carbohydrate constituents like
mannose, N-acetyl-D-galactosamine, D-galactose
and M-acetyl-D-glucosaminol.

Structurally important ions were also produced
by the cleavage of the glycosidic bond of the
chitobiose unit with the positive charge remaining
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on the large non-reducing oligosaccharide frag-
ment, thus furnishing another series of ions of
diagnostic value.

The major fragment ions obtained by FAB MS
from the 4 permethylated fractions are gathered in
table 1.

Thanks to the high intensity of the pseudo-
molecular ions, FAB MS is especially sensitive and
well-suited for the detection of accompanying
homologs that are not easily revealed by other
spectroscopic or degradative methods. This is ex-
emplified by the pseudo-molecuiar ions at m/e
983, m/e 1922, m/e 2412 and m/e 2616 in fractions
1, 7, 11 and 14, respectively, which indicate the
presence of lower homologs in all ¢ fractions. In 1
the pseudo-molecular ion m/e 983, 204 amu below
the major component, is accompanied by m/e 668,
which is produced by fission of the chitobiose
moiety, thus indicating that here one of the ter-
minal mannose residues is missing. [n 7, 11 and 14
the pseudo-meolecular ions of the lower homologs
all differ by 245 amu from the major components,
thus indicating a difference of one /V-acetyl-D-
glucosamine residue. Whereas in 7, 11 and 14 all 3
major pseudo-molecular ions are accompanied by
ions 315 amu lower than are produced by fission
of the chitobiose linkage, no such ions were found
for the lower homologs. Hence, it is concluded
that in these components one of the N-acetyi-D-
glucosamine residues of the chitobiose moiety has
besn lost.

The EI spectrum of 1 furnishes valuable addi-
tional structural information. The base peak m/e
182 indicates a 4-substituted GlcNA¢ residue. Like
in the FAB spectrum the ion m/e 321 represents
the chitobiose residue. The branched structure of
the mannotriose can be deduced from the absence
of dihexosyl fragments (m/e 423, 391). A typical
feature of El spectra of oligomannosides is the
high intensity of the M-45 ion m/e 1119 {15]. Like
in the higher oligomannosides the o-1-6 bond of
one of the terminal mannose residues is
documented by the rearrangement ion m/e 989 as
in fig.la. The fragment m/e 1034 is produced by
cleavage of the C,-C; bond of the reduced
GleNAc¢ residue.

For the lower homolog Man:GlecNAGc; detected
in the FAB spectrum only weak signals are present
in the EI spectrum obtained at 250°C. From the
relative intensity of the fragmen: m/¢ 785 over 725
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Table |

Carbohydrate composition and refative intensity of major ions of diagnostic importance observed in the FAB MS
spectra of reduced and permethylated oligosaccharide fractions 1, 7, 11 and 14 obtained after hydrazinolysis from hen
ovomucoid glycopeptides

Carbohydrate composition

Atomic mass Relative intensity (7s) of base peak

number (amu)

7 11 14
Gal* . 219 33
Man"* 219
GleNAc™ 260 100 100 100
GleNAc-ol™ 276 : 2 8 7 6
GleNAcMan* 464
GalGleNAc™ 164 l 22
GleNAcGIcNAc-ol* 321 4 0.3 { 0.5
Man,GlcNAcT 668 3
Man;GleNAc™ 372 24
Man,GleNAcGleNAc-of + Na* 983 26
ManGleNAcGleNAc-ol + Na™ 1187 90
GleNAcMan;GleNAc™ 1352 l
GleNAcMan GleNAc-ol + Na™ 1922 {
GleNAcMan;GleNAcGleNAc-ol + Na~™ 2167 3
GleNAcsvan;GleNAce™ 2342 3
GicNAcsgMan GieNAc-ol + Na~ 2412 7
GalGlcNAcsMan;GleNAe™ 2546 0.5
GalGleNAcgMan;GleNAc-ol + Na™ 2616 1
GleNAcsMan;GleNAcGleNAc-ol + Na” 2657 10
GalGleNAcsManGleNAcGlcNAc-ol + Na~ 2861 2

found however in EI spectra obrained at 230°C
probe temperature a preponderance of the struc-
ture shown in fig.lb can be deduced.

The EI spectra of fractions 7, 11 and 14 are, as
a consequence of the highly branched structure,
extremely complex. In contrast to EI spectra of
permethylated oligosaccharides with linear chains
which show series of intense sequence ions produc-
ed by fission of the glycosidic linkages, here secon-
dary fragmentation and recombination mech-
anisms are prevailing. As an example, the EI spec-
trum of fraction 11 is shown in fig.2. The terminal
constituents are easily recognized by m/e 260, 228
and m/e 276. The reduced chitobiose unit gives rise
to m/e 521. In the middle and high mass range on-
ly a few and not always the most intense fragments
are producsd by fission of one of the glycosidic
bonds like m/e: 709; 1419; 1664; 2113; 2342; and
2358. The primary fragments in the high mass
range furnish series of secondary ions that are pro-
duced predominantly by loss of GlcNAc residues
with concomitant elimination or recombination of

hydrogen, oxygen or methyl groups leading to ions
2, 14 or 16 amu apart (schemes la,b). Thus instead
of producing a series of intense ions as in linear
chains, clusters of ions are present whose centers
are 260 amu apart. The lower homolog GleNAGcs-
ManiGleNAc-ol, shown to be present by the FAB
MS can hardly be recognized in the EI spectrum by
specific fragments because in some cases they are
coinciding with or are buried in the ion clusters
produced by the major compound.

In oligosaccharides containing 1|—-6 bonds,
rather intense rearrangement ions are normally
observed 60 amu higher than the ions produced by
the cleavage of the glycosidic bond [13]. In fig.2,
two such pairs can be recognized at m/e 2113; 2173
and m/e 2358; 2418, respectively, which can be at-
tributed to the two components present in 11.
Some of the major degradative pathways are
depicted in the schemes la and 1b.

FAB MS combined with EI MS provides
valuable data on the structure of complex glycans.
Certainly the complete structural elucidation has
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Fig.l. Electron impact mass spectrum obtained at 20 eV ionization energy and (a) 250°, (b) 230° probe temperature
from compound 1. The major fragmentation pathways for both constituents are shown in the inserts.

to take resort to additional techniques, preferably
high resolution NMR. However, due to the high
intensity of pseudo-molecular ions and the highly
selective fragmentation, FAB MS may be used
with great advantage to ascertain the homogeneity
of the compounds under investigation or, on the

other hand, to detect trace amounts of homologs
or isomers that would possibly escape determina-
tion by other methods. With the aid of pre-
established spectra—structure relationship, also
complete structural analyses can be conducted on
#g amounts of oligosaccharide mixtures.
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ARTICLE 5

FRACTIONNEMENT DE SIALYLOLIGOSACCHARIDES PAR CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE
HAUTE PRESSION. APPLICATION AUX FRACTIONS ACIDES DE L'OVOMUCOIDE DE
POULE

Les glycannes acides de l'ovomucoide de Poule obtenus
par hydrazinolyse sont isolés par classe (mono, di, tri, tétra, poly-
sialyloligosaccharides) par H.P.L.C. sur colonne de silice greffée de
type amine quatermaire. Le travail original présenté dans cet article
consiste en la séparation d'oligosaccharides monosialylés par chromato-~
graphie de partition sur colonne de silice greffée de type alkyl-amine
en utilisant dans la phase mobile (acétonitrile et KH.PO,) une base le

2" 74
1,4-diamino~butane (DAB).
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APPLICATION TO ANALYSIS OF CARBOHYDRATE UNITS OF ACIDIC
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SUMMARY

Sialyl-oligossacharides derived from hen ovomucoid by hydrazinolysis have
been separated by liquid chromatography on quaternary amine bonded silica and
alkylamine modified silicas. By using a mobile phase consisting of a mixture of ac-
etonitrile and potassium dihydrogen phosphate with 0.01% of 1,4-diaminobutane,
effective resolution of high-molecular-weight monosialylated oligossacharides was
achieved in less than 2 h. :

INTRODUCTION

Hen ovomucoid is a glycoprotein with a molecular weight of 28,000 and car-
bohydrate content of 25% which plays a role in the inhibitory activity proteclytic
enzymes!. The glycoprotein is characterized by a high degree of microheterogeneity
of its carbohydrate moieties?.3. Because of the difficulty of obtaining homogeneous
glycopeptides, few investigations have been made of the structures of the carbohy-
drate fractions of ovomucoid. Montreuil and co-workers studied extensively the
structure of asialo-ovomucoid by partial hydrolysis*, acetolysis® and methylation
analysis® and presented a complete structure’. Yamashita et al.® isolated, by hydra-
zinolysis and chromatography on Bio-Gel P,, eight fractions and showed that pen-
ta-antennary complex type asparagine-linked sugar chains occur in a pure glycopro-
tein. In a later paper® they reported the results of structural studies of the remaining
smaller oligosaccharides and indicated that the sugar chains of hen ovomucoid may
be synthesized by a pathway different from the general processing pathway. Conchie
and co-workers! 9= *established on the asialo-ovomucoid glycopeptides the existence
of the unusual feature of two different, triply-substituted mannosyl! residues occurring
in a single glycopeptide.

We have described!? the preparation by high-performance liquid chromato-

0021-9673/84/503.00 © 1984 Elscvier Science Publishers B.V.
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graphy (HPLC) on a bonded-phase amine column of 17 fractions of oligosaccharide
alditols obtained by hydrazinolysis, N-reacetylation and reduction of asialo-ovo-
mucoid. The primary structural analyses of the major fractions were conducted by
applying 500 MHz 'H NMR spectroscopy in combination with methylation analy-
sis'*-15 and mass spectrometric analysis!s. Novel types of asparagine-bonded car-
bohydrate chain were determined and appeared to consist of an intersected penta-
antennary structure with zero, one and two galactose residues.

We describe here an HPLC method for the separation of acidic oligosaccha-
rides obtained by hydrazinolysis of hen ovomucoid on bonded primary amine pack-
ings with solvents containing 1,4-diaminobutane.

