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ABSTRACT

A glycoprotein fraction from sheep gastric mucosa and a glycopeptide derived
from 1t were subjected to two successive periodate degradations After each cycle the
sugars resistant to oxidation were determined and the polyols formed were character-
1zed; the results suggest that 7 to 9% of the chains are composed of the sequence
N-glycolylneuraminic acid-(2— 6)-GalNAc-(1—3)-(?)-Gal and 20% of the sequence
Fuc-(1-2 or 1-6)-Gal-(1+6)-GNAc Two-thirds of the mannose residues were
oxidized during the first degradation and 60 % of the polyols formed bear substituents
at C-2 or C-6 (or at both) and 40% at C-4 and C-6 These residues are most probably
linked to glucosamine as Man-(1—-3 or 4) and are located in part or in totahty
at branching pomnts In the vicimty of the protein—carbohydrate linkages, the residues
resistant to oxydation are glucosamine (2 moles), galactosamine (I mole), galactose
(1-2 moles), and mannose (1 mole)

SOMMAIRE

Une fraction glycoprotéique de muqueuse gastrique d’agneau et un glycopeptide
obtenu A partir de celle-c1 ont été soumis & deux dégradations successives par 1’'ion
periodate Aprés chaque cycle, nous avons évalué les glucides résistants a I’oxydation
et caractérisé les polyols formés, ce qui a permis de préciser que 7 & 9% des chaines
glucidiques sont composées de la séquence acide N-glycolylneuramimque-(2—6)-
GalNAc-(1-3)-(D-Gal et 20% de la séquence Fuc-(1-2 ou 1-6)-Gal-(1-6)-GNAc
Les 2/3 des résidus de mannose sont oxydés au cours de la premiére oxydation et
60% des polyols formés sont substitués sur C-2 ou C-6 (ou sur les deux) et 40 % sur
C-4 et C-6 Ces résidus sont trés probablement li€s a la glucosamine comme Man-
(1->3 ou 4)-GNACc et se situent en partie ou en totalité a des points de branchement
de chaines Au voisinage des pomts de haison avec la protéine les oses résistants a
I’oxydation sont la glucosamne (2 moles), la galactosamine (1 mole), le galactose
(1-2 moles) et le mannose (1 mole)

*Dédié au Professeur Jean-Emile Courtols & 1 occasion de son 65¢me anniversaire

Carbohyd Res , 24 (1972) 393-39%



394 R HUGUET, M SOLERE, N REMY-HEINTZ

INTRODUCTION

L’oxydation periodique suivie de reduction par le borohydrure (dégradation de
Smith)! a dé;a été employée pour I’étude de la structure glucidique de glycoprotéines
telles que 1’x,-glycoprotéine acide? 3, la fetuine?, la taka-amylase® et une glycopro-
téine 1solée de la mucine du colon de mouton® Nous avons appliqué cette technique
a une fraction glycoprotéique de muqueuse de caillette d’agneau et & un glycopeptide
obtenu a partir de celle-ci Cette fraction glycoprotéique contient du galactose, du
mannose, de la N-acétylglucosamine, de la N-acétylgalactosamine, du fucose et de
Pacide N-glycolylneuramimque dans les proportions molaires 424,522,521 En
outre, certaines précisions sur la structure glucidique ont déja été obtenues par la
cinétique de I’hydrolyse chlorhydrique et par des essais d’hydrolyses enzymatiques
spécifiques”’

PARTIE EXPERIMENTALE

Matériel — 1La glycoprotéine est préparée suivant le procédé déa décrit”. La
fraction glycopeptidique débarassée de 1’acide sialique est obtenue par protéolyse a la
Pronase, puis par hydrolyse a la neuramuinidase (32 1 18) du Vibrio cholerea selon
les mémes techmques que celles utilisées précédemment”’

