
BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA 255 

BBA 3935 

1~TUDES SUR LA STRUCTURE D'UN'E ~I-GLYCOPROTI~INE 

(PLEUROMUCOIDE) 

I. PRI~PARATION ET OBTENTION DES GLYCOPEPTIDES 

R. BOURRILLON, R. GOT ET D. MEYER 
Laboratoire de Chimie Biologique, Faeult~ de ,~I~deeine, Paris (France) 

(Rec.u le lO juillet, 1962) 

SUMMARY 

Studies on the structure of  an oq-glyco#rotein (l~leuromucoid) 

I .  Preparation and purification of the glycopeptides 

After extensive digestion of pleuromucoid with several proteolytic enzymes, a glyco- 
pertidic fraction is isolated from the digest, which conserves carbohydrates of native 
protein. This fraction contains 31% hexoses, 3 % fucose, 31.5 % hexosamines, 21.6 % 
sialic acid and IZ % amino acids. 

Only a limited number of amino acids is present in the glycopeptides, with 
aspartic acid, glutamic acid and thre(,nine occurring most frequently. Sedimentation 
studies reveal that the glycopeptides have and average mol. wt. of 3ooo-35oo. These 
results indicate the presence of 5-6 heteropolysaccharide units in pleuromucoid. 

Glycopeptides are purified by procedures involving zone electrophoresis and 
column chromatography; the fractions prepared are isolated in reasonably homo- 
geneous form, but still possess heterogeneity with respect to the amino acid moiety. 

INTRODUCTION 

L'~x-glycoprotdine acide est une des protdines sdriques les mieux caractdrisdes, mais 
nos connaissances sont tr~s fragmentaires sur le nombre, la taille et la composition des 
unit6s polysaccharidiques de cette molecule, ainsi que sur la nature de la liaison 
glucido-prot~ique et la s~quence des c~nstituants glucidiques. Des travaux pr61imi- 
naires 1-s ont montr6 la position externe de l'acide sialique et sa liaison avec le galactose 
dans cette glycoprot~ine. 

En raft, le premier temps dans l'6tude de la structure des glycoprot~ines consiste ~t 
obtenir une fraction glycopeptidique qui, ne conservant qu'un petit nombre d'amino 
acides, poss~de la quasi totalit6 des glucides de la prot~ine native. Nous avons 
pr~c~demment montr~ 4, en d6saccord avec  YAMASHIMA 5, que l'~-glycoprot6ine est 
facilement hydrolys~e par les enzymes prot~olytiques, ce qui a ~t~ confirm~ par 
WEINVELD ET TUN~S 6. 

Le present travail d~crit la preparation et les caract6ristiques d'une fraction 
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glyeopeptidique obtenue par hydrolyse enzymatique d'une ~-glycoprotdine isolde du 
liquide pleursl et appelde pleuromucoide~, 8. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

Preparation de l'o~t-glycoprot~ine 
Cette prdparation a ~td ddcrite pr6cddemment~, s. La totalitd des substances 

glucidique ~, reprdsente 40--49 % flu poids see. 

Hydrolyse enzymatique 
Les enzymes suivants sont utilisds, seuls ou en association: La pepsine eristallisde 

(Worthington Biochemical Corporation). L'hydrolyse est effectude h pH 2.8 pendant 
7 h. La trypsine et la chymotrypsine cristallis&s (Worthington) sont utilisdes sdpar~- 
ment, ~t pH 7.7; la durde de chaque hydrolyse est de 15 h. La papa~ne eristallis~e 
(Worthington). L'hydrolyse est r~alis~e ~t pH 6.8 pendant x5 hen presence de cyst~ine 
(o.oi M). 

Toutes ces opdrations sont effectudes h 37 ° et sous toluene pour dviter une 
contamination bactdrienne. Le rapport enzyme/substrat est de I]5O. 

