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SUMMARY 

Human colostrum. Chromatography on DEAE-cdlulose of 
the glycopeptide fraction soluble in 50 % ethanol 

A glycopeptidic fraction from human colostrum is prepared by dialysis and protein 
precipitation in 50 % ethanol. This fraction is chromatographed on DEAE-ceUulose 
in pyridine-acetate buffer (pH 5,3) using discontinuous elution. Elution peaks are 
analysed by electrophoresis on paper and ultracentrifugation,.and the carbohydrate 
and amino acid composition is determined. 

A try of preliminary fractionation on Sephadex G-z5 is also effectuated. 

INTRODUCTION 

Les glucides du lait humain ont dtd l'objet de nombreux travauxl, ~ et la structure 
d'une certain nombre d'oligosaccharides est maintenant parfaitement connue. 
Plusieurs de ces polyosides contiennent de l'acide N-ac~tylneuraminique: ce sont 
les lactaminyl-lactoses a-5 et les trois pentasaccharides isol6s r6cemment par KUHN 
ET GAUHE (cites par MONTREUILe). 

D'autre part, MOI~TREUIL ET MULLET T ayant ~tudi6 la composition de la fraction 
adialysable des lalts colostraux, ont mis en ~vidence leur richesse en "lactomucoides" 
et leur appauvrissement progressif en ces substances au cours du post-partum. 
Toutefois, leur fraction 6taft un adialysable total et contenait routes les glycoprot~ines 
du lalt, en plus des polyosides supOrieurs ~t acide sialique, dont ZILmEN, BRAUN 
ET GYORGYI s avaient pressenti l'existence. 

II nous a donc paru int~ressant de rechercher la presence dans les laits colostraux, 
de glycopeptides que l'on pourrait consid~rer comme des interm~diaires entre les 
glycoprot~ines et les polyosides connus. 

Le premier temps de cette ~tude est un fractionnement fond6 sur la teneur en 
aeide sialique de ces substances, c'est ~t dire, mettant en jeu une chromatographie 
sur un ~changeur d'anions, la DEAE-cellulose. 
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MODE OPI~RATOIRE 

Prdparation de la fraction glycopeptidique 

Le eolostrurn utilis6 est un m61ange de lairs colostraux provenant de plusieurs 
m~reset recueiUis entre le premier et le dixi~rne jour apr~s l'aecouchernent. Apr~s avoir 
6t6 ~er6m6 par eentrifugation, le colostrum est ajust6 ~ pH 4.5 par "'acide ae6tique; 
un volume d'aleool est alors ajout6 A --lO% Le pr~cipit6 prot~ique est centrifuge, 
le surnageant est coneentr6 sous vide ~t 25 °, jusqu'~ 61irnination de l'alcool, puis mis 
en dialyse contre 8 vol. d'eau distill6e, avec agitation, sous toluene. Apr+s 48 h de 
dialyse ~ 4 ° et renouvellement du liquide ext~rieur, la fraction adialysable--que 
nous appellerons en abr6g6 Ss0A--est lyophilis~e. 

Mdthodes analytiques 

Cette fraction Sn0A, ainsi que routes les substances obtenues au cours des fraction- 
nernents, sont analys~es par les m6thodes colorim~triques elassiques, eontre les 6talons 
appropri~s: les hexoses 9 contre un m61ange ~quimol6culaire galactose/glucose, les 
hexosamines 1° eontre le clflorhydrate de glucosamine, les 6-d6soxyhexoses n contre 
le fueose, l'aeide sialique libre a2 et total x3 contre l'acide N-ac6tylneuraminique et 
une glycoprot6ine servant d'6talon auxiliaire, les peptides x4 contre la s~rumalbumine 
bovine, les aeides uroniques x5 contre le glycuronate de sodium et !es aeides amines 16 
eontre la leucine (ce dosage a ~t~ effectu~ sans hydrolyse pr~alabl~, c'est ~ dire o2~e 
seuls les groupements ~-amin~s libres sont dos6s). 

Chromatographic sur DEAE-cellulose et Sephadex G-25 

Une quantit~ de DEAE-ceUulose (Whatman), 6gale A 5 fois le poids de substance 
fractionner, est lav6e par la soude I N, par l'eau et reprise par le tampon ac6tate de 

pyridine o.2 M (pH 5.3) (ee tampon est utilis6 en raison de sa volatilit6 qui permet 
d'6viter les dialyses apr~s chromatographic). 