Dégradation séquentielle — Deux cycles successifs de dégradation de Smith®
ont €té effectués selon un protocole identique, d’une part sur la glycoprotéine 1nitiale,
d’autre part sur le glycopeptide obtenu aprés action de la neuraminmidase

L’oxydation periodique est effectuée en tampon acétate de sodiuum 0,1Mm de
PH 4,5, a 4°, a ’obscurite La concentration en métaperiodate de sodium est de
48mM et celle en glycoproteine de 0,2% (p/v) Le periodate consommé est dosé par
la méthode de Fleury et Lange® La reduction est faite au borohydrure de sodium
0,15M pendant 15 h a température ambiante, 1’hydrolyse des polyols est effectuée par
Pacide chlorhydrique 0,1m pendant 18 h

Méthodes analytiques — Les oses neutres totaux sont dosés par la méthode &
I’orcinol-acide sulfurique et le fucose par la méthode 4 la cystéine-acide sulfuriquet®.
Apres hydrolyse (acide chlorhydrique 2M, 2 h, 100°) et neutralisation par addition de
Dowex 1 (X-8, 100-200 mesh, HCO3Z) suivant le procédé de Hartree!!, le taux de
chaque hexose est déterminé par chromatographie quantitative sur papier selon la
méthode de Wilson!? dans le solvant alcool butyhque-pyridine-eau (6 4 3, v/v)
Aprés hydrolyse (acide chlorhydrique 4M, 6 h, 100°), les hexosamines sont évaluées
par la méthode de Ludowieg et Benmaman!3 L’acide N-glycolylneuraminique est
hydrolysé (acide sulfurique, 20mm, 1 h, 80°), adsorbe sur une colonne de Dowex
1(X-8, 100-200 mesh, HCOy'), désorbé par I’acide formique 0,3M, puis recherché soit
par la méthode de Warren'#, soit par chromatographie sur papier dans le solvant
acétate d’éthyle-acide acétique—eau (3 1 3, v/v) et révelation par le réactif de Svenner-
holm et Svennerholm®® Le taux de protéine est déterminé par la méthode de Lowry'©

Le glycérol et les tétritols sont mus en ¢vidence par chromatographie sur papier
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dans le solvant alcool butylique-acide acétique—eau (4 1 5, v/v) et révelation par le
nitrate d’argent ammomacal'’

RESULTATS

La consommation de periodate par la fraction glycoproteique en fonction du
temps présente deux points d’inflexion, le premuer aprés 1 h, le second entre 8 et 9 h
Aussl, I’oxydation periodique est-elle arrétée a chaque cycle apres 6 h pour minimiser
toute suroxydation eventuelle La consommation en periodate évaluee aprés chaque
cycle d’oxydation est constante, 1,52-1,60 (1" cycle) et 1,59-1,65 (2° cycle) moles de
periodate par mole d’ose oxyde pour la glycoprotéine, 1,41--1,52 (1°7 cycle) et 1,48-
1,57 (2° cycle) moles pour le glycopeptide L’acide formique produit n’a pu é€tre
déterminé car le milieu tamponné rend son dosage par rodométrie impossible et la
titriacidimétrie en présence de thymolphtaléine ou de bleu de bromothymol donne des
résultats discordants

La séquence de deux cycles successifs de dégradation a été répétée quatre fois
avec la fraction glycoprotéique et trois fois avec la fraction glycopeptidique obtenue
aprés action de la neuraminidase (Tableaux I et II) Au cours des deux premiers cycles,
I’étendue de I’oxydation est & peu prés aussi importante puisqu’elle s’éléve globale-
ment 3 57 et 54% respectivement du nombre total d’umtés glucidiques La totahté