Ultracentrifugation 
Les mesures de la constante de sddimentation sont rdalisdes ~t la Station Centrale 

du CNP.S, clans rultracentrifugeuse Spinco, h 59000 rdv./min ~t 2o °, dans un tamtmn 
phosphate NaCI de force ionique o.x (pH 7.2) et en fronti6re synthdtique. Six con- 
centrations de glycoprotdine ont dtd utilisdes: o.2-I %. 

~,lectrophovkse 
L'dectrophor~se sur papier est effectu6e A pH 3.5 et 6.4 dans un tampon ac&ate 

de pyridine, pendant 6h sous IO V/cm. Les bandes sont rdvdldes par l'arnido-schwartz 
et par le rdactif de Schiff apr~s oxydation periodique. 

L'dectrophor~se de zone sur chlorure de polyvinyle (Geon 421, Goodrich Co.), 
en tampon acetate de pyridine, force ionique 0.05 (pH 3-5) utilise la technique prd- 
conisde par BOURRILLON ET GOT 9. 

C hromatogr aph.ie sur D EA E-celhdose 
La technique employde est celle de SOBER e~ a/. 1°, a v e c  un gradient d'dlution 

obtenu en introduisant un tampon phosphate de pH 7.1, 0.005 M, dans la chambre de 
m~lange et un volume 6gal du m~me tampon o.I M dans le r6servoir. Des fractions de 
5 ml sont recueillies sur lesquelles on d&ermine racide sialique par la diphdnylamine 
et les peptides par la ninhydrine. Les fractions correspondant/~ un m~me pie d'dlution 
sont r~unies, dialysdes et lyophilisdes. 

Analyse des substances glucidiques 
Les substances glucidiques sont ddtermindes par des m&hodes prdcddemment 

ddcritesL 
Une cindtique de la libdration enzymatique d'acide ~ialique est effectude en 

prdsence d'un extrait de Vibrio Cholerae. L'acide sialique libre est ddtermind selon 

WARREN u. 
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L'acide sialique est aussi lib~r~ par hydrolyse acide dans racide sulfu~ique 
o.x N ~ 8o ° pendant x h. 

Analyse des amino acides 
Les glycopeptides sont hydrolysds sous vide darts HCI 5.7 N ~ ~oo° pendant 24 h 

avec une concentration en prot6ine de x % °. Apr6s hydrolyse, HC1 est 61imin6 sous vide 
en pr6sence de potasse et d'anhydride phosphorique. 

Les solvants suivants sont utifis6s pour la s~paration des amino acidesen chroma- 
tographie sur papier: butanol-acide ac6tique-ea,a (4: 1:5), dur~e 4o h; ph6noI satur6 
d'eau-ammoniaque, dur~e 3o h; butanol-pyridine-HCl o.z N (5:3:z), dur6e 7z h. 

La d~termination quantitative est effectu6e apr6s r6v61ation des chromato- 
grammes par une solution de ninhydrine ~ 5 % dans le butanol satur6 d'eau en 
pr6sence d'acide ac6tique; la coloration est d6velopp6e dans une 6tuve/~ 6o ° pendant 
z5 min et son intensit6 est d6termin6e par densitom6trie (appareil Photovolt Corpo- 
ration). Des amino acides t6moins sont chromatographi6s et r6v616s dans les m~mes 
conditions. 

De'termination des gYoupements NH2-terminaux 
La r~action est effectu~e ~ 37 ° pendant 5 h et ~ pH 9- Les glycopeptides dinitro- 

