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ABSTRACT 

A glycoprotem fraction from sheep gastnc mucosa and a glycopeptide denved 
from it were subJected to two successive penodate degradations After each cycle the 
sugars resistant to oxldatlon were determmed and the polyols formed were character- 
ized; the results suggest that 7 to 9% of the chams are composed of the sequence 
N-glycolylneuramlmc acid-(2+6)-GalNAc-(l-+3)-(7)-Gal and 20% of the sequence 
Fuc-(l-+2 or 1+6)-Gal-(l-,6)-GNAc Two-thirds of the mannose residues were 
oludlzed dunng the first degradation and 60 % of the polyols formed bear substituents 
at C-Z or C-6 (or at both) and 40% at C-4 and C-6 These residues are most probably 

linked to glucosamme as Man-(l-3 or 4) and are located m part or m totahty 
at branchmg pomts In the vlcmlty of the protem-carbohydrate linkages, the residues 
resIstant to oxydation are glucosamme (2 moles), galactosamme (1 mole), galactose 
(l-2 moles), and mannose (1 mole) 

SOMhfALRE 

Une fraction glycoprotClque de muqueuse gastnque d’agneau et un glycopeptide 
obtenu B pa&r de celle-cl ont Cti soum~s & deux degradations successlves par I’lon 
penodate Aprcs chaque cycle, nous avons &alut! les glucldes r&lstants & l’oxydation 
et caract&& les polyols form&, ce qm a permls de pr&ser que 7 B 9 % des ch&es 
glucl&ques sont cornposies de la siquence aclde N-glycolylneuranumque-(2+6)- 
GalNAc-(l-+3)-(?)-Gal et 20% de la sequence Fuc-(1+2 ou l-,6)-Gal-(l-+6)-GNAc 
Les 2/3 des r&dus de mannose sont oxydCs au tours de la pren&re oxydation et 
60 % des polyols form&s sont substituCs sur C-2 ou C-6 (ou sur les deux) et 40 % sur 
C-4 et C-6 Ces r&ldus sont tr&s probablement hbs i la glucosamme comme Man- 
(l-+3 ou 4)-GNAc et se sltuent en partle ou en totahtC B des points de branchement 
de chaines Au vomnage des points de halson avcc la protCme les oses r&lstants B 
l’oxydaaon sont la glucosamme (2 moles), la galactosamme (1 mole), le galactose 
(l-2 moles) et le mannose (1 mole) 

*D&i~5 au Professeur Jean&mile Courto~s 8 1 occasion de son 65kme anmverszure 
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INTRODUCTION 

L’oxydatlon penodlque sulvle de reduction par le borohydrure (degradation de 
Smith)’ a d&t &G employ4e pour I’Ctude de la structure glucldlque de glycoprotCmes 
telles que l’a,-glycoprot6me aclde’ 3, la fetume4, la taka-amylase5 et une glycopro- 
t&e lsolee de la mucme du colon de mouton6 Nous avons apphqu6 cette technique 
B une fraction glycoprotClque de muqueuse de calllette d’agneau et B un glycopeptlde 
obtenu B partlr de celle-cl Cette fraction glycoprot&que contlent du galactose, du 
mannose, de la N-acCtylglucosamme, de la N-acCtylgalactosamme, du fucose et de 
I’aclde IV-glycolylneurammlque dans les proportions molan-es 4 2 4,5 2,5 2 1 En 
outre, certames pr&isions sur la structure glucldlque ont d&g CtC obtenues par la 
cm&que de l’hydrolyse chlorhydnque et par des essas d’hydrolyses enzymatlques 
spCcifiques’ 

PARTIE EXPlkIMENTALE 

Matkrzel - La glycoprot&ne est prgparCe sulvant le procCdt deJ& decrlt’. La 
fraction glycopeptldlque dCbarassCe de l’aclde slahque est obtenue par proteolyse a la 
Pronase, pms par hydrolyse & la neuranmudase (3 2 1 18) du Vzbrzo chokrea selon 
les mCmes techmques que celles utlhsCes prC&demment’ 

De’gradatzon s~qzrentzelle - Deux cycles successlfs de degradation de Smith’ 
ont ttb effectuCs selon un protocole Identlque, d’une part sur la glycoprotCme mlhale, 
d’autre part sur le glycopeptlde obtenu aprBs action de la neuranumdase 

