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ABSTRACT 

Acetolysls, followed by quantltatwe de-0-acetylatlon wth sodium methylate 

of the chloroform extract of the acetolyzates and chromatographlc fractlonatlon, 
was apphed to the slaloglycopeptlde cc and aslaloglycopeptlde p obtamed by pronase 
hydrolysis of ovomucold The acetolysls ylelded small amounts of monosaccharldes 

and a large proportlon of ohgosaccharldes wthout transglycosylatlon It does not 
spht off the acetamldo groups and, on the other hand, the slalosyl and the 2-acetam- 
Ido-~V-(L-aspart-4-oyl)-2-deouy-~-D-glucopyranosylamIne bonds are protected to a 
high degree After de-O-acetylatlon, three fractions are obtamed from the chloroform 
phase m the case of a slaloglycoprotlde and two in the case of an aslaloglyco- 
protlde by chromatography on Ion-exchange resins The first fraction, not retained, 
contains neutral ohgosaccharldes from the median portion of the carbohydrate 

moletles The second fraction, present only m the acetolyzates of the slaloglycopeptldes 
and released from the anion-exchange resin, contains sialo-ohgosacchandes from 
the outer part of the carbohydrate moletIes The last fraction, eluted from the catlon- 
exchange resin, contains the glycopeptldes and represents the carbohydrate compo- 
nents near the site of attachment to the peptlde chain 

L’acetolyse suwle d’une sapomficatlon quantltatwe par le methylate de sodium 
des products extralts des acitolysats par le chloroforme et le fractlonnement chroma- 

tographlque de ces dermers ont CtC appliques au slaloglycopeptlde u et 5 l’aslalo- 

glycopeptlde p obtenus par hydrolyse pronaslque de l’ovomucoide Contralrement ii 
l’hydrolyse mCnagCe par les acldes ou par les resmes de polystyrene sulfone, l’ac6tolyse 
lib&-e des quantks trk falbles de monosaccharides et une proportion elevCe d’ohgo- 
saccharides sans provoquer de transglycosylatlon Elle respecte les groupements 
acetamldo des N-acCtylhexosarnmes et une partle importante des liaisons s~alosyl et 

*Dedle au Professeur Jean-fmlle Courto~s a 1 occasion de son 65kme anmversaxe Ces resultats ont 
ete rassembles dans le memoIre de these de 3kme cycle de B Bayard et ont fait I’obJet d’une courte 
note prehmmalre’ 
**Attache de Recherche du C N R S 

Carbohyd Res , 24 (1972) 427-443 



428 B BAYARD, J MONl-RJSUIL 

2-acCtamldo-N-(L-aspart-Poyl)-2-disoxy-~-D-glucopyranosylamlne En outre, elle ne 

provoque pas de N-acetylatlon de la fraction protldlque Le fractlonnement sur 

khangeurs de cations et d’amons de la phase chloroformlque prealabiement sapomfiCe 
donne trols fractions La premltre n’est pas retenue par Ies rCsmes et contlent Ies 
ohgosacchandes neutres qul prowennent de la partie <<centrale>> des groupements 

glycanmques La seconde, presente seulement dans les a&tolysats de slaloglycopep- 

tides, est dCplacee de I’echangeur d’amons et contlent des slalo-ohgosacchandes qm 

appartlennent Q la partle la plus externe des groupements glycanmques La trols&me, 
CluCe de I’Cchangeur de cations, renferme des glycoprotldes et correspond aux sequen- 
ces glucldlques au vownage du pomt d’attache avec la chaine peptldlque 

INTRODUCTION 

L’hydrolyse aclde partleIle des glycoprotldes a &C utllke par de nombreux 
auteurs (volr Montreull et al ’ et Neuberger et Marshal13) Elle prksente nkanmoms 
les mconvements majeurs smvant: hberatlon d’une quantlte elevCe de monosac- 
charldes au detriment du rendemenr en ohgosacchandes, IlbCratlon quantItatwe des 
acldes slahques qm prwe les hydrolysats des slalo-ohgosacchandes et risque de 

transglycosylatlon et de formatlon artlficielle d’ohgosacchandes Parml les mCthodes 
susceptlbles d’ihmmer ces mconv&uents, 1 acetolyse4 a retenu notre attention car elle 
a Cte largement utlhsie avec succes dans I’etude de polysaccharldes d’ongme ammale 
ou vCgetale5 6 Au contran-e, elle a ete tres peu employie dans Ie domame des glyco- 
protldes, I-etude des acetolysats etant hmltee ii I’lsolement d’un ou deux dl- ou 
trlsaccharldes Q partrr de substances speclfiques de groupes sangums’-lo et du 

glycopeptlde du colostrlrm de vache’ ’ 