ph~nyl~s sont hydrolysis ~ reflux ou en tube scell~, pendant I6 h darts HCI 5.7 N, 
ou pendant 4 h dans HCI I2 N. Les DNP-amino acides sont s6par~s par chromato- 
graphie sur colonne d'hyttosupercel 6quilibr6 avec un tampon phosphate o.4 M, 
pH 7.2519, '3. L'~lution est effectu~e par le chloroforme, puis pat des m61anges de 
chloroforme et de m6thyl6thylc~tone en proportions variables. Chaque bande est 
recueillie s~par6ment et au besoin rechromatographi6e darts les m~mes conditions. 
Apr~s 6vaporation du solvant, le r~sidu est repris par l'ac6tone et le dosage est effectu6 
sur une partie aliquote par spectrophotom~tric (absorption ~ 338 m~). Le reste est 
soumis ~ la chromatographie sur papier pour identifier l'amino acide consid6r6 et 
appr~cier sa puret6. Les solvants suivants sont utilis~s: ph~nol-alcool amylique-eau 
(I : x : I)14; tolu~ne-pyridine-monochlorhydrine du glycol-ammoni~_que (5: 3.5:5:3)14; 
benz~ne-acide ac6tique-eau (1:1:I)  is pour s6parer les diacides; d6caline-acide 
ac~tique (x:x)14; cyclohexane-isopropanol-benzoate de sodium o.I M (6o:36:4) 16 
pour S6parer glycocolle et thr~onine. 

Dans les m~mes conditions, on peut doser les amino acides totaux apr6s une 
nouvelle dinitroph~nylation effectu~e sur l'hydrolysat du glycopeptide dinitroph6nyI6. 

Action de la carboxypeptidase 
La carboxypeptidase (Worthington) est large k l'eau distill~e, puis trait~e par le 

diisopropylfluorophosphate, x ~nol du glycopeptide est incub~e avec o.5 mg d'enzyme 
darts 3 ml de tampon v~ronal o.o3 M k pH 8, en presence de chlorure de magnesium. 
La dur~e d'ineubation est de ~4 h k 37 °. Apr~s ce temps, le pHes t  port~ ~ 9 et les 
amino acides lib~r~s sont identifi~s sous forme de d~riv~s DNP. 

RESULTATS 
Digestion pvot&olytique 

La pepsine ~ pH 2 ~limine z5 % des amino acides et 35 % de l'acide siaiique de ia 
glycoprot~ine native; rhydrolysat ainsi obtenu contient 2o % d'hexoses et 5o % de 
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substances glucidiques totales. I1 est montrd que la libdration de l'acide sialique est 
due A l'aciditd du milieu. En dtudiant Faction du pH sur le clivage de l'acide sialique 

37 °, on constate qu'~ partir de pH 2. 71 aclde s_ahque n'est pus ddtach6 de la prot6ine. 
La papaine et la chymotrypsine lib~rent peu d'amino acides et la fraction 

glycopeptidique obtenue apr~s action de Fun ou l'autre de ces enzymes contient tous 
les glucides de la protdine native, duns une proportion de 45-50 % du poids sec. 

L'action de la trypsine est beaucoup plus intense, car le pourcentage en glucides 
du glycopeptide rdsultant atteint 6o % ; 50 % des amino acides de l'ax-glycoprot6ine 
sont ainsi libdrds. 

L'action successive de plusieurs enzymes est encore plus efficace, notamment les 
combinaisons trypsine-papaine et pepsine-trypsine-papaine,  car le pourcentage en 
glucides du glycopeptide obtenu ddpasse 8o %. 

Le Tableau I rdsume les r6sultats de Faction de ces divers enzymes sur le pleuro- 
mucoide. 

T A B L E A U  I 

COMPOSITION EN GLUCIDES DES HYDROLYSATS DU PLEUROMUCOIDE 

PAR LES ENZYMES P R O T ~ O L Y T I ~ U E S  

Les compos i t ions  sont  exprimdes en pour  cent  du  poids sec. 

