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ABSTRACT

Acetolysis, followed by quantitative de-O-acetylation with sodium methylate
of the chloroform extract of the acetolyzates and chromatographic fractionation,
was applied to the sialoglycopeptide « and asialoglycopeptide § obtained by pronase
hydrolysis of ovomucoid The acetolysis yielded small amounts of monosaccharides
and a large proportion of ohgosaccharides without transglycosylation It does not
spht off the acetamido groups and, on the other hand, the sialosyl and the 2-acetam-
1do-N-(L-aspart-4-oyl)-2-deoxy-f-D-glucopyranosylamine bonds are protected to a
high degree After de-O-acetylation, three fractions are obtained from the chloroform
phase 1n the case of a sialoglycoprotide and two in the case of an asialoglyco-
protide by chromatography on 1on-exchange resins The first fraction, not retained,
contains neutral oligosaccharides from the median portion of the carbohydrate
moteties The second fraction, present only in the acetolyzates of the sialoglycopeptides
and released from the anion-exchange resin, contains stalo-oligosaccharides from
the outer part of the carbohydrate moieties The last fraction, eluted from the cation-
exchange resin, contains the glycopeptides and represents the carbohydrate compo-
nents near the site of attachment to the peptide chain

SOMMAIRE

L’acetolyse suivie d’une saponification quantitative par le methylate de sodium
des produts extraits des acétolysats par le chloroforme et le fractionnement chroma-
tographique de ces derniers ont été appliques au sialoglycopeptide « et & I’asialo-
clycopeptide f§ obtenus par hydrolyse pronasique de I’ovomucoide Contrairement &
I’hydrolyse ménagée par les acides ou par les resines de polystyrene sulfone, [’acétolyse
hibére des quantités trés faibles de monosaccharides et une proportion elevée d’oligo-
saccharides sans provoquer de transglycosylation Elle respecte les groupements
acetamido des N-acétylhexosamines et une partie importante des haisons sialosyl et

*PDedie au Professeur Jean-Emile Courtois a 1 occasion de son 65¢me anmversaire Ces resultats ont
ete rassembles dans le mémoire de these de 3éme cycle de B Bayard et ont fait 'objet d’une courte
note preliminaire!
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2-acétamido-N-(L-aspart-4-oyl)-2-désoxy-f§-D-glucopyranosylarmine En outre, elle ne
provoque pas de N-acetylation de la fraction protidique Le fractionnement sur
échangeurs de cations et d’anions de la phase chloroformique préalablement saponifiée
donne trois fractions La premiére n’est pas retenue par les résines et contient les
oligosaccharides neutres qui proviennent de la partie «centrale» des groupements
glycanniques La seconde, presente seulement dans les acétolysats de sialoglycopep-
tides, est déplacee de I’echangeur d’anions et contient des sialo-oligosaccharides qui
appartiennent 2 la partie la plus externe des groupements glycanniques La troisiéme,
éluée de I’échangeur de cations, renferme des glycoprotides et correspond aux sequen-
ces glucidiques au voisinage du point d’attache avec la chaine peptidique

INTRODUCTION

L’hydrolyse acide particlle des glycoprotides a été utilisée par de nombreux
auteurs (voir Montreuil et al ? et Neuberger et Marshall®) Elle présente néanmoins
les 1nconvenients majeurs suivants lIiberation d’une quantite elevée de monosac-
charides au détriment du rendement en oligosaccharides, ibération quantitative des
acides sialiques qui prive les hydrolysats des sialo-oligosaccharides et risque de
transglycosylation et de formation artificielle d’oligosaccharides Parmu les méthodes
susceptibles d’élimimer ces inconvénients, | acetolyse® a retenu notre attention car elle
a éte largement utilisée avec succes dans ’etude de polysaccharides d’origine animale
ou végetale® 6 Au contrarre, elle a ete tres peu employée dans le domane des glyco-
protides, I'etude des acétolysats etant limitée a I'isolement d’un ou deux di- ou
trisacchanides & partuir de substances specifiques de groupes sanguins’~'° et du
glycopeptide du colostrum de vache'’

Dans le présent mémoire, nous decrivons un procédé original de fractionnement
des acetolysats de glycoprotides qui fournit, dans le cas de sialoglycoprotides, trots
groupes de composés des sialo-oligosaccharides, des oligosaccharides neutres et des
glycoprotides qui proviennent, respectivement, des parties « externes », « centrales »
et « internes » des groupements glycanniques En outre, nous avons realisé une etude
poussée des oligosaccharides neutres dont les résultats sont rassembles dans le
mémorre survant!?