La colonne, fortune en laissant s~dimeuter librement une suspension dans le 
tampon de molarit6 o.oo2 M, est lav~e par ce tampon jusqu' ~t ce que l'effluent ait 
la m~me conduetivit6 que le tampon lui-m~rne. Le produit ~ chromatographier est 
repris darts un volume suffisamment important du tampon o.ooi M pour que la 
conductivit6 de la solution obtenue soit proche de celle du tampon o.oo2 M. 

L'61ution est effectu~e en augrnentant par palier la rnolarit6 du tampon; eette 
m6thode 6rant pr6f~rable au gradient pour un premier fraetionnement. 

Les hexoses, l'acide sialique et les peptides ou les aeides amines sont doses dans 
les fractions de l'~luat. 

Dans une experience, Sr~A est remis en solution aqueuse, puis pass~ direeternent 
sur une colonne contenant 3o lois son poids de Sephadex G-25 (Lot No. To 8491 C, 
Gros) darts l'eau. En plus des dosages cit6s ci-dessus, on d6termine alors la conduc- 
tivit6 de chaque fraction recueillie A la sortie de la colonne. 

Ultracentrifugations 
Les ultracentrifugations sont effectu6es ~ la Station Centrale du CNRS, dans 

l'uRraeentrifugeuse Spinco, h 5987 o r~v./rnin, ~t 2o °, en fronti~re pr~form~e, dans 
une solution o.o8 M de chlorure de sodium, tamponn~e ~ pH 7 par un tampon 
phosphate o.02 M. La concentration est de 1% pour routes les fractions analys~es. 
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~.lectrophor~se 
Les dlectrophor6ses sur papier (Schleicher et Schull 2o43b) sont effectudes ~t pH 3.5 

et 6.3 en tampon ac6tate de pyridine, et ~ pH 8.6 en tampon v~ronal sodique; sous 
xo V/cm; I ,  o.I. Les feuilles sont r6v61~es par l'amidoschwartz, le r6actif de Schiff 
apr6s oxydation periodique et la ninhydrine. 

Chromatographic sur papier 
La chromatographic sur p~pier des oses neutres et amines (apr~s hydrolyse 

par  HCI I N, 4 h k IOO °) est effectude selon la technique de BOORRILLON ET MICHONIL 
Cette technique est appliqude k rdtude des acides sialiques (apr~s hydrolyse 

par HC1 ~t pH 2, x h ~t ioo°), r6v61ds par la mdthode de WARREN ls, et d 'autre part,  
des acides aminds (apr~s hydrolyse par  HC1 6 N, 16 h ~t ioo°), qui sont 6galement 
analysds sur papier Whatman No. I, dans le solvant bu tano l -  acide ac6t ique-  eau 
(4:z:5, v/v). 

RI~.SULTATS 

Preparation de S~A 
La fraction adialysable du colostrum soluble dans l'&hanol A 5o %, SsoA, repr6sente 

environ 3 g/1. La dialyse doit ~tre assez pouss~e afin d'61iminer totalement le lactose 
et les glucides dialysables dont la concentration est tr~s 61ev&~ dans le colostrumL 

La composition de cette fraction est donn6e dans le Tableau I. 

T A B L E A U  I 

COMPOSITION DES FRACTIONS GLYCOPEPTIDIQUES DU COLOSTRUM 
APRILS CHROMATOGRAPHIE SUR DEAE-CELLULOSE 

Entre  parentheses dans la premiere colonne: molaritds d'dlution, tampon acdtate de pyridine 
(pH 5-3). 

Poid~ Hexoses lte~:.~samin,'s 6-Ddsoxyhexoses Acide sialique Peptides Hexoses/ 
Fractions (rag) (%) (%) (?o) (?b) (?o) at/de sia!ique 

SsoA 3000 43 x 5 9 io 22 4.3 
S6oAI t5 oo 44.5 i6 Io Io.6 I7 4.2 

I (0.002 M) 685 47 18 I2.7 5.2 16.5 9 
I I  (o.ol M) 24 ° 50 I8.6 9 20 2 2. 5 

III (o.o 5 M) 370 40 I5 7 20 13 2 
I I I  (0.05 M) 45 30 15 4 23 22 1.3 
IV (o.x M) t9o 21.7 lO.8 2.6 I1.1 36 2 
V (0.5 M) 45 17 Io 2 xo 50 1.7 

Dans un essai, la dialyse a 6t6 poursuivie durant 4 jours, avec renouvellement 
du liquide extdrieur tousles jours: il ne restait plus que I5oo mg de S~rA par litre 
de colostrum. Ce rdsultat n'est pas surprenant, car cette fraction glycopeptidique 
est formde de substances dont le poids mol6culaire ne doit pas excdder 4ooo, ainsi 
que le montre l'ultracentrifugation. Ces substances sont donc b. la limite de la per- 
mdabilit6 des membranes de dialyse; c'est pour cette raison que l'emploi d 'un tampon 
volatil s'impose au cours des chromatographies, d 'autant  plus que la vitesse de 
• alyse semble s'accroitre pour les fractions purifides. 