EXPERIMENTAL

Glycoprotein and oligosaccharides

Ovomucoid was prepared according to Fredericq and Deutsch!?. Oligosac-
charides were released from 900 mg of ovomucoid by hydrazinolysis as previously
described!®. The resulting oligosaccharides were N-reacetylated according to Read-
ing et al.'® and reduced with potassium borohydride.

Purification of oligosaccharides by gel filtration

A 1-mg amount of oligosaccharides was N-reacetylated with {!*ClJacetic an-
hydride and reduced with potassium borohydride. Oligosaccharides were purified by
gel filtration on Bio-Gel P-2 (200-400 mesh) (Bio-Rad Labs.) columns (92 x 2 cm
1.D.), eluting with 0.5 M acetic acid at a flow-rate of 20 mi/h. The volume of each
fraction was 4 ml. The total oligosaccharides liberated from ovomucoid by hydra-
zinolysis were subjected to gel filtration chromatography under similar conditions.

Separation of oligosaccharides from Bio-Gel Py fractions of hydrazinolysate of hen
ovomucoid by HPLC on quaternary amine bonded silica*®

HPLC was performed on a 10-um Micro-PAK AX-10 column (50 x 0.8 cm
1.D.; Varian) with a Spectra-Physics Model 700 liquid chromatograph equipped with
Model 8400 variable-wavelength detector connected to a Model 4100 computing
integrator.

For preparative chromatography, 20 mg of Bio-Gel P2 fraction (26- 33) dis-
solved in 60 ul of distilled water were subjected to HPLC using a gradient of 500 mM
potassium dihydrogen phosphate (KH;PO,) (adjusted to pH 4.0 with phosphoric
acid) as follows: elution with distilled water for 15 min, linear gradient to 2.5%
KH,PO. (500 mM) for 10 min, isocratic elution for 20 min, linear gradient to 5%
KH,PO, (500 mM) for 10 min, isocratic elution for 20 min and linear gradient to
40% KH,PO, (500 mAM) for 40 min. The flow-rate was 2 mil/min. The oligosac-
charides were detected at 200 nm with a detector sensitivity 0.32 and integrator at-
tenuation 16. The chart speed of the integrator was 0.5 cm/min.

For semi-preparative chromatography, 1 mg of Bio-Gel P, fraction (34-44)
dissolved in 20 ui of distilled water was subjected to HPLC using a gradient of 500
mM potassium dihydrogen phosphate (adjusted to pH 4.0 with phosphoric acid) as
follows: elution with distilled water for 25 min, linear gradient to 2.5% KH,PO, (500
mM) for 10 min, isocratic elution for 10 min, linear gradient to 5% KH,PO, (500
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ma) for 10 min, isocratic elution for 10 min, linear gradient to 40% KH,PO, (500
mM) for 40 min. The oligosaccharides were detected at 200 nm with a detector
sensitivity of 0.16 and integrator attenuation 16. The chart speed of the integrator
was 0.5 cm/min.

Each fraction, except neutral oligosaccharides F-I and F-A eluted with water,
was purified by gel filtration on Bio-Gel P-2 as previously described. The fractions
were revealed with orcinol-sulphuric acid reagent®? on silica gel plates (pre-coated
silica gel 60; Merck). The phosphate salts eluted from the Bio-Gel column were iden-
tified by precipitation with silver nitrate.

Separation of monosialyl-oligosaccharides ( F-11) by liquid chromatography on primary
amine bonded silica

HPLC was performed on three columns in series: two columns of 5-um Amino
AS 5A (25 x 0.4 and 15 x 0.4 cm 1.D., Chromatem 33; Touzard et Matignon) and
one column of 3-um amino column (7.5 x 0.4 cm 1.D., Chromatem 33; Touzard et
Matignon). For semi-preparative chromatography 2 mg of oligosaccharides dissolved
in 20 ul of 50 mM potassium dihydrogen phosphate containing 0.01% of 1.4-di-
aminobutane (DAB) were injected into the column, The column was equilibrated
with the initial solvent (solvent A), consisting of a mixture of acetonitrile (70%) and
a 50 mM potassium dihydrogen phosphate containing 0.01% of 1,4-diaminobutane
(30%). After the injection, isocratic conditions were applied for 30 min with solvent
A, followed by a linear gradient to solvent A-water (85:15) for 60 min and then
isocratic conditions for 60 min. The flow-rate was | mi/min. The oligosaccharides
were detected at 200 nm with a detector sensitivity of .16 and integrator attenuation
16. The chart speed of the integrator was 0.5 cm/min.

Each collected fraction containing oligosaccharides, potassium dihydrogen
phosphate and 1,4-diaminobutane was purified by rapid gel filtration on Bio-Gel P-6
DG (Bio-Rad Labs.; 90-180 um; 25 x 1.6 ¢cm L.D. column) and a Spectra-Physics
Model 8770 liquid chromatograph with a 500-ul sample loop. Oligosaccharides were
detected with a UV detector (LKB 2138 Uvicord S) at 206 nm. The flow-rate of
distilled water was 0.4 mi/min.

Molar composition of oligosaccharides
The molar composition of oligosaccharides was determined by gas—lxq uid chro-

matography (GLC) of trifluoroacetylated methylglycosides according to Zanetta ef
al.*2,

RESULTS AND DISCUSSION*

The separation of a mixture of reduced N-['*Clacetylated oligosaccharides
. obtained by hydrazinolysis from hen ovemucoid on a Bio-Gel P-2 column is shown
in Fig. 1. The purification of the hydrazinolysate of 900 mg of hen ovomucoid gives
two fractions: 210 mg of F(26-33), and § mg of F(33-44). The yield of oligosaccha-
rides was 95.5%. The carbohydrate composition of these fractions was determined

* Abbreviations: Gal = galactose; Man = mannose; GlcNAc = N-acetylglucosamine; GleNAc-
ol = N-.acetylglucosaminitol; NeuAc = N-acetylneuraminic acid.
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Fig. 1. Gel filtration of oligosaccharides liberated from hen ovomucoid by hydrazinolysis on Bio-Gel P-
2.

by GLC (Table I). The major fraction (F26-33) is characterized by a high GlcNAc/
Man ratio (2.01) already found in total ovomucoid by Conchie and Hay!! and by
our group in oligosaccharides from the hydrazinolysis of hen ovomucoid neutral
glycopeptides!®. The minor fraction (F33-44) is characterized by a high content of
sialic acid with a low GlcNAc/Man ratio (1.46).

HPLC on quaternary amine packings of the major fraction F(26~33) obtained
by Bio-Gel P-2 chromatography of the hydrazinolysate of hen ovomucoid gives ex-
cellent separations of oligosaccharides containing zero, one, two, three and four sialic
acid residues (Fig. 2). Eight fractions were obtained within 120 min. The results of
the preparative chromatography of 210 mg of ovemucoid-derived oligosaccharides
F(26-33) and the carbohydrate compositions of the fractions are given in Table II.
The use of 2 50 x 0.8 cm I.D. column filled with silica modified by an organic
quaternary amine provides a quantitative recovery (98.64%) of the oligosaccharides.
The major fraction is consisted of neutral oligosaccharides (F-I, 82.3%), and for the
sialylated part of ovomucoid (17.65%) the monosialylated fraction (F-II) represented

TABLE ]

CARBOHYDRATE COMPOSITIONS AND WEIGHTS OF FRACTIONS OBTAINED BY BIO-GEL
P-2 CHROMATOGRAPHY OF OLIGOSACCHARIDES LIBERATED BY HYDRAZINOLYSIS OF
HEN OVOMUCOID

Fractions Molar ratio* GlcNAe  Weight
Man (mg)
Gal Man GlecNAc  Neudce
Ovomucoid 0.67 3 () 0.07 2 900
F(26-33) 067 3 6.04 0.07 2.01 216
F(34-44) 045 3 3.95 0.43 1.31 5

* The molar ratio of mannose (Man) was taken as 3.
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Fig. 2. Analysis of oligosaccharides from the hydrazinolysis of hen ovomucoid F(26-33) on 10-um AX.-

10.
TABLE 11

CARBOHYDRATE COMPOSITIONS AND WEIGHTS OF FRACTIONS OBTAINED BY PREPARATIVE
CHROMATOGRAPHY OF OLIGOSACCHARIDES LIBERATED BY HYDRAZINOLYSIS OF HEN OVO-

MUCOID F(26-33)

Fractions Molar ratio*

Gal Man GlcNAc

GlcNAc-ol

Neudc

GleNAc + GlcNAc-ol Weight

Total oligosaccharides, 0.67 3 6.04
F(26-33)
Neutral
oligosaccharides,
F-1

Monosialyl-
oligosaccharides,
F-I{

Disialyl-
oligosaccharides,
F-111

Disialyl-
oligosaccharides,
F-1v

Trisialyl-
oligosaccharides,
F.v

Trisialyl-
oligosaccharides,
F-Vl1

Tetrasialyl-
oligosaccharides,
F-vll
Tetrasialyl-
oligosaccharides,
F-vill "

049 3 5.68

1o 3 4.62
215 3 4.88.
196 3 5.86
285 3 4.72
31 3 5.16
9 3 5.55

395 3 4.53

Recovered

0.27

0.40

0.27

0.46

0.50

0.37

0.52

0.71

0.07

2.01 210

1.98 170.59

1.67 - 27.17
L. 5.79
.10 1.30
1.74 0.46
1.84 1.36
2.02 0.37

1.74 0.1

207.15

* The molar ratio of mannose (Man) was taken as 3.
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Fig. 3. Analysis of oligosaccharides from the hydrazinolysis of hen ovomucoid F(34 44) on 10-um AX-
10.