L’oxydatlon perlodlque est effectuCe en tampon a&ate de sodium O,~M de 
pH 4,5, & 4”, & I’obscurite La concentration en mCtapenodate de sodium est de 
48m~ et celle en glycoproteme de 0,2% (p/v) Le penodate consommC est dose par 
la methode de Fleury et Lange9 La reduction est fate au borohydrure de sodium 
0,15~ pendant 15 h & temperature amblante, l’hydrolyse des polyols est effectuCe par 
l’aclde chlorhydnque O,~M pendant 18 h 

iWthodes mzalytzques - Les oses neutres totaux sont doses par la mCthode B 
l’orcmol-aclde sulfunque et le fucose par la mCthode & la cyst&e-aclde sulfurlquel O. 
Aprks hydrolyse (acxde chlorhydnque 2h1, 2 h, 100’) et neutrahsatlon par addition de 
Dowex 1 (X-S, lOQ--200 mesh, HCO,) sulvant le pro&de de Hartreel’, le taux de 
chaque hexose est dCtermmC par chromatographle quantltatlve sur papler selon la 
mCthode de Wllsonl’ dans le solvant alcool butyhque-pyndme-eau (6 4 3, v/v) 
Apr& hydrolyse (aclde chlorhydnque 4M, 6 h, 100°), les hexosammes sont &aluCes 
par la mCthode de Ludoweg et Benmaman ’ 3 L’aclde N-glycolylneurammlque est 
hydroly& (acxde sulfunque, 2OmM, 1 h, 800), adsorbe sur une colonne de Dowex 
1(X-8, 100-200 mesh, HCO,), d&orb6 par l’aade forrmque O,~M, puis recherchC solt 
par la mCthode de Warren14, solt par chromatograplue sur papler dans le solvant 
acetate d’Cthyle-aclde ac&que-eau (3 1 3, v/v) et r&elation par le rCactlf de Svenner- 
holm et Svennerholm’ ’ Le taux de protCme est dCtermmC par la mCthode de Low-l6 

Le glycCro1 et les t&ntols sont rms en tvldence par chromatographle sur papler 
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dans le solvant alcool butyhque-aclde acitlque-eau (4 1 5, v/v) et r&elation par le 
nitrate d’argent ammomacal ’ 7 

R&UL-I-ATS 

La consommatlon de penodate par la fraction glycoprotelque en fonctlon du 
temps prksente deux points d’mflexlon, le premier aprb 1 h, le second entre 8 et 9 h 
Aussl, I’oxydatlon penodlque est-elle arrette & chaque cycle apres 6 h pour mmlmlser 
toute suroxydatlon eventuelle La consommatlon en periodate tvaluee apr& chaque 
cycle d’oxydatlon est constante, 1,52-1,60 (I’, cycle) et 1,59-I,65 (2e cycle) moles de 
periodate par mole d’ose oxyde pour la glycoprotCme, 1,41-I,52 (I” cycle) et 1,48- 
1,57 (2’ cycle) moles pour le glycopeptlde L’aclde formlque prodmt n’a pu Etre 
dCtermmC car le milieu tampon& rend son dosage par 1odomCtrle lmposslble et la 
tltnacldlmetne en prisence de thymolphtakne ou de bleu de bromothymol donne des 
rkultats dwordants 

La sequence de deux cycles successifs de dCgradatlon a CtC rCpCtCe quatre fols 
avec la fraction glycoprotkque et trols fols avec Ia fraction glycopeptldlque obtenue 
aprh action de la neurammldase (Tableaux I et II) Au tours des deux premiers cycles, 
l’ktendue de I’oxydatlon est A peu prts aussl Importante pulsqu’elle s’CEve globale- 
ment ii 57 et 54% respectwement du nombre total d’umtCs glucldlques La totalit 

TABLEAU 1 

OXYDATION PERIODIQUE SEQUENTIELLE DE LA GLYCOPROTEINE ORIGINALE 

Hex Gal Man HexN GN GaIN Fuc NGNA 

Prodmt de depart (mmoIe/lOO g) 56 37,5 18,5 61 40 21 20 9 
le’ Cycle d’oxldatlon 

Prodmts oxydk, mmoles 26,5 18 5 8 28 20 8 20 9 
% 47,2 49,2 43 46,3 49,s 37,6 100 100 
Prodmts non-oxydb (PI)” 
(mmoles/lOO g) 29,5 19 10,5 30 19 11 0 0 

