
608 PRELIMINARY NOTES 

Etudes preliminaires sur la structure d'une 
a,-glycoproteine acide (pleuromucoide) 

On sait que les parties polypeptidique et glucidique des glycoprot~ines sont unies par 
des liaisons de covalence, mais on ignore la nature de cette union et la s6quence des 
unit~s glucidiques. POPENOE ET DREW 1 ont 6tabli la position tezminale de l'acide 
sialique; WINZLER 2 a 6tudi6, par chromatographie qualitative sur papier, la lib6ration 
des glucides au cours de l'hydrolyse acide de l'orosomucoide. Enfin SCHMID et al. 3 ont 
obtenu par clivage de cette prot~ine avec HC1 gazeux ~ o °, une fraction qui conserve 
la partie polypeptidique dans son ~tat naturel, mais contient moins de la moiti6 du 
taux initial des glucides. 

Le but  de ce travail est d'obtenir, k partir d'une az-glycoprot6ine, un ou plusieurs 
glycopeptides riches en glucides. Ce r6sultat est atteint par l'action d'enzymes pro- 
t6olytiques, lesquels, contrairement aux assertions de YAMASHIMA 3, d6gradent la 
glycoprot6ine. 

Ces enzymes sont utilis6s dans la zone de leur pH d'activit6 maximum, ~ 37 ° et 
pendant un temps d'incubation de lO-16 h. Les hydrolysats enzymatiques sont ensuite 
additionn6s de IO vol. d'6thanol refroidi; le prdcipit6 form6 est recueilli et le surnageant 
est concentr6 sous vide pour ~liminer l'6thanol. Les d6terminations des hexoses, 
hexosamines, 6-d6soxyhexoses et acide sialique sont effectu6es sur le pr6cipit6 et sur 
le surnageant. 

L,~l-glycoprot~ine utilis~e est isol6e du liquide pleural; son homog~n6it6 est 
d6montr6e 5 et sa concentration en glucides est de 41%; ses propri~t6s sont voisines de 
celles de l'orosomucoide. 

La pepsine k pH 2, pendant 16 h, d6grade la glycoprot6ine: le pr6cipit6 6thano- 
lique de l 'hydrolysat correspond en poids ~ 7 ° ~o de la prot6ine originelle. Ce pr6cipit6 
contient la totalit6 des hexoses et des hexosamines, mais seulement 5o % des amino- 
acides et 50-60 % de l'acide sialique du produit initial; on retrouve 40-50 ~o d'acide 
sialique dans le surnageant, sous forme libre. En fait, la lib6ration de cet acide n'est 
pas due ~ l'action hydrolysante de la pepsine mais k l'acidit6 du milieu. Ainsi, la 
fraction glycopeptide r~sultant de l'hydrolyse pepsique contient 22 % d'hexoses, 
16.5 % ct'ac6tylhexosamine, 2 % de fucose et 9 % d'acide sialique, soit un total de 
50 % de substances glucidiques. 

L'action de la papaine et de la chymotrypsine est plus faible, car on retrouve 
dans le pr6cipit6 6thanolique, respectivement 9 ° et 80 °/o du substrat mis en jeu, avec 
la totalit6 des glucides de ce dernier. Le surnageant contient seulement des amino- 
acides et des peptides. La concentration en glucides du prt~cipit6 6thanolique est de 

o/ d'acide sialique dans le cas de la papaine; elle 45 %, dont 18 % d'hexoses et I I  /o 
est de 50 % dont 20 % d'hexoses et 13.4 % d'acide sialique dans le cas de la chymo- 
trypsine. 

Enfin la trypsine s'est r6v616e l'enzyme la plus efficace, car elle lib~re 60 ~o 
d'aminoacides tandis que la totalit6 des glucides de l'al-glycoprot6ine se retrouve dans 
le pr6cipit6 6thanolique de l 'hydrolysat trypsiqne. Le glycopeptide obtenu contient 
24 ~o d'hexoses, 20 % d'ac6tylhexosamine, 3 % de fucose et 16 ~/o d'acide sialique; la 
partie polysaccharidique de cette fraction repr6sente 63 °/o de la mol6cule. 

L'~lectrophor~se sur papier ~ pH 5 des diff6rents pr~cipit~s ~thanoliques, met 
en 6vidence plusieurs bandes r6v6lables par la ninhydrine; nne seule bande est r6v6- 
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lable par l'amidoschwarz et par le r6actif de Schiff-acide p6riodique, sauf dans le cas 
de l 'hydrolyse par la chymotrypsine oh l'on observe 3 bandes color~es par ce dernier 
r6actif. 

Ces r6sultats nous ont conduit ,~ conjuguer l'action de plusieurs enzymes pour 
tenter d'accroltre encore le taux en glucides. 

Apr~s action de la trypsine sur l 'hydrolysat pepsique de l'~l-glycoprot6ine , le 
pr6cipit6 6thanolique repr6sente seulement 50-55 % de la prot6ine mise en jeu et 
contient la totalit6 des hexoses et hexosamines initialement pr6sents dans cette der- 
nitre. La concentration en glucides de ces glycopeptides repr6sente 66 % de la mold- 
cule avec 30 % d'hexoses, 25 % d'ac6tylhexosamine, 8. 3 % d'acide sialique et 2.6 % 
de fucose. 

Enfin apr~s action successive de la trypsine et de la papaine, puis ~lectrophor~se 
de zone sur amidon de cet hydrolysat, on obtient un glycopeptide dont la concentra- 
tion en glucides atteint 87 % avec 33.5 % d'hexoses, 28.8 % d'ac6tylhexosamine, 22 % 
d'acide sialique et 3.3 % de fucose. Ce glycopeptide contient la quasi-totalit6 des 
substances glucidiques de l'~l-glycoprot~ine originale. 

Le Tableau I r~sume les modifications subies par l'al-glycoprot6ine au cours des 
diff6rentes hydrolyses prot6olytiques. I1 met l'accent sur ]e r61e capital de la trypsine 
dans la formation des glycopeptides. 

T A B L E A U  I 

POURCENTAGE EN GLUCIDES, DANS LE PR~C1PIT]~ ETHANOLIQUE OBT~NU 
PARTIR DES DIFFERENTS HYDROLYSATS ENZYMATIQUES 

Eney~w Hexosaraines Acetylhexosaraines 6-Desoxyhexoses Acide sialique Total¢ en glucides 

% % % % % 

N ~ a n t  15.8 13.25 2 1° .4  41.5 
P e p s i n e  2 I .  7 16.5 2. I 9.05 5 ° 
P a p a i n e  18.2 - -  - -  10.95 45 
C h y m o t r y p s i n e  20.2 - -  - -  13.4 5 ° 
T r y p s i n e  24. i 2 o 3 16 63 
P e p s i n e  + t r y p s i n e  3 ° 25 2.6 8. 3 66 
T r y p s i n e  + p a p a i n e  + 

61ect rophor~se  su r  a m i d o n  33.5 28.8 3.3 22 87. 5 

Cette note pr~liminaire montre que les enzymes prot6olytiques d6gradent la 
glycoprot6ine al et qu'ils peuvent 6tre utilis6s dans l'6tude de la structure de cette 
prot6ine. L'investigation sur la chimie des glycopeptides ainsi obtenus est en cours. 
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