13.1% of total ovomucoid. These results are in agreement with values found by
Yamashita er al.® by paper electrophoresis of oligosaccharides released by hydrazi-
nolysis from hen ovomucoid (85% for the neutral component). Except for the mono-
sialylated fraction, each acidic fraction gives two classes of compounds separated
according to the number of branches linked to the trimannosido core, which is rclated
to the GleNAc¢ + GlecNAc-ol/Man ratio. The monosialylated fraction (F-11) was

TABLE 1l

CARBOHYDRATE COMPOSITIONS AND WEIGHTS OF FRACTIONS OBTAINED BY PREPARATIVE
CHROMATOGRAPHY OF OLIGOSACCHARIDES LIBERATED BY HYDRAZINOLYSIS OF HEN OVO-
MUCOID F(34 44)

Fractions Moler ratio* GlcNAc + GleNAc-ol Weight

Man (ug)
Gal Man GlcNAc GlcNAc-ol  NeuAc

Totai 045 3 3.95 0.43 1.31 5000

oligosaccharides,

F(34 44)

Neutral 0 3 34 0 1.13 1840

oligosaccharides,

F-A

Monosialyl- 1 3 2.60 ] 0.86 886

oligosaccharides,

F-B

Disialyl- 195 3 2.80 0.33 2 1.04 972

oligosacharides,

P-C

Oligosaccharides, 609 3 7.5 5.83 2.50 50

F-D

Recovery 3748

* The molar ratio of mannose (Man) was taken as 3.
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further submitted to HPLC on an alkylamine column with acetonitrile-potassium di-
hydrogen phosphate-diaminobutane as the eluent.

HPLC of oligosaccharides F(34-44) was performed on a Micropak AX-10
column (Fig. 3). Four fractions were obtained and the carbohydrate composition
and weight of each fraction were determined by GLC (Table III). Table [II shows
that the neutral oligosaccharides fraction (F-A), the monosialylated oligosaccharides
fraction (F-B) and the disialylated oligosaccharides fraction (F-C) contain few oli-
gosaccharides with a low GIcNAc + GlcNAc-ol/Man ratio. In contrast, oligosac-
charides fraction F-D shows a surprising carbohydrate composition: Gal 6.09, Man
3, GleNAc 7.5 and NeuAc 5.83 with a high GlcNAc/Man ratio of 2.50, similar to
that described for sialylated penta-antennary oligosaccharides by Frangois-Gérard
et al.®? in turtledove ovomucoid.

The monosialylated fraction (F-II) from the AX-10 chromatography of oli-
gosaccharides F(26-33) was subjected to HPLC using acetonitrile-potassium dihy-
drogen phosphate-diaminobutane and alkylamine-modified silicas. The effective sep-
aration of seventeen fractions was obtained in 90 min (Fig. 4). The carbohydrate
composition and weight of each fraction are given in Table V. Four major fractions
were obtained: oligosaccharides F 1I-11, F II-12, F II-16 and F II-17. The oligosac-
charide F II-11 possesses the same carbohydrate composition as neutral oligosac-
charide 6 obtained by HPLC on an alkylamine column of neutral oligosaccharides
obtained by hydrazinolysis of hen ovomucoid!? with additional galactose and sialic
acid residues. The oligosaccharide F II-12 is an extension of hen ovomucoid neutral
oligosaccharide 7'3:'$ and N-5b? or chicken ovotransferrin glycopeptide?* by one
residue of galactose and N-acetylneuraminic acid. The oligosaccharide F II-16, with
seven GIcNAc residues corresponds to a penta-antennary oligosaccharide like neutral
oligosaccharide 141315 and N-2® with an additional sialic acid residue. The oligo-
saccharide F II-17 is a sialylated isomer of N-3a oligosaccharide described by Ya-
mashita et al.? in neutral oligosaccharides obtained by hydrazinolysis of hen ovo-
mucoid. .
Until now, the separation of sialyloligosaccharides was performed on alkylam-
ine bonded columns: oligosaccharides and glycopeptides extracted from the urine of
patients with lysosomial diseases with acetonitrile-sodium acetate buffer (pH 5.8)

prmememmemmem———— .100‘:;?'_
€ e LS
3 e " L 90 E"*
3 el T 2 18 PR R ]
3 RSP . S | M Q88
o L80 + 5 &
¥
Y] " 3 ol v T g;’l_’
g 1 18 =70 =6§
: e LA £
Al t [ To
@3 F i 3 -
3 'aat 60 §§
> ‘.—-/‘W I i‘)é
3 c
3 e 50 48

o) 10 €0 30 40 S0 60 70 80 90 100 MO 120 1130
Time (min)
Fig. 4. Analysis of monosialyl oligosaccharides from the hydrazinolysis of hen ovomucoid F-II in Fig. 2
by liquid chromatography on primary amine bonded silica with acetonitrile-potassium dihydrogen
phosphate-diaminobutane as ¢luent.
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TABLE IV

J. PAZ PARENTE et al.

CARBOHYDRATE COMPOSITIONS AND WEIGHTS OF FRACTIONS OBTAINED BY SEMI-PREPARA-
TIVE CHROMATOGRAPHY OF MONOSIALYL-OLIGOSACCHARIDES (F-11) LIBERATED BY HYDRA-
ZINOLYSIS OF HEN OVOMUCOID

Fractions Molar ratio* GlcNAc + GleNAc-ol Weight
, Man (ug)

Gal Man GilcNac  GleNAc-ol  Neudc
Total .10 3 5 1 1.66 18.000.0
monosialyl-
oligosaccharides,
F-ll
F-1l-1 090 3 3.99 0.20 i 1.39 258.76
F-11-2 09 3 3.97 0.20 1 1.39 226.29
F-11-3 0% 3 3.46 0.037 1 f.16 286.95
F-11-4 095 3 3.90 0.25 i 1.38 623.02
F-11-5 095 3 347 0.024 1 1.16 1281.41
F-11-6 095 3 4.50 0.36 1 1.62 395.40
F.ll-7 108 3 5.57 0.09 i 1.88 912.38
F-11-8 1.0s 3 6.54 0.512 1 235 285.50
F-11-9 092 3 3.54 1 .18 2186.65
F-11-10 .10 3 5.13 0.20 1 .77 564.28
F-H-11 .60 3 4.25 0.85 { 1.70 1726.00
F-U-12 1.09 3 5.1 0.318 1 1.97 2422.00
F-11-13 .20 3 485 0.16 { 1.67 529.28
F-11-14 .25 3 5.91 0.12 1 201 1562.84
F-11-15 1.20 3 472 0.15 1 1.62 663.88
F-11-16 1.07 3 6.96 i 2.32 966.36
F-11-17 12 3 572 0.84 1 2.18 1070.00
Recovery 15,961.05

* The molar ratio of mannose (Man) was taken as 3.

(11:9, v/v)33, mucine-derived saccharides with linear-gradient elution acetonitrile-
phosphate buffer (pH 5.2) (4:1-2:3, v/v)?%:37, alkali-labile sialylated oligosaccharides
from Cad glycophorin A2® with the chromatographic conditions described by Bergh
et al.?®, cervical mucus oligosaccharides with acetonitrile-water containing 25 mA/
ammonium hydrogen carbonate?®. Using an anion-exchange resin with a concave
gradient of aqueous sodium chloride, Tsuji ef al.3° separated sugar chains of porcine
and bovine submaxillary mucins, human glycophorin A and porcine thyroglobulin,
The procedure described herein allows the fractionation of siale-oligosaccharides of
higher molecular weight. This study has shown that when the mobile phase contains
only potassium dihydrogen phosphate in acetonitrile, the separation of high-molec-
ular-weight oligosaccharides containing neuraminic acid is not effective. The addition
of 0.01% of 1,4-diaminobutane to the potassium dihydrogen phosphate solution
increases the separation of these oligosaccharides on primary amino bonded silica.
Under the same conditions, neutral oligosaccharides derived from dolichol-linked
oligosaccharide intermediates have been separated by Turco3! on silica with 0.05%
1,4-diaminobutane in the mobile phase.
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RESULTATS PRELIMINAIRES SUR LA STRUCTURE DES GLYCANNES
' SIALYLES DE L'OVOMUCOIDE DE POULE

I - ETUDE GLOBALE DES FRACTIONS MONO-(Fry), DI-(Fyry 4+ 1y) ET TRI-(Fy + v1)
SIALYLEES DE L'OVOMUCOIDE '

Les oligosaccharides sialylés présents dans les trois
‘ 1’ Frrr + v’ Fy 4 yr) O°F Sté
étudiés par perméthylation et analyse des éthers méthyliques par couplage

fractions mono-, di- et trisialylées (FI
GLC-MS. Les résultats sont illustrés dans le tableau XVII p. 122.

Comparés & l'analyse des éthers méthyliques obtenus & partir de la fraction
neutre de l'ovomucoide nous pouvons constater que si la fraction neutre
posséde’presque uniquement des structures & N-acétylglucosamine intercalaire
(0,07 résidu de 2,4-di-O-méthyl-mannose pour 1 résidu de 2-mono-O-méthyl-
mannose) , toutes les fractions sialylées possédent une dualité de structure

glycannique avec et sans N-acétylglucosamines intercalaires (présence dans

les trois fractions de 2,4-di-O-méthyl-mannose et de 2-mono-O-méthyl-mannose).

D'autre part, nous constatons que la majeure partie des résidus d'acide
sialique est lide en a-2,3 sur les résidus de galactose, dans les trois
fractions : 0,79 résidu de 2,4,6-tri-O-méthyl-galactose dans la fraction
monosialylée (Fry), 1,85 résidus de 2,4,6-tri-O-méthyl-galactose dans la
fraction disialylée (Frrr + 1v) et 2,9 résidus de 2,4,6-tri-O-méthyl-

galactose dans la fraction trisialylée (F ). Ce derniexr résultat a été

vV + VI
confirmé par les analyses de Résonance Magnétique Nucléaire du Proton a

500 MHBz.

II - ETUDE DE LA FRACTION MONOSIALYLEE (F1y) DE L' OVOMUCOIDE DE POULE

Trois fractions monosialylées de 1l'ovomucoide ont &té
étudiées par perméthylation suivie de 1l'analyse des éthers méthyliques
par GLC-MS et par Résonance Magnétique Nucléaire du Proton & 500 MHz.

