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ABSTRACT 

A slaloglycopeptlde was Isolated from the urmary constituents, soluble m 50% 
ethanol, of pregnant woman urme It was purified by dlethylammoethylcellulose and 
dlethylammoethyl-Sephadex A-25 chromatography and by Sephadex gel-filtration 
It was homogeneous on paper electrophoresls at pH 2 4, 6 4, and 8 5, and it was 
detected by nmhydrm and by the Schlff reagent after penodate oxidation It consists 
of 35% hexoses (ratio Gal/Man 2 l), 28 1% N-acetylglucosamme, and 23 2% N- 
acetylneurammlc acid, aspartlc acid and threonme are the mam ammo acids, then 
serme, glutamic acid, and glycme The ammo-terminal residue was aspartlc acid 
On the basis of one aspartlc acid residue per moIecule, the molecular weight of the 
glycopeptlde was estimated to be 4,500 This slaloglycopeptlde had potent R psezdo 

acacza phytoagglutmm-mhlbltory actlvlty on erythrocytes, normal hepatocytes, 
and ZaJdela tumor cells The deslahzed glycopeptide showed the same activity It 
appears that this phytoa,oglutmm could bmd 3 to 4 glycopeptlde molecules 

U1 slaloglycopeptxde a CtC ISOK B partx des constltuants solubles dans 1’6thanol 

A 50 % de l’urme de femme encemte 11 a etC punfiC par chromatographre sur dlethyl- 
ammoCthyl-cellulose et dlCthylammoCthyl-SCphadex A-25, et par gel filtration sur 
SCphadex I1 est homogene en Clectrophorke sur papIer aux pH 2,4, 6,4 et 8,5, et 11 

est r&ClC ?L la fols par la nmhydrme et le reactIf de SchIff aprk oxydatlon perlodxque 
11 est constltuC de 35 % d’hexoses (rapport Gal/Man 2 l), de 28,1% de N-acityl- 
glucosamme et de 23,2% d’aclde N-acCtylneurammrque, l’aclde aspartlque et la 
threonme sont les ammo-acldes les plus Importants, puls la &me, l’aclde glutamique 

*D&d& au Professeur Jean-EmlIe Courtols a I’occaslon de son 658me anmversalre 
TCe travilli a et& effectue dans le cadre de I’actlon thCmatlque No 2 de I’INSERM et grlce a une 
subvention du C N R S et de la Llgue FranGwe contre le Cancer 
FAttach& de Recherches a I’INSERM 
§A qm dolvent dtre adressees les demandes de tw&-s-part Centre de Recherches sur les Protemes, 
Laboratolre de Blochlmle, Faculte de MCdecme Lanbolskre-Samt-Lows, 45 rue des Samts-P&es, 

Parls WC (France) 

Carbohyd Res , 24 (1972) 323-33 1 



324 M LEMONNIER, Y GOUSSAULT, R BOURRILLON 

et la glycme Sur la base d’un rhdu d’aclde aspartique, un polds molthla~re du 

glycopeptlde de 4 500 a Cte calculC Le r&:adu ammo-termmal est I’aade aspatique 
Ce slaloglycopeptlde mlube I’&ythroagglutmatron et la stlmulatlon de crolssance des 
hCpatocytes et ltve I’mhlbltlon de crolssance des cellules d’asclte can&reuse, mdmtes 
par la phytoagglutmme de R pseudo acacza II appara?t que cette phytoagglutmme 
peut fixer 3 & 4 molCcules de glycopeptide La desiahsation ne modlfie pas les actwltis 
du glycopeptlde 