2= Cycle d’oxydahon 
Products oxydes, mmolesC 5,s 4 1,s 13 9 4 
% 18,2 19,s 13,5 42,s 44,5 37,7 
Products non-oxydes (P#’ 
(mmoles/100 g) 24 15 9 17 10 7 

Total des glucldes oxydes, 
mmolesd 32 22,s 9,5 41 29 12 
% 57,l 60 51,3 67,2 72,5 57,l 

“Abrevlauons Hex, hexoses, Gal, gaIactose, Man, mannose, HexN, hexosammes GN, glucosa- 
mme, GalN, galactosanune, Fuc, fucose, NGNA, aclde N-glycolylneurarmmque *P1 et Pz reprk 
sentent la pprtre du compose non-oxydee respectwement aprb le 1” et le 2= cycle =Les quantltes 
donnees sont calcul&s par rapport a la composltlon cent&.lmale de PI et p1 respectlvement dLa 
totahte des unites oxydees pendant la sequence des deux cycles est calculee en pourcentage par rapport 
a la compos;:ion mihale de la glycoproteme et du glycopeptide ongmaux, respectwement 
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TABLEAU XI 

OXYDATION PEBIODIQUB SEQUENTIELLB DU GLYCOPEPTIDE OBTENU APB& ACTION DE LA NBURAhTINIDASE 

Produzts Constrtuants glucrdlques” 

Hex Gal Man HexN GN GalN Fuc NGNA 

Prodmt de depart (mmole/lOO g) 102 68 34 114 7s 39 36 3 (3 
1” Cycle d’oxydafion 

Prodmts oxydb, mmoles 55 31,5 23,5 44,5 31 13,5 36 3 (7) 
% 54 46.2 67,9 39,l 41,4 35 100 100 
Prodults non-oxy&s tit)* 
(mmoles/lOO g) 47 36,5 10,5 64,s 42 22,5 

2’ Cycle d’oxydation 
Prodmts oxydb, mmolesC 35 29s 5,s 47,s 31 16,5 
% 74,3 80,6 54 73,6 74 73 
Products non-oxydh @J* 
(mmoles/lOO g) 12 7 5 17 11 6 

Total des ghcldes oxyd&, 
mmolesd 90 61 29 92 62 30 
% 88,3 89,7 85,3 so,7 82,7 76,9 

a * c dVolr notes du Tableau I 

des rCsldus de fucose et d’aade N-glycolylneuramuuque sont oxydes L’thmmatlon 
des r&.sldus de galactose et celle des rCsldus d’hexosammes (en partlcuher de la galacto- 
samme) sont semblables Seule 1’Chmmafion des rCsldus de mannose est beaucoup plus 
Importante, pendant le prermer cycle, dans le glycopeptide que dans la glycoprot&ne 
Au tours des deux seconds cycles l’mtenwt6 de I’oxydatlon est en revanche trts 
d&Erente dans les deux sCquences Seulement 31% des unites glucldlques du com- 
pose PI resultant de l’oxydation de la glycoprotdme sont d6trmtes alors que le 
compose p1 resultant de l’oxydation du glycopeptlde subit une perte de 74% de ses 
glucldes 

Ce r&ultat peut s’exphquer par I’observatlon que le mannose est le seul gluclde 
& presenter une perte plus grande pendant le prenuer cycle B partn de la fraction 
glycopepti&que, au tours de la cmCtlque de l’hydrolyse aclde, nous avions d&L 
observe que la liberation des rCsldus de mannose Ctat la cause ou l’mdrce d’un 
demantellement de la partie mterne des chaines polysacchandlques’ D’autre part, 
Hughes et Jeanloz2 amw que Barker et Wlutehead” ont remarque qu’aprks plusieurs 
cycles d’oxydation penodlque sCquentielle sur une glycoprotQne contenant de l’aclde 
wahque, une quantltC importante de glucldes reste non oxydee, aIors qu’aprcs hbb 
ration de l’aade slahque, Ie nouveau composC est beaucoup plus sensible & l’actlon 
de I’aclde penodrque Hughes et Jeanloz’ mettent en cause la prCsence du groupe- 
ment aldehydlque form6 par l’oxydafion entre C-7 et C-S de la pa&e ahphatlque de 
l’aclde slahque, ce groupement aldChy&que peut former des halsons mtramolecu- 
lares qm perturberaent l’oxydation ulteneure des chaines glucldlques Sato et al 3, 

avec le mi2me composC qu’Hughes et Jeanloz, suwant la meme technique, obtiennent 
des rdsultats xdentiques avec les &hantions pourvus et dCpourvus d’aclde slahque, 