Dans !e present mCmolre, nous decrlvons un procCdC orlgmal de fractlonnement 
des acetolysats de glycoprotldes qm fourmt, dans Ie cas de slaloglycoprotldes, trols 
_aoupes de composCs des slalo-ohgosacchandes, des ohgosaccharldes neutres et des 
glycoprotldes qm prowennent, respectlvement, des partles G externes >), CC centrales H 
et G mternes )) des groupements glycanmques En outre, nous avons real& une etude 

poussCe des ohgosacchandes neutres dont les rksultats sont rassembles dans le 
riGmoIre smvant *’ 

PARTIE EYPERIhlENTALE 

Glycoprotxies glmdes et &?I IL 6s - Les slaloglycopeptldes c1 et fi ont et6 lsok 

a partlr des hydrolysats pronaslques d’ovomucolde’ 3 selon le mode opkatolre 
decrlt prtcedemment ’ 5 ’ ’ La composltlon en g&Ides du slaloglycopeptlde a est la 
suwante monosaccharldes neutres (D-mannose/D-galactose 2,6) 37,3 %, 2-acetamldo- 
2-dkoxy-D-glucose 39,4 %, aclde N-acetylneurammlque 7,s % , celle de I’asraloglyco- 

peptlde D est monosaccharldes neutres (D-mannose/D-galactose 5) 3 I,1 %, Z-aceta- 
mldo-Zdksoxy-D-glucose 64,6 % Le lactose, le celloblose, Ie maltose, le mellblose, 

Ie D-galactose, le 2-ammo-2-dkoxy-D-glucose et le 2-acetamldo-2-dksoxy-D-glucose 
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Ctalent des priparatlons commerclales (NutrItIonal Blochem Corp , Cleveland, Ohio) 
Le chltoblose a CtC ~solt par chromatographle preparative sur papler d’un acetolysat 
de chltme * 6 Le 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-D-galactose et le 2-acetamldo-1,3,4,6-tCtra- 
O-ac&yI-2-dkoxy-D-glucose ont et& obtenus par acktylatlon des monosaccharldes 
correspondants 

Dosages colorrtm?trrques des glmtfes ’ ’ - Les monosaccharldes neutres ont CtC 
doses par la mkthode 2 I’orcmol sulfurlque’g modlfiCe2’, les hexosammes par le 

procede de Belcher et al 2 I, apres une hydrolyse chlorhydnque (aclde chlorhydr:que 
4u exempt de fer B 100” pendant 4 h, en tubes scelles sous vrde), les N-acetylhexosa- 
mmes par la techmque de Relwg et al 22 modlfiCe par Levvy et McAllan23 et les 
acldes slahques par la mCthode de Werner et Odm’” et par le pro&d& de Warren2’ 

Nous avons en outre, CtC amen& B mettre au pomt un procede de caracterlsatlon 
et de dosage, en presence de 2-acetamldo-2-disoxy-D-glucose hbre, des chromogknes 
form& en mlheu aIcahn & partlr de 2-acetamldo-2-dkoxy-D-glucose Dans un premier 
temps, nous dosons, par Ia methode de Levvy et McAllanZ3, I’ensembIe des N- 

acetylhexosammes et des chromog&nes Nous effectuons ensulte une seconde serve 
de dktermmatlon en I’absence du borate de potassium qul etalt destine Q transformer 
Ie 2-ac&amldo-%deso\y-D-glucose en chromoggnes dans ces condltlons, nous dosons 

umquement les chromogenes preexlstants et nous calculons, par difference, Ia quantlte 

de TV-ac6tylhexosammes 
Chromatographze r/es nrotrosacciiarrdes et de Ieurs d?t Ices 0-acetyles - Les 

monosaccharldes neutres et le 2-acCtamIdo-2-desoxy-D-glucose et leurs derives 
O-acetylk ont Cte separes par chromatographle sur papler Whatman no I ou no 3 et 

sur papler Schlelcher et Schull2040 b, dans les systcmes de solvants swank Solv 1 
alcool butyllque-aclde acetique-eau (4 1 5, v/v), Solv 2 acetate d’ethple-pyrldme- 
eau (2 1 2, v/v), SoIv 3 2-butanol sature d’eau Les derives acetyles des monosac- 
charldes ont etC analyses par chromatographle sur couche rnmce de gel de slhce G 
dans Ie SoIv j. benzitne-methanol (9 1, v/v) 11s ont et6 reveles sur papler par Ie 
reactlf 2 I’oxalate d’anlhne’6 et sur slhce par Ie reactlf B I’hydrouamate ferrlque de 
Tate et Bishop” Les N-acetyIhe\osammes ont ete muses en evrdence, d’une mamere 
spkclfique, par Ia reactlon d’Ehrhch N lndn-ecte >j2’ et les chromogenes par la reactlon 
d’Ehrhch (( dlrecte P’* 