D'ailleurs, il est intdressant de noter que Sr~A n'est pas modifi6 qualitativement 
par une dialyse poussde (of. Sr~A2 dans le Tableau I). 
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Chromatographie sur DEAE-cdlulose 

La Fig. I repr~sente les diagrammes d'61ution de la colonne de DEAE-cellulose. 
3 g de Sr~A ont ~t~ utilis6s. Les fractions correspondant aux clochers du diagramme 
sont r6unies, concentr~es sous vide et lyophilis~es. Leur composition est donn6e dans 
le Tableau I. 
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Fig. I. Chromatographie sur DEAE-ceUulose de 3000 mg de la fraction adialysable du colostrum 
soluble dans l 'dthanol ~ 5 ° %. Colonne 16 x 4 cm. Tampon acdtate de py~dine rpII - 5-3). ~,lution 
discontinue par les molaritds indiqudes au dessus des flbches. Courbc en trait  continu: hexoses; 
eourbe en trai t  discontinu: acide sialique; courbe en pointilld: peptides. Les barres horizontales 
indiquent !a r~un_ion des tubes d 'un  m~me pie (5o ml par tube). La composition des fractions 

obtenues (I-V) est donnde dans le Tableau I. 

Remarquoxis l'6volution du rapport hexose/acide sialique qui est de 4.3 dans 
le total, de 9 dans la fraction qui ne s'adsorbe pas sur l'fichangeur, et qui diminue 
consid6rablement lorsque la molarit6 du tampon filuant augmente. Ceci confirme 
le r01e pr~pond6rant que joue l'acide sialique dans l'adsorption des glycopeptides 
sur fichangeur d'anion. 

La chromatographie sur papier montre la prfisence, dans les fractions DEAE I, 
II et III,  de galactose et de glucose (le galactose &ant le plus important), de glucos- 
amine, de galactosarnine en faible quantit6, et de fucose. La fraction DEAE IV ne 
contiendrait que la glucosamine et le galactose. L'acide sialique est l'acide N-ac~tyl- 
neuraminique. 

Remarquons l'absence certaine de mannose et d'acides uroniques, ces diverses 
fractions poss6dant ainsi les m~mes glucides que les polysaccharides d6j~t connus 
dans le lait. 

On trouve, en faible quantit6, de nombreux amino acides, mais, l'acide gluta- 
mique, la valine et la proline sont en proportion importante. 

Le poids molficulaire de ces fractions est relativement 6levfi puisque leur constante 
de s&limentation est voisine de 0.84 S, except6 pour la fraction DEAE I, plus lfig6re, 
dont la constante est o.59 S. 
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L'~lectrophor~se sur papier est assez peu r&olutive aux pH 6.3 et 8.6. Au 
contraire, ~ pH 3.5, si ramidoschwartz ne r6v~le que des zones diffuses tr~s l~g~res, 
au point de d~part ou migrant vers la cathode, la r~v~lation par le r~actif de Schiff 
(Fig. 2) met en 6vidence des bandes nettement s~par~es migrant vers l 'anode: la 
Fraction I pr&ente ~ bandes, les Fractions II  et IV, une seule; quant 5, la Fraction i I I ,  
elle poss~de 3 bandes. 

+ 

mm)) 

I II III IV V 
F r a c t i o n s  DEAE: 

Fig. 2. Schema du glucidogramme obtenu apr~s ~lectrophor~se sur papier des Fractions I-V 
provenant de la chromatographie sur DEAE-cellulose de la fraction adialysable du colostrum 
soluble dans l'~thanol ~ 5o %. Tampon ac6tate de pyridine de 2.2 ~ (pH 3.5) ; IoV/cm durant 7 h. 