Il s'agit des oligosaccharides F 17 F et F

II-1 II-12 I1-17"
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Les compositions en éthers méthyliques des oligosaccharides

perméthylés FII-il’ FII_12 et FII-17 sont données dans le tableau XVIII
p.124. Ta fraction FII—11 est constituée d'un mélange de deux structures
oligosaccharidiques (figure 23, p. 125). La présence de 2-mono-O-méthyl
mannose associée au 3,6-di-O-méthyl-mannose et au 3,4,6-tri-O-méthyl-mannose
suggére une structure triantennée & N-acétylglucosamine intercalaire

(figure 233, p. 125). Cette hypothése fondée sur les résultats de la méthylation
a été confirmée par Résonance Magnétigque Nucléaire du Proton a 500 MHz.
D'autre part, la présence d'une quantité non négligeable de 2,4-di-O-méthyl
mannose (0,58 résidu) associée & une proportion importante de 3,6-di-0O-
méthyl-mannose (2,56 résidus) suggére la présence dans cette fraction d'un
oligosaccharide tétraantenné sans N-acétylglucosamine intercalaire

(figure 23B, p. 125). Ces deux isoméres oligosaccharidiques possédent une
composition identique et sont en conséquence trés difficile & séparer. Enfin,
ces deux oligosaccharides possédent un résidu NeuAc(a2,3)-Gal(Bl,4)- lié sur
une N-acétylglucosamine externe ; & l'heure actuelle, il n'a pas été possible

de déterminer sur quelle N-acétylglucosamine ce résidu disaccharidique est 1lié.

La structure tétraantennée monosialylée (figure 23B, p. 125
se rapproche des structures glycanniques d'ovomucoide neutre décrites par
CONCHIE et al. (483) (oligosaccharide 1) et par YAMASHITA et al. (484
(fraction N-4), qui ont observé des structures tétraantennées mais, & la
différence avec nos résultats, possédant une N-acétylglucosamine intercalaire.

La fraction F 2 posséde, comme la fraction F , une

structure monosialylée triantiinée a N-acétylglucosamine interciiaiieA
(figure 24a, p. 126). Les séparations observées entre ces deux oligosaccharides
de structures identiques sont dues & un artefact d'hydrazinolyse qui modifie-
rait le ré&sidu de N-acétylglucosamie terminal (GlcNAc-1). Cet oligosaccha-

ride majeur dans la fraction F serait en mélange avec un oligosaccharide

tétraantenné (figure 24B, p. 126)I Inézpossédant pas de N-acétylglucosamine
intercalaire comme l'atteste la présence dans les mémes proportions de
2,4~-di-O-méthyl- et 3-mono-O-méthyl-mannoses (0,30 résidu:. ). Une structure
identique, mais avec une N-acétylglucosamine intercalaire a été décrite
dans 1'ovomucoide neutre par CONCHIE et al. (485) (oligosaccharide 2) et

par YAMASHITA et al. (486) (fraction N-4). Comme dans le cas de la fraction
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FII—11 nous ne savons pas sur quel résidu de N-acétylglucosamine externe
- 14
est 1ié en B1,4 le disaccharide NeuAc(a2,3)Gal-. 4
La fraction FII—17 est beaucoup plus simple (figure 25, p.128),

elle est constituée d'un oligosaccharide pentaantenné avec une N-acétylgluco-
samine intercalaire et possédant un résidu disaccharidique NeuAc(02,3)Gal(B1,4) :
présence de 2 et 3-mono~O-méthyl-mannoses et de 3,6~di-O-méthyl-mannose,

absence de 2,4-di-O-méthyl-mannose. Ce résultat a été confirmé par Résonance

Magnétique Nucléaire du Proton. Il est & noter que la fraction FII—16 de

structure identique & la fraction F est également un artefact d'hydra-

I1-17
zinolyse par l'absence de N-acétylglucosaminitol (voir composition des

oligosaccharides monosialylés, p. 118).

III - ETUDE D'UNE FRACTION OLIGOSACCHARIDIQUE CARACTERISEE PAR UNE RICHESSE
EXCEPTIONNELLE EN ACIDE SIALIQUE

Lors de notre étude sur le fractionnement des oligosaccharides
acides de 1l'ovomucoide, une fraction trés riche en acide sialique a retenue
notre attention, il s'agit de la fraction F-D. Cette fraction mineure en
quantité provient du deuxiéme pic d'élution en Biogel P, du mélange
d'oligosaccharides obtenus aprés hydrazinolyse de 1'ovomucoide (F34_44, p.114),
suivi d'un fractionnement en HPLC sur colonne d'échangeur d'anions de type
AX-10 (fraction Fp, p.116). La composition en sucre de cette fraction
(tableau III , p. 116) montre qu'elle est constituée, pour 3 résidus de
mannose, de 6 résidus de galactose, de 6 résidus d'acide sialique et de
7,5 résidus de N-acétylglucosamine. Etudié par méthylation, l'oligosaccharide
a fourni les éthers méthyliques suivants : 2,4,6-tri-O-méthyl-galactose,
2,4-di-O-méthyl-mannose, 3-mono-O-méthyl-mannose, 2-mono-~-0O-méthyl-mannose,
3,4,6-tri-O-méthyl-glucosamine, 3,6-di-0-méthyl-glucosamine, 4,7,8,9-tétra-
O-méthyl NeuAc. Nous constatons également 1'absence totale de 3,6~di~O-méthyl
mannose. La résonance Magnétique Nucléaire du Proton confirme la présence
d'une proportion trés importante d'acide sialique tous liés en a~-2,3 sur
des résidus de galactose. Ces quelques résultats fragmentaires mais néanmoins
démonstratifs nous permettent de donner en hypothése (figure 26, p.129) les

structures de deux oligosaccharides hexaantennés qui constituent la fraction
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NeuAc (0.2-3) Gal (B1-4) G1lcNAc (B1-6)
NeuAc (02-3)Gal (B1-4) GlcNAc (B1-4) ——— Man (01-3)

NeuAc(GZ—B)Gal(Bl—4)GlcNAc(61-2)////
GlcNac(B1-4)

Man (B1-4) GlcNAc (81-4) G1cNAc-ol
NeuAc(a2-3)Gal(Bl—4)GlcNAc(61—2)\\\\\

NeuAc (02-3)Gal (B1-4) GlcNAc (B1-4)

Man (01-6)

NeuAc(u2—3)Gal(Bl—4)GlcNAc(Bl—6)/////

Neuac (002-3)Gal(B1~4) G1cNAc(B1-6)

NeuAc (02-3) Gal (B1-4) GlcNAc (B1-4)

\ Man (01-3)
NeuAc(a2—3)Gal(81-4)GlcNAc(81-2)///// \\\\\
NeuAC(a2—3)Gal(Bl—4)GlCNAc(Bl—2)\\\\\ /////

NeuAc (012-3)Gal (B1—-4) GlcNAc(B1-4) Man (01-6)

Man (B1-4)GlcNAc (B1-4)GlcNAc-ol

NeuaAc (02-3) Gal (1-4) GLcNAc (81—6)/

FIGURE 26

Hypothése de structure des oligosaccharides hexaantennés contenus dans la fraction FD de

1'ovomucoide de Poule.
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FD. Ces deux oligosaccharides hexaantennés se distinguent 1'un de 1'autre

par la présence ou l'absence d'une N-acétylglucosamine intercalaire.
p -

IV - CONCLUSIONS DE L'ETUDE DES STRUCTURES D'OLIGOSACCHARIDES SIALYLES

Les conclusions que nous pouvons tirer de cette étude

préliminaire sur les glycannes sialylés de l'ovomucoclde sont les suivantes :

1 - La fraction sialylée de 1l'ovomucoide représente 18,82 p. 100 de 1l'ovomu-
coide total, la fraction monosialylée étant la plus importante et représente
& elle seule 13,1 % de l'ovomucolde total soit 69,3 p. 100 de la fraction

sialylée totale de l'ovomuccide.

2 - Les oligosaccharides sialylés de l'ovomucoide sont constitués d'une
dualité de structure glycannique avec et sans N-acétylglucosamine inter-
calaire. Ce résultat contraste avec ceux concernant les oligosaccharides
des fractions neutres, qui & l'exception de l'oligosaccharide 1 (p. 101)
possédent tous une N-acétylglucosamine intercalaire (absence de 2,4-di-0-
méthyl-mannose dans toutes les fractions neutres). A ce sujet, on peut
penser que les deux dligosaccharides neutres sans N-acétylglucosamine
intercalaire de la fraction N-7a isolée par YAMASHITA et al. (487)

constituent un artefact de désialylation d'oligosaccharides monosialylés.

3 - Tous les résidus d'acide N-acétylneuraminique sont liés sur du

galactose par une liaison a-2,3.

4 - Une fraction monosialylée homogéne, la fraction FII-17 a été caractérisée
comme étant une structure pentaantennée monosialylée. Dans tous les cas,
ncus ne savons pas sur quel résidu de N-acétylglucosamine externe est lié

le disaccharide NeuAc(a2,3)Gal.

5 - Une fraction mineure caractérisée par une richesse exceptionnelle en
acide sialique a pu &tre isolée. Elle serait constituée d'un mélange de
deux oligosaccharides hexaantennés avec et sans N-acétylglucosamine

intercalaire. Ce serait & notre connaissance la premiére structure

hexaantennée découverte & ce jour.

&
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RESUME ET CONCLUSIONS

Les recherches que nous avons effectuées sur la structure
des chaines glycanniques de l'ovomucoide du blanc d'oceuf de Poule
s'inscrivent dans la thématique du Laboratoire Associé sur la structure
et le métabolisme des glycoprotéines. Elles constituent une étape
supplémentaire dans la série de travaux importants déjid réalisés sur

cette glycoprotéine au Laboratoire depuis plus d'une vingtaine d'années.

Les conclusions générales gue nous pouvons tirer de

l'ensemble de nos travaux sont les suivantes :

1 - La présence dans la glycoprotéine de quatre sites de glycosylation et
les difficultés d'obtenir des glycopeptides homogénes par hydrolyse
pronasique nous ont conduit & travailler sur les chaines glycanniques
détachées de la glycéprotéinerpar hydrazinolyse. Cette technologie
permet d'obtenir rapidement et avec de bons rendements (85,5 p. cent)

les glycannes de l'ovomucoide.