6-Ddsoxy. A cetyl- A tide 
Emyraes Hexoses hexoses hexos- sialique 

amines 

Pepsine (pH 2) 21. 7 2.1 16. 5 9.05 
T ryps i r  :~ 24. I 3 2o x 0 
Papa~ne 18.2 - -  - -  I Z 
Chymot ryps ine  2o. 2 - -  - -  13.4 
Pepsine (pH 2) + 

t ryps ine  3o 2.6 25 8.3 
Peps ine  (pH 3) + t ryps ine  

+ papa ine  31 3 3x.5 22.6 

L'dlimination des amino acides et des peptides est obtenue par dialyse et par 
passage sur colonne d'Amberlite IR-I2o, 3o-5o mesh (forrne H+): ia totalitd des 
glucides reste clans la fraction non dialysable et se retrouve intdgralement clans 
l'effluent. Dans quelques cas une purification suppldmentaire est rdalisde par chro- 
matographic sur Sephadex G-25. 

Duns tous les cas, la quasi totalitd des substances glucidiques de la protdine 
native se retrouve dans le glycopeptide final, avec maintien de leurs rapports initiaux. 

Le r61e de la ddnaturation prdalable de la protdine sur l'hydrolyse enzymatique a 
dtd dtudid: l'acide performique est sans effet tandis que la ddnaturation par ia chaleur 
accroIt quelque peu la prot6olyse. 

Preparation de la fraction glycopeptidique 
Les prdcddents rdsultats ont conduit h l'dtablissement de la technique de prdpa- 

ration suivante d'une fraction glycopeptidique. 
I g d'0q-glycoprotdine est dissous duns 7 ° ml d'une solution de NaC1 A o. 9 %; 

le p H e s t  portd ~t 6.8 et la solution est soumise ~t l'dbullition pendant 30 win. 
Apr~s acidification du milieu par HC1 jusqu'A pH 3, on ajoute 2o mg de pepsine et 
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la solution est incub~e pendant 7-8 h ~ 37 °. Le pH final est de 3.4; il est amend ~ 7.3 
par de la soude et l'on ajoute 2o rng de trypsine. Apr~s 14 h d'incubation, on ajoute 
an m~lange o.5 ml de suspension de papaine et 5o mg de cyst~ine, le pH ~tant ajust~ 
6,8. L'incubation est de I5 h. 

L'hydrolysat enzymatique est dialys~ contre de l'eau distiU~e pendant deux 
jours sous agitation. La fraction non dialysable est pass6e sur une colonne d'Amberlite 
IR-~2o (H+) ('2o × 2 cm). L'eftiuent avec les eaux de lavage sont recueillis et lyo- 
philis&. Une nouvelle prot~olyse est effectu~e dans les m~mes conditions, suivie d'une 
&alyse et d'un passage sur r~sine cationique. 

Caract~risation de la fraction glyco~ep~icliqu¢ 
L'ultracentrifugation r~v~le 1~ presence d'un pic unique et sym~trique dont la 

constante de s~dimentation '~ dilution infinie S~o = o.82 S, ce qui perm~:t d'envisager 
un poids mol&ulaire de l'ordre de 35oo-4ooo. La vitesse de s~dimentation varie peu 
avecla concentration. 

+ 

S t 

T 1 2 3 

+ 

m 
z  w,l 

T 1 2 3 4 ,5 

Fig. I. Electrophor~se sur papier k pH 3.5 acdtate de pyridine), xo V/cm, 6 h, de ia prdparation 
glycopeptidique (T) et des fractions obtenues par dlectrophor~se de zone (a) et chromatographie 

sur DEAE-cellulose (b). 

L'dlectrophor~se sur papier ~t pH 3.5 et 6.4 (Fig. I) fair apparaitre le caract~re 
hdtdrog~ne de cette prdparation. Trois bandes rdvdlables par le rdactif de Schiff-acide 
periodique sont assez bien individualisdes. Elles migrent toutes vers l'anode; la colo- 
ration par l'amido-schwartz eat tr~s faible. 