PARTIE EXPERIMENTALE

Glycoprotides glucides et déinés — Les sialoglycopeptides « et f§ ont eté 1solés
a partir des hydrolysats pronasiques d’ovomucoide'® selon le mode opératoire
decrit précedemment'* !> La composition en glucides du sialoglycopeptide « est la
survante monosaccharides neutres (D-mannose/D-galactose 2,6) 37,3 %, 2-acetamido-
2-désoxy-D-glucose 39,4 %, acide N-acetylneuraminique 7,8 %, celle de I’asialoglyco-
peptide B est monosaccharides neutres (D-mannose/D-galactose 5) 31,1 %, 2-aceta-
mido-2-désoxy-b-glucose 64,6% Le lactose, le cellobiose, le maltose, le melibiose,
le D-galactose, le 2-anuno-2-désoxy-D-glucose et le 2-acetamido-2-désoxy-D-glucose
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étaient des préparations commerciales (Nutritional Biochem Corp , Cleveland, Ohio)
Le chitobiose a été 1solé par chromatographie preparative sur papier d’un acetolysat
de chitine'® Le 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-D-galactose et le 2-acetamdo-1,3,4,6-tétra-
O-acétyl-2-désoxy-D-glucose ont eté obtenus par acétylation des monosaccharides
correspondants

Dosages colorimétriques des glucides*® — Les monosaccharides neutres ont été
doses par la méthode a I’orcinol sulfurique!® modifiée??, les hexosamines par le
procede de Belcher e al 2!, apres une hydrolyse chlorhydrique (acide chlorhydrique
4M exempt de fer a 100° pendant 4 h, en tubes scelles sous vide), les N-acetylhexosa-
mines par la technique de Reissig et a/ *? modifiée par Levvy et McAllan?3 et les
acides sialiques par la méthode de Werner et Odin?* et par le procédé de Warren?>

Nous avons en outre, été amenés 3 mettre au point un procede de caracterisation
et de dosage, en presence de 2-acetamido-2-désoxy-D-glucose libre, des chromogeénes
formés en milieu alcalin a partir de 2-acetamido-2-désoxy-D-glucose Dans un premier
temps, nous dosons, par la methode de Levvy et McAllan??, ’ensemble des N-
acetylhexosamines et des chromogénes Nous effectuons ensuite une seconde serie
de détermination en ’absence du borate de potassium qui etait destine 2 transformer
le 2-acétamido-2-desoxy-D-glucose en chromogénes dans ces conditions, nous dosons
uniquement les chromogenes preexistants et nous calculons, par difference, la quantite
de N-acétylhenosamines

Chromatograplue des monosaccharides et de leurs déries O-acetyles — Les
monosaccharides neutres et le 2-acétamido-2-desoxy-p-glucose et leurs derives
O-acetylés ont éte separes par chromatographie sur papler Whatman n® 1 oun® 3 et
sur papier Schleicher et Schull 2040 b, dans les systemes de solvants suivants Solv 1
alcool butylique-acide acetique—eau (4 1 5, v/v), Solv 2 acetate d’ethyle-pyridine—
eau (212, v/v), Solv 3 2-butanol sature d’eau Les denives acetyles des monosac-
charides ont eté analyses par chromatographie sur couche mince de gel de silice G
dans le Solv 4 benzéne-methanol (9 1, v/v) Ils ont eté reveles sur papier par le
reactif 4 I’oxalate d’aniline®® et sur silice par le reactif a ’hydroxamate ferrique de
Tate et Bishop?? Les N-acetylhexosamines ont ete mises en evidence, d’une maniere
spécifique, par la reaction d’Ehrhich « indirecte »*® et les chromogenes par la reaction
d’Ehrhich « directe »28

Les monosaccharides neutres ont éte doses par chromatographie sur papier??®
aprés avorr éte purifies par un passage successif sur des resines échangeuses de cations
(Dowex 50 X-8, 25-50 «mesh», HT), puis d’anions (Duohte A-102 D, 25-50
« mesh », HCO3)