2 - Nos études sur les procédés de chromatographie de partage en H.P.L.C.
sur colonnes de silice de type alkyl~amine de composés glucidigues nous

ont permis d'obtenir d'excellentes séparations d'une vingtaine d'oligosaccha-
rides présents dans les hydrazinolysats d'ovomucoide neutre de Poule. Les
chaines glycanniques, dont quelques unes ont pu étre isolées & l'état pur
dés la premiére chromatographie, sont généralement riches en N-acétyl-
glucosamine et présentent un rapport GlcNAc/Man plus élevé gque la moyenne
indiquant l'existence de nombreux branchements. Ces pfemiers travaux
démontrent de nouveau la grande microhétérogénéité des glycannes de
l'ovomucoide déja& constatée au Laboratoire et confirmée par les travaux

des équipes de KOBATA et CONCHIE. Nos résultats illustrent la puissance
séparative des nouvelles techniques de chromatographie ligquide sous haute
pression qui ont pu étre adaptées 4 l1l'étude des glycannes de type N-acétyl-

lactosaminique (MELLIS et BAENZIGER (488) ; BAENZIGER et NATOWICZ (489)), de
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type oligomannosidique (MELLIS et BAENZIGER (490)), de glycannes isolés de
mucines par f-élimination (BOERSMA et al. (491) ; BERGH et al. (492)) ainsi
que de chaines oligosaccharidiques isolées d'intermédiaires lipidiques

(TURCO (493)).

3 - L'application des techniques d'approche des séquences primaires des
glycannes a quatre oligosaccharides purs (oligosaccharides 1, 7, 11 et 14) :
perméthylation et analyse des éthers méthyliques par G.L.C.-M.S., spectro-

métrie de masse des produits d'hydrolyse partielle, Résonance Magnétique

Nucléaire du Proton & hauts champs et spectrométrie de masse des oligosaccha-

rides ionisés par "Fast Atom Bombardment" et par "Electron-Impact" nous

a apporté les résultats suivants :

a) Identification parfaite et reproductible des éthers
méthyliques par G.L.C.-M.S. sur colonne capillaire de silicone OV 101
permettant notamment la séparation des deux éthers monométhyliques du
mannose (2- et 3-mono~O-méthyl-mannoses). Ce premier résultat avait permis
dés 1980, & MONTREUIL et al. (494) de conclure sur les ovomucoides du
blanc d'oeuf de Poule et de Tourterelle, & la présence de structures
branchées particuliéres notamment la trisubstitution du résidu Mannose 4

ou Mannose 4°'.

b) L'étude des produits d'hydrolyse partielle obtenus sur
le perméthyl-oligosaccharide alditol 11 par G.L.C.-M.S. des disaccharides
alditols Man - Man-ol partiellement éthylés et méthylés nous a permis de
déterminer que le mannose 1ié en 01,3 est substitué par deux résidus de
N-acétylglucosamine, tandis que le mannose 1ié en dl,6 est trisubstitué

par trois résidus de N-acétylglucosamine.

¢) Les études de Résonance Magnétigue Nucléaire du Proton
a 500 MHz confirment la structure pentaantennée de l'oligosaccharide 11
et permettent l'élucidation de l'oligosaccharide 14. En particulier l'étude
des déplacements chimiques des protons H-1 et H~2 indigquent que ceux du
mannose lié en a1,6 (Man 4') deviennent considérables alors que ceux du
mannose lié en al,4 (Man 4) ne varient pratiquement pas. D'autre part, .

1'étude des déplacements chimiques des protons des groupements N-acétylés
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des résidus de N-acétylglucosamine permet de déterminer sans ambiguité sur
quelle branche le résidu de galactose est lié. La comparaison des déplacements
chimiques des groupements des N-acétylglucosamines des oligosaccharides ‘11 et
14 N-acétylés montrent clairement la perturbation engendrée par l'attache du
galactose sur la N-acétylglucosamine 7 (N-acétyl du GlcNAc 7 de l'oligosaccha-
ride 11 & 8 = 2,084, N-acétyl du GlcNAc 7 de l'oligosaccharide 14 &

§ = 2,079). L'oligosaccharide 14 a donc le galactose lié sur la N-acétyl-
glucosamine 7. L'isolement & l'état pur de ce nouveau type d'oligosaccharide
pentaantenné nous a permis de compléter les données de Résonance Magnétique
Nucléaire du Proton des structures glycannigues en particulier au niveau

des résidus du mannose constituant le "Core" des glycannes.

La Résonance Magnétique Nucléaire du Proton & 500 MHz associée
4 la perméthylation nous a permis également d'identifier dans le mélange des
glycannes de l'ovomucoide un oligosaccharide alditol (oligosaccharide 1) de
structure trimannosidochitobiose. Ce résultat constitue, aérés la découverte
par HASE et al. (495 du méme trimannosido-chitobiose dans les glycannes de
1l'ovomucoide de Caille, le deuxiéme exemple d'une structure minimale qui
échappe au schéma classique de la biosynthése des glycannes des glycoprotéines
(GIBSON et al. (496)). Cette découverte indique que la biosynthése des
glycannes des ovomucoides pourrait s'effectuer par une voie de synthése
décrite par KORNFELD et al. (497) sur des cellules de lymphome de souris
de type Classe E Thy-1. En effet, ces auteurs identifient comme intermédiaires
de la biosynthése les structures suivantes :

(Glc)1_3(Man)5(GlcNAc)2, (Man)S(GlcNAc)z, (Man)4(GlcNAc)2_et (Man)3(GlcNAc)2.

Une autre possibilité consisterait en une mannosylation
directe de chitobiosyl-protéine préformé comme le suggére HOFLACK et al.
(498) qui n'exigerait pas le préassemblage par la voie des dolichols. La
formation de chitobiosyl-protéine pourrait se faire également selon la
voie décrite par KHALKHALI et MARSHALL (499) et récemment confirmée par
ARAKAWA et MOOKERJEA (500).

Enfin, l'oligosaccharide 7 qui représente aprés l'oligosaccha-
ride 11 une structure moyenne de l'ovomucoide est identique au glycanne de

l'ovotransferrine de Poule (DORLAND et al. (501)).
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d) La spectrométrie de masse des oligosaccharides alditols
perméthylés 1, 7, 11 et 14 ionisés par "Fast Atom Bombardment" ou par
"Electronic Impact" nous a permis, outre de visualiser les pseudo-ions
moléculaires M + Na+, de détecter dans les fractions oligosaccharidiques
des composés mineurs que nous n'avions pu caractériser comme les oligo-
saccharides (Man)zGlcNAc—GlcNAc-ol, (GlcNAc)4(Man)3-GlcNAc-ol,
(GlcNAc)G(Man)3-GlcNAc—ol et Gal(GlcNAc)G(Man)B-GlcNAc-ol. Ces trois
derniers oligosaccharides homologues inférieurs d'une GlcNAc des oligo-
saccharides 7, 11 et 14 pourraient provenir d'une réaction secondaire

lors de l'action de l'hydrazine sur la glycoprotéine ou les glycopeptides.

4 - Les études sur la fraction acide des glycannes de l‘'ovomucoide nous

ont conduit - aux résultats suivants :

a) La fraction acide de l'ovomucoide de Poule qui représente
18,82 p. 100 de l'ensemble des glycannes est constituée de 69,30 p. 100
de monosialyl-glycannes, de 24,86 p. 100 de disialyloligosaccharides, de
4,50 p. 100 de trisialylglycannes, de 1,18 p. 100 de tétrasialylglycannes
et 0,12 p. 100 d'hexasialylglycannes.

b) La chromatographie HPLC sur colonne échangeuse d'anions
du mélange des oligosaccharides alditols préparés & partir de l'ovomucoide
par hydrazinolyse nous a permis d'obtenir la fraction monosialylée avec de
bons rendements. L'hétérogénéité de cette fraction a pu &tre démontrée
par chromatographie liguide haute pressicn de partage sur colonne de
silice modifiée de type alkylamine en présence d'une base de type diamino
butane dans le solvant de chromatographie. Cet artifice de chromatographie
nous a conduit i décrire une méthode de séparation d'oligosaccharides
sialylés lourds, les techniques publiées jusqu'a ce jour ne permettant
gue le fractionnement par H.P.L.C. d'oligosaccharides sialylés de type

mucine (BERGH et al. (502, 503).

¢) Les études préliminaires de structure des oligosaccharides

alditols, monosialylés préparés par H.P.L.C. nous ont permis de signaler :
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- la présence d'une dualité de structure oligosaccharidique
avec et sans N-acétylglucosamine intercalaire. Ceci contraste avec la
fraction neutre presque uniquement constituée d'oligosaccharides &

N-acétylglucosamine intercalaire.
- l'attache des résidus de NeuAc en 02,3 sur le galactose.

- une structure pentaantennée avec N-acétylglucosamine

F + NeuAc(02-3)Gal-).

intercalaire monosialylée (FII_17 =F,

d) Une fraction mineure (0,12 p. 100 de l'ensemble des
glycannes sialylés de 1l'ovomucoide) gqui se caractérise par sa richesse
en acide sialique, est constituée de deux oligosaccharides hexaantennés

et hexasialylés avec et sans N-acétylglucosamine intercalaire.

Toutes les techniques que nous venons de décrire permettent
actuellement de préparer & partir de l'ovomucoide des oligosaccharides qui
pourront servir d'accepteurs dans les études de biosynthése en particulier
de l'antennarisation des glycannes. Les données chromatographiques que nous
avons développées seront utilisées 4 1l'identification des oligosaccharides
néoformés. Ce travail de séguence primaire d'oligosaccharides obtenus &
partir de glycannes de l'ovomucoide, qui a bénéficié des technologies
modernes de chromatographie (H.P.L.C.) et d'investigation des structures
(1E-NMR a haut champ, Fast Atom Bombardment - MS) a conduit & la description
de nouvelles structures glycanniques polyantennées dont les mécanismes de

biosynthése restent & élucider.