I N’lXODUCTlON 

Certames agglutmmes vegCtales (PHA) ont Ia propnCtC de se fixer B Ia surface 
des Crythrocytes, des Iymphocytes et d’autres ceIIuIes normales et transformees en 
provoquant l’agglutmatlon, la stlmulatlon ou l’mbbltion de crolssance de ces cellules 
Ces marufestatlons cellulalres resulteralent d’une Interaction entre les PHA et des 
sites Gcepteurs cellulalres de nature glucldlque En effet, ces a&vltCs blolosques des 
PHA sont souvent mh&Ces par des monosaccharldes’-5 ou des dlsaccharldes5 6 
mdlquant que ceux-cl constituent une partle des sites recepteurs des PHA sur la 
surface cellulaire 

Peu d’Ctudes ont Ctk rCal&es avec des structures glucldlques plus complexes 
Hakomorl et al ‘, Kornfeld et Kornfeld8, Walborg et al ’ ont lsolC et caract&& 8 
partn des trythrocytes ou des cellules tumorales des glycopeptides qul auraient la 
prop&t des sites recepteurs cellulanes des PHA D’autres glycopeptldes provenant 
des glycoprottmes plasmatlques’ et la fraction glycopeptldique de l’urmel’ se 
comportent comme des mhlblteurs haptCmques ws-&-ws des PHA Or cette fraction 
glycopeptldlque urmaire contlent de nombreux gIycopeptldes, cIass& en fucoglyco- 
peptides et slaloglycopeptldes’ 1 1 ’ dont I’ongme est encore ImprCclse, mals qul 
parait gtre tlssulalre, surtout membranalre 

La PHA de Robznza pseudo acacza, it Ia fois &-ythroagglutmante et mlto- 
g&que ’ 3, n’est pas mhlbte par les monosaccharides14, mals interagit avec la fraction 
glycopeptldlque de l’unne de femme encemte et partlculGrement avec un slaloglyco- 
peptide dont l’lsolement et Ies caractCnstlques sont dCcrits dans ce travali 

PARTIE EXPfiRIMENTALE 

DPtermznatzons analytzqzres - Hexoses et fucose ont CrC determines par des 
mCthodes d&rites par allleurs l5 Les hexosamines sont do&es & la fols par la mCthode 
d’Elson et Morgan16 et par chromatographie sur rCsmes Cchangeuses de cations, 
apr& hydroIyse du glycopeptlde pendant 8 h dans I’aclde chIorhydnque 6&r L’aclde 
slalrque est dose & Ia fois par la mCthode Irecte B Ia dlphCnyIamme” et par la 
mCthode de Warren B I’aclde thiobarb&urique18 aprb hb&atlon de I’aolde sialique 
par I’acide chlorhydnque 0,01&i, 1 h & 80” 

La dCtermmaQon quantltatwe des constltuants gluc&ques est effectuce snr le 
glycopeptide hydrolysC par l’aclde chlorhydrique M pendant 1,5 h Q lCW, selon 
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(a) Chromatograple sur r&mes Cchangeuses d’amons en tampon borate, selon la 
mithode de Lee et aZ.zo, avec le nbose comme tkmom mteme, au moyen d’un auto- 
analyseur Technrcon (b) ChromatograpIue en phase gazeuse selon la methode de 
Sawardeker et Slonecker * 1 apr&s transformation des oses llb&es en d&-&s per(tri- 
methylsllyl)b, avec un apparel1 Glrdell 75 El mum d’un dCtecteur & lomsatlon de 
flamme, sur colonne Carbowax 20M Le temom mteme est le nbltol La temperature 
de I’mjecteur est 245”, celle du detecteur 219” La programmation ImCave de la 
temperature de la colonne s’&end de 120” B 210”, 1,5” par mm 

La dCtermmatlon quantitative des ammo-acrdes est effect&e par chromato- 
graphre sur r&me 6changeuse de cations selon la mCthode de hez et Morr~s’~ avec 
un autoanaIyseur Beckman (Umchrom) et sur le glycopeptlde hydrolysC par l’aclde 
chlorhydnque 6~ pendant 8 h & 105” en tube Cvacu& 