Analyses électrophorefiques — L’electrophorese sur papier a ete applhiquee a
I’etude des N-acetylhexosamines dans les conditions expérimentales suivantes cuves
« en tort », papier Whatman n° 3, solution tampon a 1% (p/v) de borate de sodium
(pH 9,2)3°, 7 v/cm pendant 4 h, revelation des électrophoregrammes, préalablement
séches a '’etuve a 100° pendant 15 mun, par pulverisation du reactif au p-dimethyl-
ammnobenzaldehyde®! Le fractionnement des sialo-oligosaccharides a éte realise dans
les mémes conditions mais dans un tampon acétate (pH 3,9)32
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Dosages des acides aminés — Les acides amines ont été identifiés et dosés a
I’Auto-analyseur Technicon aprés des temps d’hydrolyse (acide chlorhydrique 5,6M,
105°) de 24,48 et 72 h

Hydrolyse acide ménagée des glycopeptides> — Les hydrolysats obtenus par
traitement de 100 mg de glycopeptides en solution dans 10 mi d’eau, en presence de
10 g de Dowex 50 X-8 (25-50 « mesh», H*) & 100°, pendant des temps variant de
5 mun a 4 h, ont été évaporés a siccité sous pression réduite et analyses par chromato-
graphie sur papier Whatman n° 3 (Solv 1) En outre, ils ont éte soumis a un fraction-
nement sur colonne de charbon-Celite3

Acétolyse des glycopeprides — Nous avons appliqué le protocole expérimental
décrit par Kuhn et Ekong'! que nous avons modifie en realisant [a précipitation
quantitative des glucides peracétylés contenus dans la phase d’extraction chlorofor-
mique par ’éther de pétrole Les glycopeptides rigoureusement anhydres sont ajoutes
par petites fractions, dans la proportion de 1 g pour 25 ml, & un melange maintenu 3
4° d’acide acétique glacial, d’anhydride acétique et d’acide sulfurique conc (10 101,
v/v) La solution obtenue est maintenue a 20° pendant 1 a 4 jours sous agitation
constante Dans quelques expériences, nous avons en outre introduit du D-mannose-
1-'*C (20 uCi par ml de solution acétolysante) afin de venfier, par autoradiographie
des chromatogrammes, 1’absence de reaction de transglycosylation

Les solutions d’acétolyse sont versées goutte a goutte sur 75 g de glace pilée
Aprés décongelation, le pH du melange est amene & 4.5 par ’addition d hydrogeno-
carbonate de sodium La gelée transparente visqueuse qui renferme les glucides
acétyles est extraite 8 fois par 200 ml de chloroforme pur Les extraits chloroformiques
sont rassemblés, laves par 150 ml d’une solution aqueuse d’hydrogenocarbonate de
sodium a 1% et séches sur chlorure de calcium anh La solution obtenue est concentree
sous pression réduite a environ 20 ml L’addition de 21 d’éther de petrole provoque
la précipitation quantitative des glucides peracetyles que I’on recueille par centrifuga-
tion aprés un repos de 18 h 4 4° On obtient amnsi la « Phase Chloroformique »
(précipit€) dont les constituants sont immédiatement saponifiés Quant a la « Phase
Aqueuse », elle est directement soumise & la chromatographie sur echangeurs de
cations

O-Désacétylarion des composes peracéty Iés de la Phase Chlorofornuque — Nous
avons jugé necessaire d’effectuer une €tude critique systématique des methodes
classiques de O-désacetylation car celles-c1 avaient éte appliquees essentiellement a des
derivés acétyles de monosaccharides neutres ou a des produits d’acétolyse de polysac-
charides depourvus de N-acetylhexosamines Or celles-c1 sont sensibles & 1’action des
agents alcalins quand elles se trouvent en position terminale reductrice et quand, en
outre, leur groupement hydroxyle en C-4 est libre Dans ces conditions, elles donnent,
en effet, naissance & des chromogénes qui demeurent fixes au reste de la chaine
glucidique ou qui s’en detachent selon que la N-acetylhexosamine est conjuguée en
C-6 ou en C-3 Nos essais ont éte effectues sur le D-galactose pentaacétate et sur le
2-amino-2-désoxy-D-glucose pentaacétate La composition en glucides des solutions
obtenues a eté déterminee par ’apphication des méthodes colornimétriques, chromato-
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graphiques et électrophorétiques décrites dans les paragraphes précedents et les
chromogénes ont été recherchés par chromatographie sur papier dans le Solv 3 et
révélés par le p-diméthylaminobenzaldehyde??