La composition en ghcides eat rdsumde dans le Tableau II. Lea glucides totaux 
ddpassent 85 % et leurs rapports entre eux sont identiques A ceux de la protdine 
native. Le poids moldculaire des constituants glucidiques du pleuromucoide dtant 
IT OOO--I8 ooo et celui des glucides du giycopeptide dtant voisin de 3ooo-35oo, on doit 
admettre la prdser, ce de 5-6 chaines polysaccharidiques dans cette =l-glycoprotdine. 

L'dtude de la libdration de racide sialique permet de constater un clivage total 
de cet acide par hydrolyse mindrale, tandis que seulement 50-60 % sont Iibdrds en 
prdsence de neuraminidase. 

La partie polypeptidique de cette prdparation reprdsente IZ % du p oids sec et la 
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chromatographie sur papier r6v~le 7 amino acides. Ce sont: les acides aspartique et 
glutamique, la thr~onine, la valine, la leucJne, la lysine et la proline. Le Tableau !I  
rapporte les r~sultats du dosage de ces amino acides; on pout constater la nette 
predominance des diacides et de la thr~.onine. I1 faut souligner que la d~termination 
des anfino acides par la m6thode des DNP d6riv6s donne des r6sultats tr~s inf~rieurs/t 
ceux de la m6thode quantitative par la ninhydrine. I1 semble que la dinitroph6nylation 
soit incomplete. 

T A B L E A U  I I  

C O M P O S I T I O N  E l ;  A M I N O  A C I D :  : E T  E N  G L U C I D E S  ( E N  P O U R  C E N T )  D E  L A  P R I ~ P A R A T I O N  G L Y C O -  

P E P T I D I Q U E  E T  D E S  F R A C T I O N , :  O B T E N U E S  P A R  g L E C T R O P H O R ~ S E  D E  Z O N E  E T  P A R  C H R O M A T O -  

GRAPHIE SUR DEAE-CELLULOSE 

Glyco- 
peptide 

l~learop~,or#se de zone Chroraatogmpkie sue DEAE-cellulose 

z ~ 3 • 2 3 4 5 

Asp 3.5 3.8 3.3 3.8 2.i  3.I  3.I  3.9 3-9 
Glu z. 7 2,85 2.2 2.2 x.7 2.t  2.2 3-75 3 -1 
Thr  2.4 2.85 2.2 2.2 1. 7 2.1 2.2 2.i  3.1 
Lys  1. 3 1. 5 i. 5 I i o.75 0.5 2.1 2.5 
Val o.9 1.5 1.3 I. I I 1.5 1.3 0. 4 n~ a n t  
Leu 1.5 1.75 1.5 1.3 1.85 3.I 2.9 I o.6 
Pro  + + + + + + + + + 

Hexoses 31 30.7 3t .8  30.3 32.6 30.2 30.6 3 ° 29.7 
6-D6soxyhexoses 3 3.2 3-3 3.5 3 3 3.1 3.! 3.3 
Acety lhexosamines  3z. 5 28.2 32.3 30.4 23.9 29.5 31.9 31.7 3 I 
Acide sial ique 22.6 I7.5 x9.I 22.5 21.8 2i .  4 22. i  22.3 23.8 

0.3 
U 
e" 

e~ 
L. 
o ¢) 

. O  

0.2 

0.1 

J ~ t ~ 

o lo S,gme.t 
Fig. 2. D iag ramme  d 'dlectrophor~se de zone sur  Geon de la f ract ion glycopeptidique.  T a m p o n  
ac6ta te  de pyr id ine  p H  3.5;  force ionique  o.o5; 4 ° h ;  6 mA.  - . . . .  , p ro t$ ine ;  , acide sialique. 

Le glycopeptide pr~sente plusieurs amino acides NH2-tenninaux: va!ine (0.2 tool), 
thr~onine (o.o3 tool), acide glutamique (o.o 7 tool) et acide asp~rtique (o.o7 tool). La 
valine ~tant d$cel~e uniquement en position NH2-terminale, dolt ~tre A l'extr6mit~ 
NH e de la chatne peptidiq,ae. 