APPENDICE TECHNIQUE
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I - PREPARATION DE L'OVOMUCOIDE SELON LA METHODE DE FREDERICQ

ET DEUTSCH (504)

La méthode de préparation de l'ovomucoide qui a servi de
matériel d'étude & ADAM-CHOSSON (505), & MONTREUIL et al. (506), a
MONSIGNY et al. (507) et & JAKUBCZAK (508) est décrite dans la figure 27
P-138. L'ovomucoide ainsi préparé a été analysé par électrophorése sur
acétate de cellulose et le résultat que nous avons obtenu est illustré

par la figure 28 p.139.

I1 - HYDROLYSE PRONASIQUE DE L'OVOMUCOIDE SELON LE PROCEDE DE

MONSIGNY (509

A une solution de 10 g d'ovomucoide dans 1 litre d'acétate
de calcium 0,01 M, on ajoute 200 mg de Pronase (CALBIOCHEM). L'hydrolyse
est effectuée 4 pH 8 et & 40°C, sous agitation, pendant 48 h en présence
de toluéne. Le pH est maintenu constant par l'addition de soude 0,1 N
contrdlée par un titrateur automatique (pH-stat TTT1IC Radiometer) et la
consommation de soude est réguliérement déterminée. L'hydrolysat est
ensuite ajusté a pH 4,5 avec de l'acide acétique glacial, puis concentré
4 20 ml environ et traité par 10 volumes d'éthanol absolu. Le mélénge est
maintenu pendant 2 heures 3 la température du Laboratoire, puis & 2°C
pendant 18 heures. Le précipité qui s'est formé est recueilli par centri-
fugation, dissous dans 500 ml d'acétate de calcium 0,01 M et soumis a
une nouvelle hydrolyse pronasique dans les conditions décrites ci-dessus.

Ce protocole expérimental est répété encore deux fois (+), & la différence

(+) Préquemment, & partir de la 3&me précipitation éthanolique, le mélange se
gélifie et il est nécessaire d'ajouter un volume d'éther sulfurique pour

sédimenter le précipité par centrifugation.
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Homogénéiser 1.500 ml de blanc d'oeuf

(50 ceufs) pendant 1 minute & l'aide d'un
mixer. Ajouter un volume d'une solution
aqueuse de trichloroacétate de sodium &
10 g p. 100 ml ajustée 4 pH 3 avec une
solution d'acide trichlorcacétique 0,3 N.
Ajuster le pH & 3,5 avec NaOH 0,5 N,
Laisser reposer une nuit & 4°C. Filtrer

sur Blchner.

PRECIPITE ELIMINE ) FILTRAT

(Protéides dénaturés 4 la température de 4°C, ajuster

par l'acide trichloro- le pH du filtrat & 6 avec NaOH 0,5 N
acétique) & 4°C. Laisser reposer 20 min. & ~ 8°C.

Ajouter 2 volumes d'éthanol 96 % a
~ 20°C. Laisser reposer 4 h a - 8°C.
Centrifuger & - 8°C pendant 30 min.

d 1.800 t/mn.

! 1
PRECIPITE SURNAGEANT ELIMINE

Reprendre le précipité par
un volume minimum 4'eau
distillée. Dialyser pendant
3 jours contre eau distillée.

Filtrer. Lyophiliser.

Rendement : 12 g d'ovomucoide/1.500 ml de blanc d'oeuf

FIGURE 27

Schéma de préparation de l'ovomucoide du blanc d'ceuf de Poule selon

FREDERICQ et DEUTSCH (510).
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Ovomucoide

FIGURE 28

Electrophorése sur acétate de cellulose de l'ovomucoide (owvo) obtenu
par le procédé de FREDERICQ et DEUTSCH dans le tampon véronal & pH
8,65 ; concentration : 5 mg d'ovomucoide/100 ul du tampon véronal ;

dépot 5 ul ; tension de 125 V/cm ; durée 2 h 30.
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prés que le précipité obtenu 3 partir du 4éme hydrolysat est soumis & une
purification selon le mode opératoire décrit ci-dessous. Ce précipité

représente la "fraction glycopeptidique AL

ISOLEMENT ET PURIFICATION DES GLYCOPEPTIDES

Purification sur échangeur d'ions

La"fraction glycopeptidique I" est dissoute dans 50 ml d'eau
distillée et la solution obtenue est additionnée d'un volume égal d'une
solution agueuse d'acide trichloroacétique & 10 g p. 100 ml. Le précipité
formé est éliminé par centrifugation, aprés un repos de 18 h, & 2°C. La

solution surnageante est purifiée par un passage successif sur des colonnes

(2 x 35 cm) d'échangeurs de cations (Dowex 50 x 8 ; "mesh" 25-50 ; forme
acide), puis d'anions (Duolite A-102-D ; "mesh" 25-50 ; forme formiate).

Le liquide effluent auquel on joint les eaux de lavage des colonnes (1 litre)
est concentré a 20 ml, dans un évaporateur rotatif. Les glycopeptides sont
isolés par l'addition de 10 volumes d'éthanol absolu. Ce précipité représente

la "fraction glycopeptidique II"

Purification par chromatographie sur gel de dextran

La fraction glycopeptidique II est débarrassée des peptides

-

qui n'ont pas été retenus par les échangeurs d'ions, par une chromatographie

sur colonne (2 x 35 cm) de gel de Sephadex G-25. La quantité de précipité

chromatographié est de l'ordre de 400 mg et le déplacement des composés
est effectué avec de 1l'eau distillée. Le repérage des constituants présents
dans l'effluent est réalisé en dosant les glucides par la méthode colori-
métrique au phénol-sulfurique de DUBOIS et al. (511) et les protides par
le procédé a la ninhydrine de MOORE et STEIN (512) ou par la technique

aux dinitrophényl dérivés de GHUYSEW et al. (513). On obtient de cette
maniére (figure 29 , p.142) une fraction enrichie en glycopeptides. Il

s'agit de la "fraction Sephadex".

Fractionnement par chromatographie sur résine échangeuse de cations

350 mg de la fraction Sephadex en solution dans 2 ml d'eau

distillée, sont soumis & la chromatographie sur colonne (2 x 40 cm) de

Dowex 50 W x 2 ("mesh" 200-400 ; forme acide) et le repérage des constituants
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des fractions d'élution est effectué en appliquant le procédé de dosage
colorimétrique des glucides de DUBOIS gE_gi. {514) . Le passage d'un
litre d'eau distillée fournit une premiére fraction ("Fraction a)

(figure 30, p.143) qui est constituée par deux pics d'élution. Le
déplacement des glycopeptides fixés sur la colonne est ensuite réalisé,
4 pH 3,0 & l'aide d'un gradient de concentration en formiate de pyridine
(systéme A& deux réservoirs cylindriques contenant, le premier, 8 ml de
pyridine, 12,5 ml d'acide formique et 479,5 ml d'eau distillée ; le
second, 160 ml de pyridine, 250 ml d'acide formique et 90 ml d'eau
distillée). On obtient de cette maniére, les fractions R et ¥ i
(figure 30, p. 143) que l'on débarrasse du formiate de pyridine par
simple évaporation sous vide & l'évaporateur rotatif, suivie d'une

lyophilisation poussée.

111 - PREPARATION DES GLYCANNES D'OVOMUCOTDE PAR HYDRAZINOLYSE.
N-REACETYLATION ET REDUCTION

HYDRAZINOLYSE

Nous avons utilisé le procédé de BAYARD (515). 900 mg
d'ovomucoide sont recouverts d'hydrazine anhydre : le tube bouché est
introduit dans une étuve & 105°C pendant 20 heures. A la fin de la réacticn,
1l'hydrazine est évaporée & l'évaporateur rotatif en présence de toluéne.

Le culot est repris par du toluéne et concentré de nouveau. L'opération
egt répétée 3 fois. L'hydrazine est piégée par du toluéne placé dans le

ballon de récupération de l'évaporateur.

Le résidu sec est solubilisé dans 1 volume d'eau (10 ml) et
précipité par 10 volumes d'éthanol absclu (100 ml). Les glycannes ainsi
précipités sont récupérés par centrifugation & 3.000 t/mn, pendant 20 min.

Ce procédé de précipitation des glycannes par l'éthanol est répété 3 fois.
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FIGURE 29

Diagramme d'élution sur Sephadex G-25 d'un hydrolysat pronasique
d'ovomucoide. Colonne de 2 x 35 cm pour 400 mg de préparation ;

élution par l'eau ; fractions de 2 ml ; débit : 0,5 ml/mn. En traits
pleins : dosage des oses "neutres" par le phénol-sulfurique ; en traits

pointillés : dosage des protides par la ninhydrine.
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FIGURE 30

Diagramme de fractionnement des glycoprotides de 1l'ovomucoide (350 mg)
préalablement purifiés par chromatographie sur Sephadex G-25, sur

colonne (2 x 40 cm) de Dowex 50W x 2 ("mesh" 200-400 ; forme acide ;

fractions de 10 ml ; débit : 0,5 ml/mn). Repérage des composés glyco-
protidiques par le phénol sulfurique. En ordonnées : A : absorbance ;
C : concentration en formiate de pyridine. En abcisses : volumes

d'élution.

‘0
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N-REACETYLATION

Nous avons appliqué la méthode de ROSEMAN (516). Les
oligosaccharides sont repris dans 5 ml d'une solution saturée de bicar-
bonate de sodium et addition de 500 ul d'anhydride acétique pur toutes les

20 minutes et ce pendant 2 heures A température ambiante. En cas de baisse

du pH (pH < 7), on ajoute du bicarbonate de sodium jusqu'd insolubilisation.

REDUCTION

La solution oligosaccharidique est ajustée & pH 9 au moyen
d'ammoniaque 0,05 N. Sont alors introduits 100 mg de borohydrure de
potassium. La réduction est arrétée au bout de 2 heures, 4 l'aide de
résine Dowex 50 x 8 (forme H+, Bio~-Rad) gui piége les cations (K+, Na+).
Cette opération effectuge sous agitation magnétique dans un bain de

glace est suivie au pH métre.