Carbohyd Res ,24 (1972) 393-399 



GLYCOPROThNE DE MUQUEUSE 397 

wand l’hydrolyse mCnagee aprks le prenuer cycle est eEectuCe i 80” pendant 1 h 
avec de l’acxde sulfunque 25mM 11s supposent que ces conditions plus Bnereques 
d’hydrolyse permettent de detacher le prodult d’oxydatlon resultant de I’aclde 
aahque ii par&r de la molkule mtacte 

Dans le cas p&sent, 11 est poswble, non seulement que les deux facteurs mter- 
wennent, mals aussl qu’lls mte&rent et que l’aclde slahque degrade prot2ge seconda- 
rement une parhe des rhdus de mannose mGme au tours du prermer cycle. Malgre 
cette dS%ence dans I’mtenslte de I’oxydatlon, certames snmhtudes apparassent 

entre les deux cycles Le galactose est le gluclde le plus d6trmt De plus, 11 emste une 
correspondance dans les deux sequences entre la quantlte de mannose oxydee pendant 
le premier cycle et celle de la glucosamme oxydCe pendant le deuxkme cycle La 
composition molare des composCs Pz et p2, rkslstants B deux cycles d’oxydabon, 
mdlque une certame stabUS dans les proportions des divers glucldes entre eux 
Les propotions moIalres pour la gIucosamme, la galactosamme, le galactose et le 
mannose s’6Event dans le composd Pz A 2 1,5 3 2 et dans le composC p2 B 2 1 1,5 1 
Sur la base de 2 moles de glucosamme, II y a une sorte de duphcation des autres 
unit& glucldlques entre ces deux compos&, ce qm pourralt mdlquer que la gluco- 
samme est 1’umtC de hason avec la partle protelque 

L’analyse des dlalysats apres chaque cycle dans les deux sgquences a montre une 
absence totale d’hexoses dans tous les dmlysats, et la prksence d’hexosammes umque- 
ment aprts les premiers cycles des deux sequences reprCsentant 4 A 5 % des r&dus 
d’hexosammes dans la moltcule pnnuhve On trouve du glyckrol aprbs tous les 
cycles De I’&ythntol est ldentiC seulement apres le dew&me cycle dans la sequence 
partant de la fraction glycoprot&que, alors qu’ll est prtkent dans la sequence partant 
de la fraction glycopeptldlque umquement apres le premier cycle 

DISCUSSION 

Nous avlons pu mettre en Mdence par des rCsultats pkcedemment acqms’ que 
dans les enchainements A aclde slahque terminal, la N-ac&ylgalactosamme est en 
posltlon termmale non rkductnce aprts sclsslon de l’aclde N-glycolylneuramlmque, 
et que la halson qul l’urut ii l’ose suwant n’est probablement pas du type (144) et 
certamement pas du type (l-2) Dans le present travail, pendant les prenuers cycles 
d’oxydation penodlque, le pourcentage d’oxydatlon de la galactosamme est Idenbque 
en pr&ence ou en I’absence de l’umtt termmale, alors que le resldu suppose savant, 
Ie galactose, n’est pas sensible B l’action de l’aclde peno&que pendant le premxer 
cycle La N-ac&ylgaIactosamme est done substituCe en C-6 par l’aclde N-glycolyl- 
neurarmmque et hte probabfement en C-3 du gaIactose 