La presence de plusieurs amino acides NH2-terminaux indique l'existence de 
moMcules semblables, mais qui different par la composition de la chaine peptidique. 
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La earboxypeptidase lib~re de petites quantitds d'amino acides, notamment la 
leucine. II existerait donc des groupements COOH terminaux dans cette prdparation. 

Fractionnement de la preparation glycopeptidique 

P.lect.rophor~se de zone: L'dlectrophor~se sur papier h pH 6. 4 et ~t pH 3.5 (Fig. z) 
ayant rdvdld le ~ac t~ re  hdtdrog~ne de la prdparation glycopeptidique, 200 nag de ee 
produit sont soumis ~t une dlectrophor~e prdparative ~t pH 3.5 afin de sdparer les 
diffdrentes zones et d'dtudier leur composition. La Fig. 2 permet d'individualiser trois 
fractions. Le rendement en poids et en glucides de l'opdration est de 85 %. Les poids 
respectifs des trois composants sont: I, 40 rag; II, 85 rag; III, 45 mg. 

OAr 

A,': ,, 

z \ / _.," / \ 

t , ~' i,l/" v - ~ ,  \ 

, l.' i \J 
o.I i / 

I 
' 
i 

J 
, 

1 2 3 4 5 , 

(~ 20 30 40rroction N~O e~ 
Fig. 3. Chromatographic sur DEAE-cellulose de la prdpar,'ttion glycopeptidique. Elution par  

gradient / t  pH  7, de o.oo5 M/t  o.o5 M. - . . . . .  , protdine; , acide sialique. 

Chromatographic sur DEAE-cellulose: La Fig. 3 reprdsente le diagramme de la 
chromatographie sur DEAE-cellulose de la prdparation glycopeptidique/t raide d'un 
gradient d'dlution compris entre o.oo5 et o.o5 M. On constate qu'une quantitd 
importante de substances rdagissant/t la ninhydrine n'est pas adsorbde sur la colonne, 
tandis que la fraction z contient relativement peu d'amino acides. Cinq fractions sont 
ainsi individualisdes, dialysdes et lyophilisdes. L'dlution totale sur la base de racide 
sialique et de la rdaction ~t la ninhydrine est obtenue pour la molaritd 0.05 M. Le 
rendement de ropdration est de 7o--80 %. 

Carac~isation des glyco2b~ptides 

Cette dtude porte sur les glycopeptides obtenus par dlectrophor~se prdparatwe 
et par chromatographie sur DEAE-cellulose: 

Ult',,acentrifugation: Les constantes de sddirnentation de ces glycopeptides ne 
montrent aucune diffdrence significative. Dana tous les cas on observe un pie unique 
et sym~trique. I1 est donc vraisemblable que les cha~nes polysaccharidiques du pleuro- 
mucoide ont le m~me poids mol~culaire. 

l~lecb,ojbkor~se sur t~apier: La Fig. r montre les caract~res de migration dlectro- 
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phor6tique A pH 3.5 des fractions glycopeptidiques. Elles migrent tomes vers l'anode 
avec une vitesse d'autant plus grande qu'elles rnigrent plus rapldement en 61ectro- 
phor~se pr6parative, ou qu'elles sont 61u6es plus tardivement de la colonne de DEAE- 
cellulose, la fraction I 6tant la plus lente et la fraction 5 !a p!u.~ rapide. 

Composition en glucides: L'analyse des substances glucidiques de chaque glyco- 
peptide est rapport6e clans le Tableau II. Leur composition est tr~s semblable, sauf en 
ce qui concerne l'acide s,Jique des glycopeptides obtenus par 61ectrophor6se prepa- 
rative. Au cours de cette op6ration, une partie de l'acide sialique a 6t6 lib6r6. 