L'addition de Dowex 50 x 8 est arrétée lorsque l'on atteint
un pH de 4,0. Aprés filtration sur laine de verre et ringage de la résine
par 15 ml d'eau, la solution oligosaccharidique (20 ml) est chromatographiée
sur une colonne de Biogel P-2 (200-400 mesh) (Bio-Rad Labs) (2 x 92 cm I.D.)
stabilisée dans une solution agueuse d'acide acétique 0,5 M & un débit de
20 ml/h en vue d'éliminer les sels. Le volume de chaque fraction collectée
est de 4 ml. Aprés élution,5 pl de chaque fraction sont déposés sur une
plague de silice (Kiesegel-Merck) et révélés par l'orcinol sulfurique.

Les fractions positives sont confirmées par la radioactivité des oligosaccha=-
rides N—(14C)—acétylglucosaminiques déterminée par comptage en scintillation
liguide. Les fractions contenant des sucres sont rassemblées, puis concentrées

et lyophilisées.
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IV - IDENTIFICATION ET COMPOSITION MOLAIRE EN MONOSACCHARIDES

Méthanolyse et trifluoracétylation selon la technique

employée par ZANETTA et al. (517). 100 ug de produit sont méthanolysé en
présence de 10 ug de témoin interne (méso-inositol) par 0,5 ml de méthanol
chlorhydrique 0,5 N & 80°C pendant 24 heures. Apr@s séchage sous azote, le
résidu est trifluorcacétylé par 200 ul de mélange dichlorométhane/anhydride
trifluorcacétique (volume/volume) dans un bain se sable porté & 150°C
pendant 5 minutes. Aprés refroidissement, le trifluorocacétylat est

~

réchauffé 5 minutes & 150°C.

Analyse en chromatographie en phase gazeuse sur colonne OV 210

Les méthylglycosides trifluorocacétylés sont analysés en
chromatographie en phase gazeuse sur colonne de wverre (0,3 x 300 cm)
remplie de silicone OV 210 &4 5 % sur varaport 30 "mesh" 80-100, température

programmée de 100°C & 220°C & raison de 2°C par minute, sous un débit de

gaz vecteur (azote) de 10 ml/mn.

V - PREPARATION DE DIMETHYL SULFINYL POTASSIUM

PREPARATION DU TERT-BUTOXYDE DE POTASSIUM

Nous avons utilisé le procédé de JOHNSON et SCHNEIDER (518).
Un morceau de potassium est placé dans un bécher de 50 ml et lavé sous
courant d'hélium par 25 ml de n~pentane. Ensuite, le potassium est mis dans
25 ml d'alcool tertbutylique pendant le temps nécessaire pour gqu'il devienne
100 p. 100 métallique. Le potassium est de nouveau placé dans un bécher de
50 ml avec 25 ml d'alcool tertbutylique pendant 1 & 2 minutes. Toutes ces

opérations sont réalisées sous atmosphére d'hélium & l'aide d'un entonnoir.
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=

Le potassium (4,7 g) est introduit dans un ballon A reflux contenant 100 ml
d'alcool tertbutylique sous atmosphére anhydre. Le mélange est chauffé a
40°C pendant 30 mn, puis amené 3 reflux (80°C) et le potassium laissé en
contact avec l'alcool textbutylique pendant le temps nécessaire &

la formation de tert-butoxide de potassium et totale disparition de
potassium. Aprés refroidissement, l'excés d'alcool tert-butylique est
€liminé 3 l'évaporateur rotatif, sous pression réduite, i température
ambiante et piégé par un mélange d'acétone et carboglace & -78°C. Le
tert-butoxyde de potassium ainsi obtenu est saturé d'hélium et protégé de
toute trace d'humidité. Le tert-butoxyde de potassium contenant encore de
l'alcool tert~-butylique est ensuite lyophilisé afin d'obtenir 100 p. 100
de tert-butoxyde de potassium. Le rendement est de 23,2 g.

SYNTHESE DU DIMETHYL SULFINYL CARBANION (519)

Un mélange contenant 42 m)l de DMSO et 14 g de tert-
butoxyde de potassium est placé 30 mn au bain ultrasonique. La concen-

tration de la base ainsi obtenue est de 3 M.

VI = MICRO-METHYLATION ET ANALYSE DES ETHERS METHYLIQUES

METHYLATION

=

1 & 10 ug d'oligosaccharides sont lyophilisés dans un

microtube (6 mm x 80 mm) placé dans un tube Sovirel. Sont alors additionnés

sous atmosphére d'azote, 50 Ul de DMSO et 50 ul de diméthyl sulfinyl carbanion

potassique préalablement chauffés 15 mn & 60°C. Le tube est agité, bouché et
placé 45 mn dans un bain ultrasonique contenant de 1l’'éthanol absolu. Aprés
refroidissement & - 20°C, 100 ui d'iodure de méthyle sont ajoutés. Une
nouvelle sonication est effectuée pendant 45 mn. La méthylation est arrétée
par addition d'l ml d'eau contenant du thiosulfate de sodium. Aprés 3

extractions par 0,5 ml de chloroforme des perméthyl ocligosaccharides, les
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phases chloroformiques sont lavées 5 fois par 1 ml d'eau et séchées par du
sulfate de sodium anhydre. La partie chloroformique est filtrée sur laine

de verre et évaporée sous courant d‘'azote.

Le résidu sec est lyophilisé puis les perméthyloligosaccharides
sont méthanolysés 24 heures & 80°C par 100 ul de méthanol chlorhydrique 0,5 N.

Les éthers méthyliques méthylglycosylés sont peracétylés
par un mélange de pyridine et d'anhydride acétique (v : v ; 1 : 1 ; 50 ul)
pendant une nuit & 20°C. Aprés évaporation sous azote, ils sont analysés par
chromatographie en phase gazeuse couplée a4 la spectrométrie de masse selon
la méthode de FOURNET et al. (520).

ANALYSE DES ETHERS METHYLIQUES PERACETYLES

C'est par couplage d'une colonne capillaire imprégnée
P

de silicone OV 101 (0,3 mm x 25 m) aun spectrométre de masse Riber-Mag-10-1

o

(énergie d'ionisation : 70 eV) que les analyses sont effectuées.

Les conditions chromatographiques sont les suivantes :

- température du détecteur et de l'injecteur : 220°C

~e

- gradient de température : 100 3 240°C & 5°C/mn ;

- gaz vecteur : hélium & 0,05 bar.
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ABSTRACT

Treatment of diméthylsulfoxide with n-butyllithium
leads to the rapid formatioﬁ of lithium methylsulfinyl carbanion.
Reaction products tend to be significantly free from impurities when
lithium methylsulfiny1>carbanion is used in comparison with sodium
or potassium methylsulfinyl carbanion. This reagent gives less back-
ground in g.l.c. and thus, can be used to me;hylate micro—-quantities
of glycoprotein glycans (down to 10 pg) without the necessity to

identify methyl ether by m.s.
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INTRODUCTION ’

Methylation analysis combined with proton nuclear
magnetic resonance spectroséopy is the most perrful method for the
structural analysis of the oligosaccharidic parts of glycoproteins .
During the past twenty years, Hakomori procedure5 usiné sodium hydride
and methylsulfoxide to produce a more powerful nucleophile than the
bases previously used6 was applied to obtain a rapid and complete
methylation of all free hydroxyl groups as well as N-methylation of
the acetamido group of hexosamine residues without any loss of N-ace-
tylgroups7 in complex carbohydrates. Because the reagent contains
impurities (sodium hydride is dispersed in o0il), methods were deve-
loped to increase the sensitivity in the chromatographic analysis of
methylated sugars. In this way, gas-liquid chromatography coupled to
mass spectrometry allows to identify small amounts of partially me-
thylated sugars as well as chemical ionization mass spectrometry was
used to greatly enhance the sensitivity of detection of methylated

sugars by removing background from gas chromatograms '

In order to obtain a cleaner reagent to perform the
methylation of small amounts of sample, Finne, Krusius and Rauvala12
reported a new methylation reagent prepared from potassium tert-
butoxide and demonstrated that Eszgfbutoxide in methylsulfoxide ten-
ded to give less background in g.l.c., was more rapidly, convenien-

tly and safely prepared and could afford less interferingkimpurities

in the analysis of methylated carbohydrates.
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In 1981, Phillips and Fraser13 developed a method to
methylate carbohydrates with dimsyl potassium in methylsulfoxide and
obtained significant improvements in the preparation of the reagent
and in the purity of the product.

n-butyllithium was prepared primarily by Jones and Gil-
man!4 from n-butylbromide and lithium wire in ether at an initial
temperature of -~10° and then at 0-10° in a total time of about 3 hrs.

This reagent can be prepared as well by using Ejbutylchloridels.

By reaction with n-butyllithium in DMSO followed by treatment with |
an alkylhalide, Chaykovskyl6 described a method for the NB-alkylation.
of 2,4-diamino~7,8-dihydropteridine. In his paper, the author precise
that n-butyllithium reacts with DMSO to form lithium methylsulfinyl
carbanion which is probably the actual nucleophile which causes
deprotonation of the 7,8-dihydropteridine. n-butyllithium is a car-

17-25. In the field of carbo-

banion widely used in organic chemistry
hydrate chemistry, butyllithium was used to prepare carbohydrate
phosphatezs. Hoppe and Sch6llkopf27 demonstrated that methyl magne-

sium bromide, phenylmagnesium bromide, as well as n-butyllithium react

on isopropylidene-D-galactodialdehyde to give diastereomeric adducts.
MATERIALS AND METHODS
Materials. - The following reagents were obtained from the companies

indicated : n-butyllithium 1.6 M solution in hexane from Jamssen

Chimica (Beerse, Belgium) ; methyl iodide for synthesis from Merck
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(Darmstadt, G.F.R.) ; acetic anhy&ride R.P. Normapur, pyridine R.P.
Normapur and sodium thiosulfate R.P. Normapur from Prolabo Rhdne-
Poulenc (Paris, France). The solvents were : chloroform for chroma-
tography, methanol for specﬁroscopy and dimethylsulfoxide p.a. and
dried from Merck (Darmstadt, G.F.R.). Dimethylsulfoxide was re-dried
again using molecular sieve 3 A beads about 2 mm (LAB) from Merck
(Darmstadt, G.F.R.) and distilled under reduced pressure of about
12 mm under nitrogen. The water used was type milli Q (Millipore,
Mass). All the glassware was stored in chromium oxide/conc.sulfuric
acid, washed and dried. | |
a-methyl-D~mannoside was obtained from K and K Labs
(Plainview, N.Y.). Oligosaccharide-alditol 11 was prepared from hen
ovomucoid by hydrazinolysis in combination with HPLC chromatography

on bonded primary amine péckings as described by Paz Parente et a1.28’29

Synthesis of lithium methylsulfinyl carbanion. - The apparatus for

the preparation of lithium methylsulfinyl carbanion consists of a
500 ml two—necked flask provided with a magnetic stirrer, fitted
with a 250 ml dropping funnel and a distillation system equipped with
a drying tube packed with calcium chloride, and with a manometer and
a 1 1. one necked trapflask. All apparatﬁs is connected to a water
pump. Before the reaction procedure, the system is purged with helium
stream. '