&ectrop/lorese - Les &lectrophor&ses quahtatlves sont effect&es avec un 
apparel1 Leres (Parts) selon Ia methode de Machebceuf eta1 ” avec le papler Schlelcher 
et Schull 2043b IavC aux acldes et les tampons aclde formlque pH 2,4, a&ate de 
pyn&mum B 5% en pyrldme a pH 6,4 et colhdme-pyridme-aclde acCtique_eau 
(60 39 0,s 900,5, v/v), pH 8,5 La duree de migration est de 120 mm sous 400 V. Les 
r&&atlons sont effectuees par la nmhydnne pour la partle peptldlque et par le 
reactIf de Schti apres oxydation perlodlque pour la partle polysaccharldlque 

Products - Le chlorure de I-drm&hylammonaphtalene-5-sulfonyle est de 
((( DNS C1 >J) est de B D H.; les plaques de nucro-polyamide pour la chromato- 
graptie en couche mmce des DNS-ammo-acldes proviennent de Schlelcher et Schull. 
La neurammrdase de Clostrldrton perfrqens (lot 53B 8080) et les d&Ives N-a&y16 et 
N-glycolyIC de l’aclde neuramlmque sont de Sigma (St LOUIS, MO ) La PHA des 
grames de Robrntapseudo acacta est prkparie au laboratorre dans un Ctat homog&ne 
selon une techmque de& dCcnte13 

Preparatron dn glycopeptcde - Un extralt aqueux d’urme de femme encemte 
(3&me tnmestre), provenant de 30 1 dralysCs et lyoph&Cs, a et6 addmonnC d’un vol 
d’ethanol 2 -5” Le pr&pId est sCpare par centrlfugation et le surnageant, concentre 
sous vlde, est filtrk sur Sephadex G-25 (Pharmacia, Stockholm), puns chromatographlC 

sur une colonne (15,5 x 3,5 cm) de dxtthylammo~thyl (DEAE)-cellulose (Serva, 
Heidelberg), Cqmhbrie dans un tampon acetate de colhdmmm et de pyrldlmum, 
pH 8,5, 5mf 23 L’tlution est effectu&e par des tampons d’ac&ate de pyndmium de 
pH decrolssants et de molarIt& crolssantes La fraction 61uee B pH 5,3 et & la molarIt 
0,l est chromatograptite sur une colonne (20 x 2 cm) de DEAE-Sephadex A-25 
(Pharmaaa, Stockholm), Cqmhbrt?e dans le tampon a&ate de pyndmmm, pH 5,3, 
0,1&f L’elution est fsFltc de faGon dlscontmue par ce mdme tampon avec des molantCs 
cralssantes, O,l, 0,2,0,5hr (Fig. 1). La fraction CluCe B la molarxt6 O,~M est chromato- 
graphICe & nouveau sur une colonne (7,5 x 3 cm) de DEAE-Sephadex A-25 maIs avec 
un gralent h&sure du tampon a&ate de pyrltmum, pH 5,3, entre les moImt&s 
0,2 et 0,7. 

La fraction &Ce entre les molantes 0,3 et 0,43 semble homo&ne en electro- 
phorsse & 3 pH merents, mars apparait &lee Par titration sur une colonne 
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Frg 1 Chromatographle sur DEAE-Sephadex A-25 de la frachon IV du fracbonnement sur DEAE- 
CekIlose EhitIon discontmue par des tampons acetate de pyndmnun, pH 5,3, O,IM, O,~M et 0,5hl 

A- A aclde slahque (Dnche) et 9----e hexoses 

10 20 30 Nos tubes 

Fig 2 Gel filtration sur Sbphadex G-25 (33 x 3 cm) dans l’eau Dosage des hexoses sur chaque 
fraction 
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(33 x 3 cm) de SCphadex G-25 dans I’eau, cette fraction est rCsolue en deux plcs le 
pw A de nature glycopeptldique et le p~c B de nature ohgosaccharldlque (Fig 2) 
La fractxon A parait homog&e en electrophorkse sur papler Cependant, une der- 
m&e punfication est effectke sur une colonne (33 x 3 cm) de SCphadex G-25 dans 
l’eau, qm donne un plc umque et symCtnque 