TABLEAU 1
OXYDATION PERIODIQUE SEQUENTIELLE DE LA GLYCOPROTEINE ORIGINALE

Produ ts Consuttuants glucidiques®

Hex Gal Man HexN GN GalN Fuc NGNA

Produit de départ (mmole/100 g) 56 37,5 18,5 61 40 21 20 9
1¢t Cycle d’oxydation
Produts oxydés, mmoles 26,5 185 8 28 20 8 20 9
% 47,2 49,2 43 46,3 49,5 37,6 100 100
Produits non-oxydés (P,)°
(mmoles/100 g) 29,5 19 10,5 30 19 11 0 0
2¢ Cycle d’oxydation
Produits oxydes, mmoles® 5,5 4 1,5 13 9 4
% 18,2 19,8 13,5 42,8 44,5 37,7
Produits non-oxydes (P»)°
(mmoles/100 g) 24 15 9 17 10 7
Total des glucides oxydes,
mmoles? 32 22,5 9,5 41 29 12
% 57,1 60 51,3 67,2 72,5 57,1

“Abréviations Hex, hexoses, Gal, galactose, Man, mannose, HexN, hexosamines GN, glucosa-
mune, GalN, galactosamune, Fuc, fucose, NGNA, acide N-glycolylneuraminmique *P, et P> repré-
sentent la partie du compose non-oxydée respectivement aprés le 1° et le 2° cycle “Les quantites
donnees sont calculées par rapport a la composttion centésimale de P, et p; respectivement dLa
totalite des unités oxydées pendant la s€quence des deux cycles est calculee en pourcentage par rapport
a la composiaon 1nitiale de la glycoprotemne et du glycopeptide originaux, respectivement
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TABLEAU 1
OXYDATION PERIODIQUE SEQUENTIELLE DU GLYCOPEPTIDE OBTENU APRES ACTION DE LA NEURAMINIDASE

Produits Constituants glucidigues®

Hex Gal Man HexN GN GalN Fuc NGNA

Produit de départ (mmole/100 g) 102 68 34 114 75 39 36 3(?”
1°* Cycle d’oxydation
Produits oxydés, mmoles 55 31,5 23,5 44.5 31 13,5 36 3(D
% 54 46,2 679 39,1 414 35 100 100
Prodwits non-oxydés (p,)?
(mmoles/100 g) 47 36,5 10,5 64,5 42 22,5
2¢ Cycle d’oxydation
Produits oxydés, mmoles® 35 29,5 5,5 47,5 31 16,5
Y% 74,3 80,6 54 73,6 74 73
Produits non-oxydés (p,)°
(mmoles/100 g) 12 7 5 17 11 6
Total des glucides oxydés,
mmoles? 90 61 29 92 62 30
% 88,3 89,7 853 80,7 82,7 769

o ® ¢ dyoir notes du Tableau I

des résidus de fucose et d’acide N-glycolylneuraminique sont oxydés L’élimination
des résidus de galactose et celle des résidus d’hexosamines (en particulier de la galacto-
samine) sont ssmblables Seule I’élimination des résidus de mannose est beaucoup plus
importante, pendant le premier cycle, dans le glycopeptide que dans la glycoprotéme
Au cours des deux seconds cycles I'intensité de 1’oxydation est en revanche trés
différente dans les deux séquences Seulement 31% des unités glucidiques du com-
posé P, résultant de l’oxydation de la glycoprotéine sont détruites alors que le
composé p, résultant de 'oxydation du glycopeptide subit une perte de 74 % de ses
glucides