Saponification par I'hydroxyde de sodwum>* A 200 ml d’hydroxyde de sodium
0,IM, on ajoute 50 m! d’une solution acetonique renfermant 100 mg de composé
acétylé La solution est maintenue constamment a 4° et des prelévements de 20 m! sont
effectués a des temps variant de 5 a 75 min L’excés d’hydroxyde de sodium est dosé
a I’aide d’une solution d’acide chlorhydrique 0,1M Chaque fraction ains: neutralisee
est purifiee par un passage successif sur une colonne (2 x40 cm) de Dowex 50 (X-8,
25-50 « mesh », H') puis de Duolite A-40 (HCOZ) Les effluents neutres auxquels on
joint les eaux de lavage des résines sont concentrés a 10 ml

Sapontfication par le méthanol ammoniacal®>> 1es composés peracetylés sont
dissous & raison de 10 mg dans 1 ml de methanol saturé d’ammomac La solution
est maintenue a 4° pendant 6 h, sous agitation magnetique Le solvant est ensuite ra-
pidement éliminé par évaporation sous vide & 20° et le résidu sec est repris avec une
quantité déterminée d’eau distillée

Sapontfication par la tniméthylaniine®® Les p-galactose et 2-amino-2-désoxy-
D-glucose pentaacétates (100 mg de chacun) sont dissous dans le melange méthanol-
eau (8 1, v/v) auquel on ajoute une solution de tnimethylamine a2 45% (3 vol) La
solution est maintenue a 4° pendant 18 h et concentrée ensuite sous pression reduite

Sapomification par le méthylate de sodum>” Les composes acetylés (50 mg de
chacun) sont dissous dans 100 ml de solution méthanolique de concentration finale
en méthylate de sodium 0,5-0,1 et 0,01y Les solutions sont mamntenues a 4° pendant
des temps variant de 10 2 60 min Elles sont ensuite débarrassées des 1ons sodium par
passage sur une colonne (1% 10 cm) de Dowex 50 (X-8, 25-50 « mesh», H') La
solution effluente est ensuite concentrée sous pression reduite a 5 ml

Fractionnement clu omatographique des produits de I’acétolyse — Les solutions
aqueuses des constituants de la « Phase Chloroformique » prealablement saponifies
ont été soumis a la chromatographie sur Dowex 50 (X-2. 50-200 « mesh». H™) et de
Dowex 1 (X-4, 200400 « mesh», HCO3) On obuent deux fractions dans le cas
d’asialoglycopepuides la « Fraction Neutre» qui resulte du passage sur les deua
types d’¢échangeurs d’1ons et la « Fraction Basique I» déplacee de I'echangeur de
cations par une solution d’ammoniaque a 5% (v/v) Dans le cas de sialoglycopepudes,
on obtient une troisiéme fraction, la « Fraction Acide », par le traitement de ’echan-
geur d’anions avec une solution d acide formique a 2% (v/v)

La « Phase Aqueuse » est passee, sans saponification préalable, sur une colonne
(2% 25 cm pour des aliquotes correspondant 4 100 mg de glycopeptide) de Dowex 50
(¥X-2, 100-200 «mesh », H™) qut fixe les peracetyl-glycopronides hydrosolubles Apres
un lavage soigneux de la résine avec de I’eau distillée, ceux-ci sont deplacés par une
solution d’ammoniaque & 5% (v/v) qui réahse, a la fois, le déplacement des composes
et leur saponufication Cette fraction constitue la_« Fraction Basique II » de la « Phase
Agqueuse »

Nous avons fractionne les oligosaccharides sur des colonnes de charbon—Celite®3
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(mélange a poids égaux de charbon Activit X-100 et de Cehlite 535 préalablement laves,
le premier, avec de I'acide chlorhydrique conc puis avec de I'eau distillée et, la
seconde, avec de I’eau distillée) La taille des colonnes était determinée sur la base de
0,8 x 10 cm pour 10 mg de glucides totaux

Le fractionnement de quelques composes de faible masse moléculaire a été
realise par chromatographie sur Séphadex G-15 dans les conditions suivantes (pour
10 mg de substance) colonnes de 2x86 cm, élution par ’eau, débit 5,6 mi/h,

volume des fractions 2,8 ml

) (moles par mole de D galactose
) (moles par mole ce D-galoctose
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Fig 1 Saponification du D-galactose pentaacetate par 1'hydroxyde de sodium 0,08M a 24° et a 4~