Tralternent akahn - Afin d’Clucrder le type de halson entre les partles pepti- 
dlque et glucldlque, le slaloglycopeptide est soumls au traltement alcalmz4 Une 
solution & 0,2 mg/ml de glycopeptide est mcubCe pendant 24 h B 20-22” dans une 
solution d’hydroxyde de sodium O,~M en presence de borohqdrure de sodmm 0 3~ 
Apr&s ce temps, le product est hydrolysC par l’aclde chlorhydrlque 6~ & 100” et Ies 
ammo-acrdes hbCr& sont doses 

D&ernmatron des groupements N-termnaux. - La technique des dansyl- 
ammo-acldes est utd&e selon Hartley2 ‘, avec 10 nmoles de glycopeptide 

Llb&atzon et rdent@atron de l’acrde srahque - La lablhtt de la halson entre 
l’aclde slahque et le reste du glycopeptlde est appreclke selon deux mkthodes cm& 
tlques (a) Par hydrolyse aclde avec l’aclde chlorhydnque 0,Ol~ & 80” en fonctlon 
du temps de 0 & 120 mm (b) Par hydrolyse enzymatlque avec la neurammldase en 
tampon acetate de sodium O,~M, pH 5,1, & 37” et & une concentration d’enzyme de 
100 umtCs/mg d’aclde aa!lque 116, le temps d’hydrolyse s’Ctend sur 24 h Dans les 
deux cas des preEvements de 0,2 ml sont effect&s, sur lesque!s l’aclde slahque lib&e 
est dCtermmC selon la mCthode i l’aclde thlobarblturique” 

L’acxde slahque hbCr6 est ldentlfie ap&s sa hbkatlon, en passant un hydrolysat 
aclde du glycopeptlde sur une colonne de Dowex 1 (X-8) CqmhbrC dans I’aade 
fornuque 0,3M, l’aclde slahque est CluC par l’aclde formique M L’ldentlficatlon est 
effectuCe par chromatographle sur papler en mCme temps que des dinves (N-a&y1 et 
N-glycolyl) temoms d’aclde slahque La rkvelatlon est obtenue par l’aclde tbobar- 
bltunque’ 6 et par I’orcmol-aclde tnchloracCtlque2’ 

Trols solvants sont utll&s pour la chromatographle descendante sur papler g 
23” . (A) Alcool butyhque-pyridme-aclde chlorhydrlque O,~M (5 3 2, v/v) sur papler 
SchIelcher et Schu1128 pendant 4 Jours, (B) alcool butyhque-alcool propyhque-aclde 
chlorhydrique OJM (1 2 1, v/v) sur papler Whatman no 1 pendant 16 h2 ‘, (C) acetate 
d’kthyle-aclde acdtlque-eau (3 1 3, v/v) sur papler Whatman no 3 pendant 16 h” 

Techuques bzologzques - Les techmques de crolssance cellulalre et d’mhlbltlon 
de la crolssance ou de l’agglutmatlon ont CtC dkcrltes alleurs3’ Au tours de ces 
Ctudes, glycopeptldes et PHA sont mcubts pendant 2 h 5 37” en solutxon chlorure 
de sochum 0,15M 

R&XJLTA~ 

La presence d’un pxc umque et symemque en gel Gltratxon et la revClatron d’une 
seule bande en electrophori?se 2 deux pH (2,4 et 6,4) k la fols par la nmhydnne et par 
le reactif de Schlff aprk oxydatlon penodlque affirme l’homogkelte de la substance 
et sa nature glycopepkhque 
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La composrtion en ammo-acides et en glucrdes du glycopeptrde est rapportee 
dans Ie Tabieau I II est constitue de 35% d’hexoses sous forme de gaIactose et de 
mannose, de 28% de WacCtylglucosanune et de 23% d’acrde srahque; le fucose est 
absent de cette structure Les ammo-acrdes (14%) sont represent& surtout par l’acrde 
aspartrque et Ia threonme, pms par Ia s&me, I’acrde gIutamrque, Ia glycme et I’alanme 