Chromatographic sur Sephadex G-aS, ]~uis sur DEAE-ceUulosc 

La Fig. 3 repr6sente le diagramme du passage de S~A (IXOO rag) sur Sepha- 
dex G-25. Les glycopeptides sont exclus de la colonne sans r~tention, ce r~sultat 
confirme l'ultracentrifugation qui donnait ~ ces substances un poids mol~culaire de 
35oo-4ooo. Le pic unique obtenu par le dosage des hexoses, est s~parable en deux 
fractions (Sephadex I ct II), l'une contenant l'essentiel des acides amines, l 'autre 
le pic d'acide sialique. La composition de ces 2 fractions est rapport~e dans le 
Tableau II. 

L'61ectrophor~se sur papier, ~ pH 3.5, de ces fractions montre, apr~s r~v~lation 
des glucides, une bande migrant peu pour la Fraction I e t  plusieurs bandes pour la 
Fraction II. 

Cette Fraction I I  du Sephadex, la plus riche en acide sialique, est alors soumise 
"~ une chromatographic sur DEAE-cellulose (Fig. 4). Le diagramme est beaucoup 
plus simple clue celui obtenu directement de SsoA. I1 est int~ressant de constater que, 
parmi les substances ne s'adsorbant pas sur la colonne ~t la molarit6 o.oo2 M, une 
partie passe sans retard et ne contient pas d'acide sialique, alors qu'une autre partie 
est 16g~rement retenue et contient I5.8 % d'acide sialique (Tableau II). De plus, 
aucune substance n'est t~lu6e ~t la molarit~ o.oi M; puis apr~s la troisi~me fraction 
~lu~ pour 0.04 M, plus rien n'est d~sorb~ de la colonne, ~lors clue, dans l'essai pr~c~- 
dent, des substances glycopeptidiques apparaissaient encore dans l'~luat o.2 M. 
Le rendement de ces chromatographies sur DEAE-cellulose ~tait d'ailleurs assez 
m~diocre (inf~rieur 5  ̀6o %), aussi, bien pond~ralement que pour chacun des consti- 
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tuants  glucidiques dosds. (Le rendement du passage sur Sephadex est voisin de lOO %.) 
L'dlectrophor6se sur papier ~t pH 3.5 de ces trois fractions prdsente une grande 

similitude avec celle des fractions correspondantes de la chromatographie directe 
sur DEAE-cellulose. Les sucres neutre~ et aminds sont dgalement identiques. Seule 
la Fraction I contient des amino acides: la valine, la proline et racide glutamique, 
avec des traces d'arginine et d'acide aspartique. 
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Fig. 3. Passage sur colonne (20 x 2.5 cm) de Sephadex G-25 duns l 'eau de I ioo mg de la fraction 
adialysable du colostrum soluble dans l '6thanol h 50 %. Courbe en t ra i t  continu dpais: hexoses; 
courbe en t ra i t  diseontinu: acide sialique; courbe en pointill6: groupements  g-amin6s libres 
(ninhydrine); courbe en t ra i t  continu fin: conductivitd. Les barres horizontales indiquent la 
r6union des tubes d 'une fract ion (m ml par  tube).  La composition des fractions obtenues (Se- 

phadex  I e t  II} est donnde dans le Tableau I I .  

T A B L E A U  I I  

COMPOSITION DES FRACTIONS OBTENUES APR~S PASSAGE DE I It)mg DE S$0A SUR SEPHADEX G-2 5 
ET DES FRACTIONS OBTENUES PAR CHROMATOGRAPHIE SUR D E A E - C E L L U L O S E  

DE LA FRACTION IX DU SEPHADEX 

Ent re  parenth6ses dans ia premi6re colonne: molarit~s d'dlution, t ampon  acdtate de pyridine 
(pH 5-3). 

Fractions Po~clq H e ¢ n ~ e s  Hcxo~amines 6 l)d~a,v- .4cide Acides H.,xosex I h'.¢ose~ sialique aminds* acide 
(rag) (%) (%) (%) (%) (tJm~les) sialique 

Sephadex I (6-9) 490 38.5 13.4 8 6.7 o.21 5.7 
Sephadex I I  (lO-13) ¢-oo 47-7 16.8 1o 15.8 o.12 3 
S I I D E A E  I (0.002 M) 165 57 "0.5 I6.5 o 0.06 
S I xDEAE I I  (o.oI M) 72 58 I6.5 lo 15.8 0.04 3.6 
S I I D E A E  I l l  (0.04 M) x2o 44 17 5 30 0.03 1.5 

* Dosage des groupements  ~-aminds libres. 
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DISCUSSION 