RESULTATS

Choix d un procedé de O-desacétylation — Les resultats que nous a fourns
P’etude critique des differents procedes de O-desacetylation en milieu alcahn, appliqués
aux dénivés peracétyles du D-galactose et du 2-acétarmido-2-désoxy-D-glucose choisis
comme modeles, peuvent se résumer de la maniére suivante

On observe que, dans le cas de I’hydroxyde de sodium 0,08M & 24° et 4 4° sur le
peracétyl-D-galactose (Fig 1), la sapontfication est totale en 60 min mais que I'action
a 24° est & proscrire car on ne peut eviter la destruction d’une proportion importante
de p-galactose (35% apres 60 min) Au contraire, 4 4°, le D-galactose libéré est
retrouve quantitativement (Tableau I) dans le milieu reactionnel, méme au-dela du
temps necessaire pour réaliser une saponification totale Nous avons étudié par
chromatographie et électrophorese sur papter le comportement du 2-acétamido-2-
désoxy-D-glucose pentaacetate en présence d’hydroxyde de sodium 0,08M a 4° pendant
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Fig 2 (A) Chromatographie des composes formes par | action de ’hydrowyde de sodmum 0,08 a 4°
pendant 1 h sur le 2-acetarmdo-1,3,4,6-tetra- O-acetyl-2-desoxy-D-glucose suivie d une purification
sur echangeurs de cations Chromatographie dans du 2-butanol sature d eau, papier Whatman n° 1
pendant 16 h revelation par la reaction d’Ehrlich « indirecte » (E 1) et « directe» (E d), T temoimn
de 2-acetamido-2-deso\y-D-glucose (GlcNac), S solution de saponification, X compose 1dentifie
par electrophorese (B) au 2-acetamido-2-desoxy-D-glucose (B) Electrophorese du compose X 1sole
par chromatographie preparative sur papier dans les conditions decrites en A Elcctrophorese selon
Foster et Stacey39 sur papier Arches 304 en tampon de borate de sodium de pH92 12 V/em
pendant 4 h revelation par le reactif d’Ehrlich, T temomns de _ acetamido-2-deso\y-D-glucose
(GleNac) 2-acetamido-2-desony -D-galactose (GalNac) et  2-acetamido-2-desosy-p-mannose

(ManNac)

60 mun La chromatographie sur papier (Fig 2A) revele la presence, a cOte d un
compose X que nous avons 1solé par chromatographie preparative sur papier et
identifie par electrophorese au 2-acetamido-2-desoxy-D-glucose (Fig 2B) d une
proportion importante de chromogenes (28,5%, Tableau I) La saponification des
ohgosaccharides peracetyles par I’hydroayde de sodium ne pouvait donc pas €tre
retenue car elle fait courir un nisque de destruction du 2-acetamido-2-desovy-D-
glucose situé en position ternunale reductrice dans les oligosaccharides

Le methanol ammoniacal ne peut étre employe comme agent de saponification
car 1l donne lieu a la formation de glycosylanuines {Fig 3) et provoque la formation

de chromogenes (Tableau I)
Le trimethylamine realise une saponification assez satisfaisante du b-galactose

pentaacetate mais elle transforme ausst une proportion tmportante du 2-acetanudo-
2-desovy-p-glucose en chromogenes (Tableau I) Pas plus que les precedents, ce
procede ne peut donc €tre utilise pour saponifier les glucides reducteurs peracetyles

La cinetique d action du méthylate de sodium a differentes concentrations sur le
2-amino-2-desoxy-D-glucose pentaacetate a éteetudice en fonction du temps (Tableau i
et Fig 4) On voit que, seul le methylate de sodium 0,01M agissant pendant 1 h a 4°
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Fig 3 Chromatographie des composes formes au cours de ’action du methanol ammoniacal sur le
D-galactose pentaacetate sur papier Schleicher et Schull n°2040b  pyridine-acetate d ethyle-eau
(1 22,v/v) pendant 18 h, revelation par le reactif a Poxalate d’amiline®®, T temoins de p-galactose
(Gal), p-glucose (Glc), b-mannose (Man) et 2-acetamido-2-desoxy-D-glucose (GIcNAc) S solution de
sapontfication, A, B «-et B- (ou pyrano- et furano-) p-galactosylamines (¢f Cerezo et Deulofeu3?) de
Rga 1,83 et 2,00 respectivement

realise la saponification quantitative de ce compose sans provoquer la formation de
chromogenes