TABLEAU I 

COMPOSITlON EN AMINO-ACIDES ET EN GLUCIDES DU SIALOGLYCOPEPTIDE URlNAIRE 

Constrtuants %” ProportIons molawesb 

AC asparttque 235 I 

Threonme 291 0,94 
Stnne I,25 0.63 
AC glutanuque 194 0,49 
Prolme 1,25 0,57 
Glycme 0,65 0,46 
Alamne 0,65 0.40 
Valme 0,7 0 33 
Isoleucme OS4 0,18 
Leucme 08 0,36 
Tyrosme I,15 435 
Phenylalamne 094 0,12 
Lysme 0,65 0,23 
N-Acbyl-D-glucosamme 27.9 5,s 
Galactose 23.7 67 
Mannose IO,9 3,14 
Fucose 0 0 
Aclde slahque 23,2 4,03 

OPar rapport au polds set “Par rapport a une mole d’aclde aspartlque 

La &a-me ohgosacchandrque est probablement lke 8 la chaine peptrdrque par 
une harson 2-acCtarmdo-N-(aspa~-t-4-oyI)-2-deoxy-D-gIucopyranosyIam~ne car eIIe 
n’est pas hbCree par le trartement alcalm et aucune modrficatron des valeurs de serme 

et de thr6onme n’est observee Sur la base de 1 resrdu d’acrde aspartrque par molecule 
de glycopeptrde, Ie pords molCcuIarre serart de 4 500, en accord avec son comporte- 
ment sur colorme de Sephadex G-25 (exclusron) et G-50 (retard) 

La cmetrque de la hberatron de l’acrde srahque est rapport&e dans la Frg. 3 
II est observe que i’hydrolyse acrde est raprde et complete, tandrs que Ia neurammrdase 
lib& trk, lentement 20% en 1 h et 70% en 24 h des residus acide srahque Cette 
drfference cmehque n’est pas due B la presence dans le glycopeptrde de deux types 
d’acide srahque En effet, dans les trots solvants utrhses et avec deux reactrfs de 
revelatron, seul le d&we N-acetylneurannmque a pu k?tre rdenttie. 

Le prmcipal ammo-acrde N-termmal obtenu sous forme de DNS-ammo-acrde 
est l’acrde aspartrque, de petrtes quantrtes de glycine, d’acrde glutarmque et d’alamne 
sont observtks 

Ce sraloglycopeptide mhrbe les drverses actwrtes de la PHA de Robmza pseudo 
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Fig 3 Courbes de hbkratlon de I’aclde smhque du glycopeptide A- A hydrolyse par l’aade 
chlorhydnque O,OIM fina a 80”, 8-_-a hydroIyse par la neummmldase, dans le tampon acetate de 
sodrum, pH 5,1, O,IM a 37” Dosage par l’aclde thlobarbltunque 

acacza A la dose de C!,2 mg dans une solution de PHA 2 0,3 mg/ml, 11 mhlbe I’trythro- 
aggIutinatlon et I’actwltC mltogt?mque de la PHA sur la crolssance des cellules de 
fore normal de rat; 11 Eve I’mhlbltlon de crolssance des cellules d’asate de I’hipatome 
de Zajdela mduite par la PHA 

Sur la base d’un polds molCcuIarre de 90 000 pour Ia PIiA et 4 500 pour le 
glycopeptide, 11 apparait que 3-4 molCcuIes de glycopeptlde sont hCes & une moltcule 
de PHIA. La d&aIisatlon du glycopeptlde ne modlfie aucune de ses propnitCs d’hapd- 
ne ws-&-MS des activltks de la PHA L’aclde siahque n’est done pas un d6termmant 
des sites rkepteurs celiulanes de cette PHA 5 la surface des cellules normales et 
transformees etudkes 