Under helium, dimethylsulfoxide freshly dried and

distilled (120 ml) is placed in the two-necked flask and Efbutyl—”

lithium 1.6 M solution in hexane (250 ml) is placed in the dropping
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funnel. At room temperature and under reduced pressure (30 mm ) n-
butyllithium in hexane is gradually added under effective stirring.
The n-butane produced during the reaction of n-butyllithium with
dimethylsulfoxide and hexané is eliminated by water pump. The addi-
tion is made in the course of about 2 hrs after which the color of
the reaction mixture changes to dark green . After the n-butyllithium
1.6 M solution in hexane has been totally added, the mixture is al-
lowed to stand for 2 hrs at room temperature. After 4 hrs, the sys-
tem is put back at atmospheric pressure with admission of helium
stream. The reagent was stored under helium atmosphere in Teflon-

lined screw-cap tubes ,(13 x 100 mm, Sovirel, France) at 4°,

Methylation procedure.

i. = In order to assay the method, ! mg of a-methyl-
D-mannoside was dissolved in dimethylsulfoxide (200 uyl) in Teflon-
lined screw-cap tube (13 x 100 mm, Sovirel, France). 200 ul of 1li-
thium methylsulfinyl carbanion was added under inert atmosphere and
the mixture was sonicated duriﬁg 60 min. After cooling at ?4°, cold
methyl iodide (400 ul) was then added. The sonication was carried
out in sonicated bath (20°) during 45 min.

The methylation was stopped by addition of water
(4 ml) with sodium thiosulfate and the permethylated product extrac-
ted by chloroform (3 x 2 ml). The chloroformic phase was washed with
water (6 x 4 ml) and dried by sodium sulfated, filtered and concen-

trated.
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ii. - Micromethylation procedure : 10 pg of oligosaccha-
ride alditol 1l isolated from hen ovomucoid were methylated in a small
glass tube (6 x 80 mm) placed’in Teflon~-lined screw—cap'tubes (13 x
100 mm, Sovirel, France) in‘the same experimental conditions except
the quantities of solvents and reagents which were dimethylsulfoxide,
20 pl ; lithium sulfinyl carbanion, 20 pl : methyl iodide ; 40 ul.

It is very important to alkylate at room temperature to avoid the
decomposition of methyl iodide in iodine. The methylation is stopped

by addition of water (0.4 ml) containing thiosulfate and the perme-
thylated oligosaccharide-alditol is extracted by chloroform (3 x 0,4 ml).
After washing of the chloroformic phase with water (5 x 0.5 ml) it

was dried, filtered, concentrated and freeze dried at 1073 mm pres-—

sure at 25°.

Analysis of methyl ethers. - The permethyl oligosaccharide alditol

was treated with 0.5 M methanol-HCl (150 ul) for 20 hrs at 80°. The
methyl ethers were analyzed after peracetylation in pyridine=-acetic

.anhydride (1/1, 40 ul, 37°, 24 hrs) according to Fournet et al.9

RESULTS AND DISCUSSION

Reaction of n-butyllithium with dimethylsulfoxide
give quantitatively lithium methylsulfinyl carbanion. The base con-~
centration of the reagent was 3.33 M. This base was stable several

months when stored at 4° under helium.

®s
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Results of methyla;ion of methyl-&—D—mannoside are
presented in Fig. 1. On total ionizing current chromatogram one peak
is observed with the retention time of methyl 2,3,4,6-tetra-O-methyl-
a-D-mannoside. In order to examine the eventual presence of under-
methylation products, this compound was acetylated and analysed by
g.l.c.-m.s. using fragmentometry technic at m/e 247 (A1 fragment of
trimethylated derivatives) and at m/e 275 (Al fragment of dimethyla-
ted derivatives)g. No trace amounts of under-methylated species of
methyl-g-D-mannoside could be observed.

About the permethylation of 10 pg of oligosaccharide

28’29, the analysis by g.l.c.

alditol 11 isolated from hen ovomucoid
on Silicone OV 101 capillary column of methyl ethers using an injec~-
ted quantity of 0.15 to 0.8 yug/peak is presented in Fig. 2. It can

be observed that g.l.c. on Silicone OV 10l capillary column with
flame ionization detector allows to identify all methyl ethers with-
out the use of m.s. showing that the reagent give less background in
g.l.c. Of course, using chemical ionization (;mmonia) mass spectro-—
metry with specific ions ; (M + 18)+ for neutral methyl ethers (m/e

. 268 for permethyl derivatives, m/e 296 for tri-O-methyl mono-O-acatyl
derivatives, m/e 324 for di-O-methyl-di-O-acetylderivatives, m/e 352
for mono-O-methyl-tri-O-acetyl derivatives) ;V(M + l)+ for osamine
methyl ethers (m/e 292 for permethyl derivatives, m/e 320 for di-O-
methyl-mono-O-acetyl derivatives, m/e 348. for mono-O-methyl-di-O-
acetyl derivatives) ; (M + l)+ for methyl ether, of N-acetyl neura-
minic acid (m/e 408) we allow to analyse complex carbohydrate with

samples containing less than | yug of total sugars.
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LEGENDS TO FIGURES

Fig. 1.

Fig. 2.

- Total ion current recording of methyl-2,3,4,6-~tetra~-O-~

methyl-a-D—mannoéide and under methylation products recor-
ding at m/e 247 (Al fragment of trimethylated derivatives)
and m/e 275 (A, fragment of dimethylated derivatives).

G.l.c.-m.s. (Ribermag R 10~10 mass spectrometer apparatus)

on glass capillary column wall coated with OV 101,

Gas chromatogram (glass capillary c&lumn wall coated with
OV 101 ; F.I.D. detection) of partially methylated and
acetylated methylglycosides obtained after methylation and
methanolysis of 10 ug of oligosaccharide-alditol 11 from

hen ovomucoid (Injection of 1/6 of initial sample).
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WIERUSZESKI (522) A L“ETUDE DE LA STRUCTURE DE L'OLIGO-
SACCHARIDE-ALDITOL FRACTION 11 LIBERE PAR HYDRAZINOLYSE

DU GLYCOPEPTIDE 8 DE L'OVOMUCOIDE

Hydrolyse partielle d'oligosaccharide-alditol Fl11 perméthylé

par l'acide formique.

Les conditions expérimentales sont voisines de celles de
VALENT et al. (523) : acide formique & 90 et 85 p. 100. L'hydrolyse de
l'oligosaccharide~alditol F11 perméthylé a été effectude 4 l'aide de
l1'acide formigue & 85 p. 100 (CARLO ERBA) pendant 30 mn & 80°C. L'acide
formique est €liminé & l'évaporateur rotatif sous pression réduite. L'acide
formique résiduel est coévaporé par du méthanol (3 x 3 ml). L'hydrolyse est
contrblée par chromatographie de couche mince sur gel de silice (Kieselgel G-

Merck) dans le systéme solvant benzdne/&thanol (85 : 15, v/v).

REDUCTION DE L'HYDROLYSAT

L'hydrolysat est dissous dans 1 ml d'une solution NaOH 0,05 N :
MeOH (50/50, v/v). 8,36 mg de borodeutérure de sodium sont ajcutés et la
solution est laissée une nuit & température ambiante. La réduction est
arrétée par de la Dowex 50 x 8 (forme H+). L'acide borique est éiiminé
aprés plusieurs codistillations avec le méthanol. L'éthylation des
groupements hydroxyles libres des hydrolysats réduits est réalisée selon
la méthode de méthylation de FINNE et al. (524). La seule modification de ce
procédé consiste en la substitution de l'iodure de . méthyle par 1l'iodure

d'éthyle.
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RESUME

L'ovomucoide du blanc d'oeuf de Poule est une glycoprotéine constituée
de 25 p. cent de sucre et douée d'activité antitrypsique. Cette glycoprotéine qui -
posséde quatre sites de glycosylation de type N-glycosidique se caractérise par une
trés grande microhétérogénéité de sa fraction glycannique.

Les chaines glycanniques de l'ovomucoide détachées de la glycoprotéine
par hydrazinolyse ont été analysées aprés réduction et N-réacétylation par chromato-
graphie liquide haute pression sur colonne de Silice modifiée de type alkylamine.

17 oligosaccharides alditols ont ainsi pu é&tre identifiés et les structures de 4
oligosaccharides déterminées & l'aide de méthodes chimiques (méthanolyse, hydrolyse
partielle, perméthylation) et spectrométriques (spectrométrie de masse & haute
résolution, spectrométrie de. résonance magnétique nucléaire du proton a 500 MHz).

Un nouveau type de glycanne pentaantenné a été caractérisé et constitue
la structure majeure de la fraction glycannique neutre de 1l'ovomuccide.

Les sialoglycannes ont également été étudiés. Ils sont constitués de
mono, di, tri, tétra et hexasialyloligosaccharides. La fraction monosialylée qui
représente 70 p. cent des glycannes acides de l'ovomucoide renferme également des
structures nouvelles de type pentaantenné.

MOTS CLEFS : glycoprotéine, glycanne, ovomucoide, oeuf, poule, oligosaccharide,
H.P.L.C., GLC-MS, lH-NMR, hydrazinolyse, méthylation.
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