Fractionnement sur echangeurs d’rons des acérolysats de gly copeptides — Nous
avons applique a I'asialoglycopeptide 5 de ’ovomucoide les procedes d acetolyse
(durée de la reaction - jours) et d’extraction des composés peracetyles que nous
avons decrits dans les paragraphes precédents La composition centésimale et molaire
en glucides et en amino-acides de chacune des fractions est precisee dans le Tableau 11
La « Fraction Neutre » saponifiée est la plus importante puisqu’elle represente 75 %
du glycopeptide natif Elle ne renferme pas d’acides amines et est donc exclusivement
de nature glucidique La « Fraction Basique 1» saponifiee (4,5 % environ du glyco-
peptide natif) contient des acides amines conjugues acide aspartique et threonine
Le comportement chromatographique de cette fraction basique retenue par 1’echan-
geur de cations prouve que les fonctions aminées des acides amines n’ont pas eté
acetylees au cours de I acétolyse La « Fraction Basique II» (12,4% environ du
glycopeptide natif) est constituée. elle aussi, par des glycopeptides renfermant une
proportion relativement plus faible de glucides Elle renferme des composes perace-

Carbohyd Res , 24 (1972) 427-443
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Fig 4 Action du methylate de sodium 0,01, 0,1 et 0,5M sur le 2-acetamido-1,3,4,6-tetra- O-acetyl-2-
désoxy-D-glucose A formation du 2-acetanudo-2-desoxy-D-glucose B formation des chromogénes
En abscisses durée de la réaction en mun En ordonnees pourcentage (par rapport au 2-acétamido-
2-d€soxy-D-glucose) de chromogenes presents dans le milieu reactionnel préalablement purifie sur
echangeur de cations

tylés rendus hydrosolubles en milieu acide par 'importance de la copule peptidique
hydrophile en regard de la copule glucidique peracétylée hydrophobe

L application au sialoglycopeptide « des mémes procedes d’acétolyse et de
fractionnement fournit, outre les 3 fractions precédentes, une « Fraction Acide »
Les principales caractéristiques des quatre fractions obtenues sont décrites dans le
Tableau III Les « Fractions Basiques I et II » présentent beaucoup d’analogies avec
les fractions homologues obtenues a partir de I’asialoglycopeptide § en effet, les
rendements sont tres voisins et, comme dans le cas précédent, 1l s’agit de deux fractions
de nature glycopeptidique Enfin, leur composition en glucides sont semblables La
seule difference apparente porte sur la presence de p-galactose dans la « Fraction
Basique I » fournie par I’asialoglycopeptide B alors que ce glucide est absent dans la
fraction homologue fournie par le sialoglycopeptide « La « Fraction Neutre» ne
représente plus que 50% environ du sialoglycopeptide z au Iicu de 75% dans le cas
de 1 asialoglycopeptide § L’appauvrissement en oligosaccharides neutres de cette
fraction s’est fait au profit de la « Fraction Acide » des sialo-oligosacchanides Le
caractére neutre de cette fraction s’explique par ’absence d’acide sialique et d’acides
ammés A cet €gard, elle est donc uniquement de nature glucidique La « Fraction
Acide » est la seule & contenir de I'acide sialique Comme elle est dépourvue d’acides
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aminés, nous pouvons conclure qu’elle est composée de sialosides de mono- et
d’oligosaccharides

Jours Minutes
I 2 4 10 20 304060120

Fig 5 Chromatographte des glucides neutres presents dans 'acetolysat (A) et dans ’hydrolysat
partiel (B) par le Dowex 50 du glycopeptide £ de 1 ovomucoide, sur papier W hatman n° 3, systeme-
solvant pyridine-acetate d’ethyle-eau (I 22 +/v) pendant 18h revelation par le reactuf a
P’oxalate d’aniline?® Oligo zone des oligosaccharides, Gal D-galactose Man D-mannose,
GlcNac  2-acetamido-2-desovy-p-glucose