DISCUSSION 

Les PHA sont utk&es pour eluclder les caractkstlques structurales des mem- 
branes de surface des ceIIuIes normales et transformees La liaison des PI&\ sur les 
sites rkcepteurs ceIIuIalres reprksente l’btape initiale des activltCs de ces agglutmmes3* 
Les surfaces cellulawes des mammlf&es contiennent des complexes glucldiques qm 
constituent fes d&ermmants antig6niques des agglutimnes ammales (groupes sangums) 
et v6gCtaIes 

Les actwit& bloloBques des PHA sont g&&alement mh&Ces par des mono- 
ou &saccharrdes’-6 mals Ies sites rtkepteurs cellulalres apparalssent de structure plus 
complexe que celle d’un simple determinant antigkmque monosaccharidlque Des 
glycopeptldes de dlverses provenances se sent montr& particulkement actifs, 11s 
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sont obtenus par proteolyse des membranes d’&ythrocytes*, des membranes des 
cellules tumoraIes7-p ou des gIycoprotCines plasmatlques, IgG et fr%nne* Les glyco- 
peptrdes urmanes pararssent constituer une nouveIIe source d’mhrblteurs hapteniques 
des PHA Le sialoglycopeptlde d&it dans ce travarl provrent de I’urme de femme 
encemte qm est trh rrche en gIycopeptrdes33 Sa cornpositron (mannose, gaIactose, 
N-acttylglucosamme, acide iV-a&ylneurannmque) et le type probable de harson 
gluclde-peptrde (halson N-glycosylamme) I’apparentent au glycopeptrde decnt par 
Kornfeld et Kornfeld’ Les monosaccharides hbres, en proportions rdenuques B 
celles prtsentes dans le glycopeptlde, sont mactrfs, tam&s que la desrahsatron du 
glycopeptide est sans effet sur les actlvrtes de Ia PHA 

Ces glycopeptrdes ont Ies prop&tCs d’un site recepteur ceIIulane, la sp&mcrte 
de barson resrdant dans la partle ohgosacchandrque avcc parfors un dCterminant 
majeur. Steck et WaIlach 34 font l’rmportante observatron que d&%rents types 
cellulanes ont des sates r&epteurs communs, ce qui est confirm6 par ie fart que des 
glycopeptrdes de structure semblable peuvent inmber les actwrtes de dlverses PHA 
sur des surfaces cellulalres dflerentes Amsi, un glycopeptide de membrane d’&ythro- 
cytes mhrbe E’Crythroagglutmation de deux PHA, Phaseoius vulgarrs et Lens cuhnarls8, 
tandis que le sraloglycopeptide unnalre aat comme mhrbrteur haptemque sur la 
PHA de Robznza pseucio acacia dans ses activltCs sur d&%rentes cellules normales et 
transformees Cependant, 11 peut exister une ccrtame sp&cficm5 glycopeptidique 
pursque certams glycopeptrdes mhibent l’agglutmation des cellules tumorales de 
Novrkoff par la PHA concanavahne A, et d’autres glycopeptides mhrbent Ia PHA 
du germe de b16’ 

Ces rtsultats tradmsent Ia complex& des sites recepteurs glucrdlques presents 
B la surface cellulaue II est certain que Ies etudes avec les glycopeptrdes comme 
mmbrteurs de Ia PHA dorvent Btre developpees avec un plus grand nombre de PHA 
et de celIuIes normales et transformees La structure des glycopeptrdes devra ttre 
prCcisCe afin de r&eler Ie r61e de chaque constrtuant glucrdique, la sequence et le 
type de batson de ces constrtuants, l’rmportance de la structure rarmfiee et celle de 
Ia partle peptrdrque. 
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