Ce résultat peut s’expliquer par ’observation que le mannose est le seul glucide
4 présenter une perte plus grande pendant le premier cycle & partir de la fraction
glycopeptidique, au cours de la cinétique de I’hydrolyse acide, nous avions déja
observé que la hibération des résidus de mannose était la cause ou I"indice d’un
démantellement de la partie interne des chaines polysacchanidiques’ D’autre part,
Hughes et Jeanloz? ains1 que Barker et Whitehead '3 ont remarqué qu’aprés plusieurs
cycles d’oxydation periodique séquentielle sur une glycoprotéine contenant de ’acide
sialique, une quantité importante de glucides reste non oxydée, alors qu’aprés libé-
ration de 1’acide siahique, le nouveau composé est beaucoup plus sensible a I’action
de P’acide periodique Hughes et Jeanloz? mettent en cause la présence du groupe-
ment aldéhydique formé par P’oxydation entre C-7 et C-8 de la partie ahiphatique de
P’acide sialique, ce groupement aldéhydique peut former des hiaisons mmtramolécu-
laires qui perturberaient ’oxydation ultéricure des chaines glucidiques Sato et al 3,
avec le méme composé qu”Hughes et Jeanloz, sutvant la méme technmque, obtiennent
des résultats 1dentiques avec les échantillons pourvus et dépourvus d’acide sialique,

Carbohyd Res , 24 (1972) 393-399



GLYCOPROTEINE DE MUQUEUSE 397

quand I’hydrolyse ménagée aprés le premier cycle est effectuée a 80° pendant 1 h
avec de PPacide sulfurique 25mm 1ls supposent que ces conditions plus €nergiques
d’hydrolyse permettent de detacher le produit d’oxydation résultant de I’acide
sialique & partir de la molécule ntacte

Dans le cas présent, 1l est possible, non seulement que les deux facteurs mter-
viennent, mais ausst gu’ils interférent et que I’acide sialique dégradé protége secondai-
rement une partie des résidus de mannose méme au cours du premier cycle. Malgre
cette différence dans I’intensite de ’oxydation, certaines similitudes apparaissent
entre les deux cycles Le galactose est le glucide le plus détruit De plus, 1l existe une
correspondance dans les deux séquences entre la quantite de mannose oxydée pendant
le premuer cycle et celle de la glucosamine oxydée pendant le deuxiéme cycle La
composition molatre des composés P, et p,, résistants & deux cycles d’oxydation,
indique une certaine stabilité dans les proportions des divers glucides entre eux
Les proportions molaires pour la glucosamine, la galactosamine, le galactose et le
mannose s’éiévent dans le composé P, 4 21,53 2 et dans le composé p, 4211,51
Sur la base de 2 moles de glucosamine, il y a une sorte de duplication des autres
umtés glucidiques entre ces deux composés, ce qui pourrait indiquer que la gluco-
samune est "'unité de haison avec la partie proteique

L’analyse des dialysats aprés chaque cycle dans les deux séquences a montre une
absence totale d’hexoses dans tous les dialysats, et la présence d’hexosamines unique-
ment aprés les premiers cycles des deux séquences représentant 4 4 5% des résidus
d’hexosamines dans la molécule primitive On trouve du glycérol aprés tous les
cycles De Pérythritol est identifié seulement aprés le deuxi€éme cycle dans la séquence
partant de la fraction glycoprotéique, alors qu’il est présent dans la séquence partant
de la fraction glycopeptidique uniquement apres le premier cycle

DISCUSSION

Nous avions pu mettre en évidence par des résultats précedemment acquis’ que
dans les enchainements a acide sialique terminal, la N-acétylgalactosamine est en
position terminale non réductrice aprés scission de 1’acide N-glycolylneuramimique,
et que la haison qui 'unit & Iose suivant n’est probablement pas du type (1—-4) et
certainement pas du type (1+2) Dans le présent travail, pendant les premiers cycles
d’oxydation periodique, le pourcentage d’oxydation de la galactosanmune est identique
en présence ou en ’absence de I'unité terminale, alors que le residu suppose suivant,
le galactose, n’est pas sensible a I’action de I’'acide periodique pendant le premier
cycle La N-acétylgalactosamine est donc substituée en C-6 par ’acide N-glycolyl-
neuraminique et hée probablement en C-3 du galactose