Fiaction Neutre — La chromatographie sur papier de la « Fraction Neutre »
des acetolysats du glycopeptide 8 (Fig 5) montre que ces derniers renferment une
proportion tres faible de monosaccharides (D-galactose, p-mannose 2-acetamido-2-
desoxy-D-glucose) et une quantité importante d’oligosaccharides Le nombre et la
quantite des ohigosaccharides sont maximaux au bout de 4jours d’acetolyse Nousavons
donc retenu, dans la suite de nos experiences, cette durée de 'acetolyse Dans le cas
de l’acetolyse effectuee en présence de D-mannose-1'*C, P’autoradiographie des
chromatogrammes précedents revéle la présence d’une seule tache a 1 emplacement
du p-mannose Ce resultat demontre que I’acetolyse ne provoque pas de transglycosy-
lation Dans le cas de ’asialoglycopeptide f. la chromatographie sur charbon-Celite
(Tableau IV) confirme la démonstration par chromatographie sur papier que I’ace-
tolyse libere relativement peu de monosacchanides

Firaction Basigue I — La chromatographie et I’electrophorese sur papier n’ont
pas pernus de séparer d une mamniere satisfaisante les constituants de cette fraction en
raison de leur masse moleculaire relativement elevee, dans le cas de la chromato-
graphie, et de I'identite des charges, dans le cas de ’electrophorese Au contraire, la
chromatographie sur gel de Sephadex G-15 nous a donne 2 pics principauy, tous deux

Carbohyd Res 24 (1972) 427443
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TABLEAU 1V

COMPOSITION DES FRACTIONS OBTENUES PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE DE CHARBON—-CELITE
DE LA « FRACTION NEUTRE » DE LA PHASE CHLOROFORMIQUE D’UN ACETOLYSAT DE

L ASIALOGLYCOPEPTIDE ff DE L’OVOMUCOIDE

Caractérisaiques Fractions

Aqueuse Ethanohque (1,5 %)* Ethanolique (50 %)*

Rendements (%)° 9,0 11,3 79,7
Monosaccharndes neutres (%) 96,5 33,8
Dp-Galactose (%) 53,6 4,1
p-Mannose (%) 42.9 29,7
2-Acetarmdo-2-desoxy-b-glucose (%) (o) € 65,8
Rapport b-mannose a D-galactose 0,8¢ 7,14

“Viv PEn % (p/p) de la « Fraction Neutre » soumise 2 la chromatographie “Cette fraction renferme
umquement du 2-acetamido-2-desoxy-p-glucose ‘A titre de comparaison, les valeurs du méme
rapport pour le glycopeptide a natif et pour la « Fraction Neutre » totale sont, respectivement, 5 et 5,8

A
80 Rat
Pict Gle
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. I
v -
g i \ Pic I
2 T
5 94r 5 B
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< i I\ .
1 \\ \
- !
0,2 { \ \ A
1 \ \
- M \ i\
! \ 1 Y
/l A 7 \\
-/ 113 3~ s 4 hY .
o 25 30 35 40 Fractions

Fig 6 Chromatographie sur colonne (2x86 cm) de Sephadex G-15 de 10 mg de la « Fraction
Basique » de | acetolysat du glycopepuide « de ’ovomucoide 2,8 ml, reaction a |l orcinol (-) et a la
minhydrine ( ) Les traits plems verticaux correspondent au volume d exclusion du Bleu Dextran
(BD) du raffinose (Raf) et du p-glucose (Glc)

de nature glycoprotidique (Fig 6) Le Pic I est heterogéne en electrophorese 11
1enferme des glycoprotides dont la masse moléculaire maximale, déterminée sur la
base du volume d’exclusion du Bleu Dextran, est de 1’ordre de 820 et qui sont com-
posés de D-mannose et de 2-acetamido-2-desoxy-pD-glucose (en quantité équimolaire),
d’acide aspartique et de thréomine Le Pic I possede une masse moleculaire de ’ordre
de 500 et renferme du D-mannose, du 2-acétamido-2-desoxy-p-glucose et de 1’acide
aspartique (accompagné parfois de traces de thréonine), dans des proportions sensi-
blement equimolaires Sur la base de résultats anterieurement acquis' >, nous pouvons
emettre ’hypothése qu’il presente ’enchainement suivant Man—GNAc— Asn (Thr)
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Fraction Basique Il — Contrairement aux glycoprotides de la Phase Chlorofor-
mique, ceux de la Phase Aqueuse renferment une plus faible proportion de glucides
et leur masse moléculaire est en moyenne plus basse Dans le cas du sialoglycopeptide
a, en particulier, la « Fraction Basique II » contient prés de 40 % de protides totaux
La chromatographie sur papier dans le Solv 1 nous a permis d’isoler 'un de ses
constituants composé, en proportions équmolaires, d’acide aspartique, de thréonine
et de 2-acetamido-2-désoxy-D-glucose En nous fondant a nouveau sur des résultats
anterieurement acquis'®, nous pensons qu’il s’agit du glycopeptide GNAc—Asn
(Thr)