Pour les enchainements A fucose terminal, les r&ultats de l’oxydakon peno&que 
sCquentlelle concordent avec ceux qm ont Ct6 observk prtddemment’ Les quantit6s 
de glucosamme et de galactose oxydCes au tours des prenuers cycles sont ldentiques 

et Cqmvalentes aux qua&t& de fucose prdsentes dans la fraction m&ale A ce stade 
les dlalysats ne contiennent que du glyc&ol, aucune mol&ule de thr&tol n’a pu Stre 
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d&z&e Le galactose ne peut done &e substltuk qu’en C-2 ou en C-2 et C-6 Dans le 
cas de la glucosamme, la Hanson avec le galactose n’est possible que sur C-6 

Les rkdus de mannose prksentent un comportement dlffkrent dans les deux 
prenuers cycles Les 8 moles qm sont oxydtes B partlr de la glycoprotkme ongmale 
ne peuvent pas presenter d’autres substltwons que celles du galactose oxydC pmsque 
le dlalysat ne renferme pour ce cycle que du glycCro1, c’est-bdlre que ces 8 moles de 
mannose peuvent occuper solt une poslhon termmale non rkductnce, solt ttre Kes en 
C-l et C-2, ou 1 et 6, ou 1,2 et 6 La posmon termmale est & Ccarter, Ctant don& 
l’apparltion trk tardwe du mannose observke prCddemment pendant la cm&que de 
l’hydrolyse aclde’ On peut done consldkrer que ces 8 moles de mannose sont hCes 
aux autres r&ldus par C-l et -2 ou -6, ou -1 ou -2 et -6, ou encore -1, -2 et -6 

A partlr du glycopeptlde, 68 % des resrdus de mannose sont oxydks, ce qm 
reprisente 13 moles de la glycoprothe ongmale DCductron falte des 8 moles oxydCes 

B partn de la glycoprothe, 11 reste 5 moles de mannose qul semblent susceptlbles 
d’Ctre oxydees dbs le premier cycle Dans cette sequence, seul le mannose a ttC plus 
attemt par I’actlon de l’aclde penodlque 11 est done possible qu’ll solt ii l’ongme de 
la formation de 1’Crythntol dans le dlalysat Ces 5 moles de mannose seralent de ce 
fait substituees en C-l, 4, ou 6, ou C-l et C-4 ou C-6, ou C-l ou C-4 et C-6, ou encore 
C-l, -4 et -6 De plus, le mannose semble proteger pendant le premier cycle un certam 
nombre d’umtk de gIucosamme qm sont oxydCes au second cycle, ce qm permet de 
supposer une hzw.on en C-3 ou C-4 de la glucosamme Les structures smvantes ont 
done pu etre prksees 7 B 9 % des enchainements sont composk d’aclde N-glycolyl- 
neurarmque-(2+6)-GalNAc-(l-+3)-( s)-Gal et 20 % des enchainements de Fuc-(1+2 
ou l-,6)-Gal-(l-,6)-GNAc Les 18,5 moles % de mannose se reptissent en 8 moles 
portant des substituants en C-2 ou -6, ou C-2 et -6, 5 moles portant des substltuants 
en C-4 et C-6,5-6 moles portant des substltuants en C-3, ou C-2 et -4, ou C-2, -4 et -6 
Les 13 prermbres de ces moles sont trb probablement hCes 2 la glucosamme dans un 
enchainement du type Man-(I(+3 ou 4)-GNAc et sont sltuCes en partle ou en 
totahtk 5 des pomts de branchement de chaines Enfin, au volsmage des points de 
Jonction avec la p-e protkque, nous avons mls en Cvldence la prbence, pour 
2 moles de glucosamme, de 1 mole de galactosamme, l-2 moles de galactose et 
1 mole de mannose 

Comme l’ont souhgnk Hughes et Jeanloz’, Ctant dorm& que chaque chaine 
polysacchandlque rehte B la patie prottlque peut avolr une longueur, une compow- 
bon et une structure dlffkentes, les rkultats obtenus ne peuvent Ctre que lnmtCs 
En outre, parml les renselgnements recuedhs, certames observations peuvent ttre 
conudkries comme acqulses, d’autres dCductlons, tout en &ant compatibles avec les 
r&ultats des expklences, ne peuvent ttre conadkkes que comme des hypotheses de 
travail. 

Nous tentons mamtenant, par rkductlon et rupture de pants drwlfure, d’lsoler 
des sous-urn& glycoprot&ques homogkes, susceptlbles d’etre fragment&es et 6tu- 
&&es sous forme de petits glycopeptides 
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