Pour les enchainements & fucose terrnal, les résultats de Poxydation periodique
séquentielle concordent avec ceux qui ont été observés précédemment’ Les quantités
de glucosamine et de galactose oxydées au cours des premuers cycles sont identiques
et équivalentes aux quantités de fucose présentes dans la fraction mitiale A ce stade
les dialysats ne contiennent que du glycérol, aucune molécule de thréitol n’a pu étre
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déczlée Le galactose ne peut donc étre substitué qu’en C-2 ou en C-2 et C-6 Dans le
cas de la glucosamine, la haison avec le galactose n’est possible que sur C-6

Les résidus de mannose présentent un comportement différent dans les deux
premuers cycles Les 8 moles qu1 sont oxydées a partir de la glycoprotéine onginale
ne peuvent pas présenter d’autres substitutions que celles du galactose oxydé puisque
le dialysat ne renferme pour ce cycle que du glycérol, c’est-a-dire que ces 8 moles de
mannose peuvent occuper soit une position terminale non réductrice, soit €tre liées en
C-1etC-2,0ulet6, oul2et6 La position terminale est & écarter, étant donné
Papparition trés tardive du mannose observée précédemment pendant la cinétique de
I’hydrolyse acide” On peut donc considérer que ces 8 moles de mannose sont liées
aux autres résidus par C-1 et -2 ou -6, ou -1 ou -2 et -6, ou encore -1, -2 et -6

A partir du glycopeptide, 68 % des residus de mannose sont oxydés, ce qui
représente 13 moles de la glycoprotéine originale Déduction faite des 8 moles oxydées
a partir de la glycoprotéine, 1l reste 5 moles de mannose qui semblent susceptibles
d’étre oxydees dés le premier cycle Dans cette séquence, seul le mannose a €té plus
atteint par I’action de I’acide periodique Il est donc possible qu’il soit & 1’origine de
Ia formation de P’érythritol dans le dialysat Ces 5 moles de mannose seraient de ce
fait substituées en C-1, 4, ou 6, ou C-1 et C-4 ou C-6, ou C-1 ou C-4 et C-6, ou encore
C-1, -4 et -6 De plus, le mannose semble protéger pendant le premier cycle un certain
nombre d’untés de glucosamine qu1 sont oxydées au second cycle, ce qui permet de
supposer une liaison en C-3 ou C-4 de la glucosamine Les structures suivantes ont
donc pu étre précisees 7 & 9% des enchainements sont composés d’acide N-glycolyl-
neuramique-(2—6)-GalNAc-(1 —3)-(?7)-Gal et 20% des enchainements de Fuc-(1—-2
ou 1—-6)-Gal-(1-6)-GNAc Les 18,5 moles % de mannose se répartissent en 8 moles
portant des substituants en C-2 ou -6, ou C-2 et -6, 5 moles portant des substituants
en C-4 et C-6, 5-6 moles portant des substituants en C-3, ou C-2 et -4, ou C-2, -4 et -6
Les 13 premiéres de ces moles sont trés probablement liées a la glucosamine dans un
enchainement du type Man-(1(?)—3 ou 4)-GNAc et sont situées en partie ou en
totalité a des points de branchement de chaines Enfin, au voisinage des points de
jonction avec la partie protéique, nous avons mis en évidence la présence, pour
2 moles de glucosamine, de 1 mole de galactosamine, 1-2 moles de gzlactose et
1 mole de mannose

Comme P’ont souligné Hughes et Jeanloz?, étant donné que chaque chaine
polysaccharidique rehée a la partie protéique peut avoir une longueur, une composi-
tion et une structure différentes, les résultats obtenus ne peuvent €tre que lumnités
En outre, parm les renseignements recueillis, certaines observations peuvent étre
considérées comme acquises, d’autres déductions, tout en étant compatibles avec les
résultats des expériences, ne peuvent €tre consitdérées que comme des hypothéses de
travail.

Nous tentons maintenant, par réduction et rupture de ponts disulfure, d’isoler
des sous-unités glycoprotéiques homogénes, susceptibles d’étre fragmentées et étu-
diées sous forme de petits glycopeptides
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