Sialosides

'
3
H
i

!
+ 1]
Fig 7 Electrophorese de la « Fraction Acide» (FA) de I’acetolysat du glycopeptide « de "ovomu-

coide sur papier Whatman n° 2 en tampon de Michi*2 de pH 3,9 7 v/cm pendant 4 h, révelation a
i oxalate d amiline®® T temoin de lactose (Lac)

Fraction Acide — L’electrophorése sur papier a pH 3,9 (Fig 7) montre que la
« Fraction Acide » de 'acetolysat du sialoglycopeptide « ne renferme que des traces
de composes neutres et que les glucides acides se resolvent en trois fractions ['une
(Rpgerose 1,70) correspond & ’acide N-acétylneuraminmique libére au cours de ’aceto-
Iyse, les deux autres (Rpgewse 1,92 et 1,40) correspondent a des sialosides que nous
n avons pas encore identifiés

La chromatographie sur charbon—Célite de la « Fraction Acide» a fourni un
disaccharnide elué par ’ethanol a 20 % et composé d’acide N-acetylneuraminique et
de D-galactose en proportions équimolaires et un melange de sialosides elués par
’ethanol & 25% (v/v) et composé d’acide N-acetylneuraminique, de D-mannose, de
pD-galactose et de 2-acetamido-2-désoxy-D-glucose dans les proportions relatives
2211
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DISCUSSION

La dégradation des glycoprotides par acétolyse réahisée dans le but &’ obtenir des
fragments oligosaccharidiques représente un avantage certain sur I’hydrolyse ménagee
par les acides dilués ou par les resines de polystyréne sulfoné En effet, contrairement
a ’hydrolyse, ’acétolyse libere des quantités trés faibles de monosaccharides et une
proportion élevée d’oligosaccharides, ne fait courir aucun risque de transglycosylation,
ne provoque pas de N-désacétylation des N-acétylhexosamines, ne rompt qu’une
partie des haisons stalosyl comme ’avaient demontré antérieurement Kuhn et Ekong!?
et Kuhn et Wiegandt®#, ne realise pas la N-acetylation de la fraction peptidique et
respecte en partie ou en totalité les haisons asparagine-2-acétamido-2-désoxy-p-
glucose Par contre, nous ignorons pour I'mstant son action sur les liaisons glyco-
sidiques

Nous avons tiré parti de ces propriétés pour mettre au point, avec des glyco-
peptides obtenus par hydrolyse pronasique de I’ovomucoide, un procedé de fraction-
nement de ’extrait chloroformique des acétolysats par chromatographie sur des
résines échangeuses de cations et d’antons Nous obtenons de cette maniére, dans le
cas particulier d’un sialoglycoprotide, trois fractions La premuere, non retenue par
les résines, contient des oligosaccharides neutres qui proviennent de la partie « cen-
trale » des groupements glycanniques La seconde, acide, déplacée de 1’échangeur
d’anions est constituée par des sialo-oligosaccharides qui appartiennent & la fraction
Ia plus « externe » des groupements glycanniques (cette fraction n’existe évidemment
pas dans les acétolysats d’asialoglycoprotides) La troisiéme, éluée de I'échangeur de
cations, renferme des glycoprotides dont la copule glucidique est de nature oligosac-
charnidique et correspond aux séquences glucidiques au voisinage du pomnt d’attache
de la chaine peptidique A ce dernier groupe de composés s’ajoute une deuxiéme
fraction basique Elle provient de la chromatographie sur échangeurs de cations des
peracétylglycoprotides hydrosolubles qui1 sont retenus par la résine et dont on réalise
a la fois 1’élution et la saponification par le passage d’une solution d’ammoniaque
diluee Ces glycoprotides sont constitues de trés courts chainons gluctdiques, mono-
ou disaccharidiques, conjugués a la chaine peptidique Ils représentent donc la partie
la plus « interne » de la fraction glycannique du glycoprotide natif
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