Une fraction non dialysable du lait humain a ~t~ Studi~e par ZILIKEN d al.S: cette 
fraction, pr~cipit~e entre 67 et 87 % d'~thanol contenait x7-25 % d'un acide sialique 
dont la caract~risation &aft le but essentiel de leur recherche. 
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Fig. 4. Chromatographie sur DEAE-cellulose de la Fraction [I (600 mg) obtenue apr~s passage 
s u r  Sephadex G-25 de la fraction adialysable du colostrum soluble darts l'6thanol ~ 5o %. Colonne 
x2 × 2.5 cm. C~urbe en trait continu: hexoses; courbe en trait  discontinu: acide sialique; courbe 
en pointill6: peptides, Tampon ac6tate de pyridine (pH 5.3). l~lution discontinue par les molarit~s 
indiqu6es au dessus des fl~ches. Les barres horizontales indiquent ia r~union des tubes d'un 
meme pie (25 ml par tube). La composition des fractions obtenues (SHDEAE I, SnDEA£ II, 

SIIDEAE III) est donn6e dans le Tableau II. 

Toutefois, ces m~mes chercheurs avaient montrd que cette fraction non dialysable 
contenait, en plus des polyosides neutres ou aminds, au moins deux oligosaccharides 
acides composds de galactose, glucose, fucose, acdtylglucosamine et acide N-acdtyl- 
neuraminique. ZIU_KEN ST_ WH!T_~HOUS~ x9 considdraient d'ailleurs, que le lactaminyl- 
lactose n'dtait que le numdro un d'une sdrie d'oligosaccharides produits par la glande 
mammaire, pouvant ddriver de plus hauts polysaccharides par fragmentation. I1 est 
dvident que la caractdrisation rdcente des pentasaccharides ~t acide sialique e est en 
accord avec cette hypoth~se. 

Quant ~t la fraction adialysable &udide par MONTREUIL ET MULLET ~, c'dtait 
un adialysable total, non d~prot6inis~. 

Ainsi, les polyosides ou les h&&osaccharides adialysables du lait humain--ou 
mieux, du colostrum, plus riche en glucides--n'ont pas encore ~t~ l'objet d'un fraction- 
nement, et, cependant, la mise en ~vidence, puis la caract~risation de hauts polysaccha- 
rides ou de glycopeptides, peuvent apporter des ~claircissements dans le m&abolisme 
soit du lactose, soit des glycoprot~ines du lait. 

Les polyosides de faible poids mol~culaire Stant ~limin~s par la dialyse et le 
passage sur Sephadex, nous avons montr6 l'existence, dans le colostrum, de poly- 
saccharides neutres ou acides et de glycopeptides de poids mol~culaires voisins de 
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3500. La chromatographic sur DEAE-cellulose en tampon volatil et l'41ectrophor~se 
sur papier ~ pH 3-5 des fractions obtenues prouvent que les lairs colostraux humains 
contiennent, non pas deux, mais plusiem-s polysaccharides acides sup6rieurs. De plus, 
la caract6risation de certains acides amines (valine, proline, acide glutamique) clans 
plusieurs de ces fractions, permet d'affirmer la pr6sence de glycopeptides. 

Bien que totalement d6pourvus de mannose, ces glycopeptides naturels peuvent 
~tre rapproch~s, par leur composition, de ceux obtenus pr6c~demment dam l'urine 
humaine normale ~°. 

Actuellement, de nombreux travaux portent sur la structure des glycoprot6ines, 
et le premier stade de ces recherches consiste g6n6ralement ~t obtenir, par hydrolyse 
enzymatique, des glycopeptides artificiels, ou, parfois m~me, des polysaccharides 
d6pourvus d'amino acides. 

Cette fraction adialysable du colostrum a donc un int6r~t m6tabolique certain; 
ce travai~ n'est que le premier temps de son 6tude, le deuxi~me consistant ~t carac- 
t~riser les fractions dont l'homog~n~it~ aura ~t~ confirm~e. 
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• T P RESUME 

Apr6s prficipitation des prot6ines par l'6thanol ~t 50 %, la fraction adialysable du 
colostrum humain est chromatographid sur DEAE-cellulose en tampon volatil de 
pH 5.3- Par cette technique, plusieurs glycopeptides ou po,ysaccharides ~ acide 
sialique sont mis en ~vidence. Ces substances sont analys~es par les mdthodes colori- 
m~triques classiques, par 61ectrophor6se sur papier et par chromatographie sur papier. 
L'ultracentrifugation permet de leur attribuer un poids molficulaire voisin de 35oo. 
Un passage sur Sephadex G-25, suivi d'une chromatographie sur DEAE-cellulose 
contirme ces r6sultats. 
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