Apr~s hydrolyse acide et chromatographie quantitative sur papier, la presence de 
fucose, d'une settle osamine, la glucosamine, d'un rapport galactose/mannose 6gal ~ I 
est d6montr6e pour chaque fraction. I1 semble donc que les chalnes polysaccharidiques 
composant la glycoprot6ine native aient une composition assez semblable ou m~me 
identique, avec, peut-~tre, de petites diff6rences concernant l'acide sialique. 

L'6tude de la lib6ration d'acide sialique effectu6e sur les trois fractions glyco- 
peptidiques provenant de l'~lectrophor~se pr6parative, montre que cet acide est 
lib~r6 en totalit~ par hydrolyse acide, mais seulement tL 5o-6o % par hydrolyse 
enzymatique. 

Composition en amino acides: La composition en amino acides des diff6rents 
glycopeptides est rapport6e dans le Tableau II. Des diff6rences significatives ap- 
paraissent plus nettes avec les fractions de la chromatographie qu'avec celles de 
l'61ectrophor6se. Si dans tousles cas, trois amino acides (acide aspartiquc et glutami- 
que, et thr6onine) sont trouv6s dans des rapports assez semblables, les autres amino 
acides pr6sentent des valeurs tr6s variables selon le glycopeptide. Ainsi, les fractions 2 
et 3 de la chromatographie contiennent de faibles proportions de lysine et des taux 
relativement 61ev6s de !eucine, tandis que c'est l'inverse pour les fractions 4 et 5 
qui sont, en outre, pratiquement d6pourvues de valine. La proline n'a pas 6t~ d~ter- 
min6e quantitativement. 

Ces r6sultats sont en accord avec i~ fait que la chaine peptidique au voisinage de 
la partie polysaccharidique n'a pas la m6me longueur darts toutes les mol6cules, 
ph6nom6ne traduit par la pr6sence de plusieurs groupements NH~-terminaux. I1 est en 
outre possible que la composition en amino acides ne soit pas la m~me pour chaque 
polysaccharide. 

DISCUSSION 

L'al-glycoprot6ine acide cornme l'ovalbumine t* la 7-globuIine m et la fetuine 19 est 
sensible ~ l'action des enzyanes prot6olytiques. La trypsine est l'enzyme le plus 
efficace, la papaine, la pepsine et la chymotrypsine causant une d6gradation moins 
profonde. En outre, la combinaison de plusieurs enzymes, puts cristallis6s, nous paratt 
pr~f6rable A l'usage d'un seul enzyme ou d'une pr6paration enzymatique brute. 

Apr6s 61imination des amino acides et des peptides lib6r~s au cours de laprot6olyse, 
on obtient une fraction glycopeptidique ayant conserv6 la totalit6 des glucides de la 
prot6ine native. 

La comparaison des poids mol6culaires des parties polysaccharidiques de l'a 1- 
glycoprot~ine (I8OOO) et du glycopeptide (3ooo-35oo) sugg6re la pr6sence de 5 ou 6 
chatnes polysaccharidiques dans la glycoprot6ine native. La s6paration de ces dff- 
f6rentes chaines a ~t~ tent6e par ~lectrophor6se pr6parative et par chromatographie 
sur DEAE-cellulose. Les diff6rents glycopeptides obtenus pr6sentent la m6me 
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constante de sfi~mentation et la m~me composition en glucides avec 30 % d'hexoses 
(Gal/Man:I), 3 % de fucose, 30 % d'ac6tyl.glucosamine et ~1% d'acide N-ac~tyl- 
neuraminique. Les taux plus faibles d'acide sialique, observes apr6s 61ectrophor6se, 
sont dus ~ une lib6ration partielle de cette substanco au cours de la migration. Le 
fucose pose un probl6me particulier car il est possible que certaines chaines en soient 
d~pourvues; en  effet le pleuromucoide contient 4-5 r6sidus fucose et s'il existe 6 
cha~nes darts cette prot6ine, au moins l'une d'entre elles sera d6pourvue de fucose. 

Duns tous les  glycopeptides, l'acide sialique est facilement lib6r6 par l'acide 
sulfurique o.I N pendant I h ~ 8o ° et il est totalement d6truit pa r  l 'oxidation perio- 
dique; les autres substances glucidiques ne sont pus modifi6es. Par  action de la 
neuraminidase, seulement 5o-6o % de l'acide sialique sont !ib~r~s. Comme on peut 
admettre la pr6sence de 3 r6sidus acide sialique par chalne, et par 1~ m6me une 
structure ramifi6e pour celle-~i, il est possible qu'un r6sidu acide sialique soit plus 
diflicilement atteint par la neuraminidase. 

Les glycopeptides diff6rent par leur composition en amino acide~" ils contiennent 
tous de l'acide aspartique, de l'acide glutamique et de la thr6onine et l'on peut penser 
que ces amino acides sont au voisinage de la partie polysaccharidique. Trois autres 
amino acides: valine, leucine, lysine sont ~ un plus faible taux et sont parfois absents. 
La proline n 'a pas 6t6 d6termin6e quant i ta t ivement .  

L'acide aspartique est l'amino acide pr6pond6rant dam tousles glycopeptides, 
ce qui sugg6re pour lui une position centrale, directement en liaison avec la cha~ne 
polysaccharidique. 

Ce r~sultat diff~re de celui de WINZLER ET INOUYE ~° qui proposent une liaison de 
type peptidique entre le ~,-COOH de l'acide glutamique et le groupement NH2 de la 
glucosamine. II est toutefois possible d'envisager, selon les chatnes, deux sortes de 
liaison l'une avec l'acide aspartique, l 'autre avec l'acide glutamique. 

Quatre amino acides sont NH~-terminaux: valine, thr~onine, acide glutamique et 
acide aspartique. La valine se trouvant  seulement sous forme d'amino acide NH2- 
terminal et pouvant manquer dans certains glycopeptides, doit occuper l'extr~mit~ 
de cette chalne. Nous sugg6rons ainsi la s~quence suivante" 

Val-(Thr, Glu)-Asp-Glucides 

L'action de la carboxypeptidase n'est pas suffis~.mment nette pour qu'il soit 
possible de formuler une hypoth6se sur la s~quence des amino acides du c6t6 COOH- 
terminal. 

Des deux techniques de fractionnement utilis6es, 61ectrophor6se de zone et 
chromatographie sur DEAE-cellulose, seule cette derni6re permet d'obtenir des 
fractions de composition diff6rente en amino acides. 

Des 6furies en cours sur l 'analyse des glucides et des amino acides d'une fraction 
glycopeptique de l'oromucoide pr6par6e dans les m6mes conditions que le pleuro- 
mucoide~ font apparaltre une composition semblable, sauf un taux de fucose con- 
stamment plus 61ev6 dans le glycopeptide pleural. 

RI~SUMI~- 

Par action successive de plusieurs enzymes prot6olytiques, sur le pleuromucoide, une 
fraction glycopeptidique est obtenue qui conserve la quasi totalit6 des substances 
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glucidiques de la prot~ine native. Cette fraction contient 3 r % d'hexoses, 3 % de fucose, 
3 I-5 % d'ac~tylhexosamines, 26.6 % d'acide sialique et Iz ~ d amino acldes. La partie 
peptidique est constitute principalement d'acide aspartique, acide glutamique et 
thr~onine, et en quantit~s plus faibles, de valine, leucine, lysine et proline. La constante 
de s~dimentation est de o.8~ S, soit un poids mol~culaire de 3ooo-35oo. Ces r~sultats 
indiquent que cette ~-glycoprot$ine poss~de 5--6 chalnes polysaccharidiques. 

La preparation glycopeptidique est fractionn~e par ~lectrophor~se de zone et par 
chromatographie sur DEAE-cellulose, en glycopeptides de m~me constante de sSdi- 
mentation, de composition en glucides voisine, mais diff~rents par le taux et la nature 
des amino acides. 
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