Les monosaccharldes neutres ont Cte doses par chromatographle sur papler29 

apri?s avow Cte purifies par un passage successif sur des resmes Cchangeuses de catlons 
(Dowex 50 X-S, 25-50 G mesh>>, H’), puls d’amons (Duohte A-102 D, 25-50 
<< mesh B, HCO,) 

Analpes Plectrophorrtrques - L’electrophorese sur papler a ete apphquee a 
I’etude des N-acetylhexosammes dans Ies condltlons expkmentales sulvantes cuves 
(( en tolt B, papler Whatman no 3, solution tampon B 1 % (p/v) de borate de sodium 

(pH 9,2)30, 7 v/cm pendant 4 h, revelation des Clectrophoregrammes, prCaIablement 

sCches ?t I’etuve ti 100’ pendant 15 mm, par pulverlsatlon du reactlf au p-dullethyl- 
ammobenzaldehyde ’ * Le fractlonnement des slalo-ohgosacchandes a Cte reahse dans 

les m&nes condltlons mals dans un tampon acetate (pH 3,9)3’ 

Carbohyd Res , 24 (1972) 427-443 
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Dosages des aades ammb - Les acldes ammes ont dtC 1dentlfiCs et do&S B 

l’Auto-analyseur Techmcon apriis des temps d’hydrolyse (aclde chlorhydnque 5,6ht, 
lOSo) de 24, 48 et 72 h 

Hydrolyse acrde m&agt?e des gIycopeptzdes’ - Les hydrolysats obtenus par 
traltement de 100 mg de glycopeptldes en solution dans 10 ml d’eau, en presence de 
10 g de Dowex 50 X-8 (25-50 G mesh )j, Hf) 2 loo”, pendant des temps variant de 
5 mm ii 4 h, ont CtC CvaporQ B slcclt& sous presslon redulte et anaIyses par chromato- 
graphle sur papler Whatman no 3 (Solv 1) En outre, 11s ont Cte soumls 2 un fractlon- 
nement sur colonne de charbon-Cehte3 3 

A&o&se des glycopeptrdes - Nous avons apphquC le protocole exp&imental 

d&-it par Kuhn et Ekong’ ’ que nous avons modlfie en reahsant la pr&pltatlon 
quantitative des glucldes pera&ylCs contenus dans la phase d’extractlon chlorofor- 
mlque par 1’Cther de petrole Les glycopeptldes rlgoureusement anhydres sont aloutes 
par petltes fractions, dans la proportlon de 1 g pour 25 ml, B un melange mamtenu ii 
4” d’aclde acCtlque glacial, d’anhydrrde acCtlque et d’aclde sulfurlque cone (10 10 1, 
v/v) La solution obtenue est mamtenue B 20” pendant 1 B 4 Jours sous agitation 
constante Dans quelques exp&ences, nous avons en outre mtrodult du D-mannose- 
l-‘4C (20 LICK par ml de solution acktolysante) afin de venfier, par autoradlographle 
des chromatogrammes, I’absence de reactlon de transglycosylatlon 

Les soIutlons d’adtoIyse sont versees goutte a goutte sur 75 g de glace piICe 
Apres dCcongelatlon, le pH du melange est amene B 4.5 par l’addltlon d hydrogeno- 
carbonate de sodmm La gelee transparente vlsqueuse qul renferme les glucldes 
acCtyles est extralte 8 fols par 200 ml de chloroforme pur Les extralts chloroformlques 
sont rassemblds, laves par 150 ml d’une solution aqueuse d’hydrogenocarbonate de 
sodmm Q 1% et sCches sur chlorure de calcium anh La solution obtenue est concentree 
sous presslon rCdulte 2 environ 20 ml L’addltlon de 2 1 d’Cther de petrole provoque 
la prtclpltatlon quantitative des glucldes peracetyles que l’on recuellle par centnfuga- 
tlon aprits un repos de 18 h i% 4” On obtlent amsl Ia <( Phase Chloroformlque )> 
(prCclplt6) dont les constltuants sont nnn~Cdlatement sapon&% Quant & la << Phase 

Aqueuse)), elle est dlrectement soumlse B la chromatographle sur echangeurs de 
cations 

0-DbacPtylatron des composes pet a&t) Es de la Phase Chloroformque - Nous 
avons Jug& necessaire d’effectuer une etude critique systematlque des methodes 
classiques de 0-disacetylatlon car celles-cl avalent Cte apphquees essentlellement & des 

dew& adtyles de monosaccharides neutres ou B des products d’adtolyse de polysac- 
charldes depourvus de N-acetylhexosammes Or celles-cl sont senslbles ii l’actlon des 
agents alcahns quand elles se trouvent en posltlon termmale reductrlce et quand, en 
outre, leur groupement hydroxyle en C-4 est hbre Dans ces condltlons, elles donnent, 
en effet, nalssance B des cnromog&nes qul derneurent fixes au reste de la chaine 

ghwdlque ou qul s’en detachent selon que la N-acetylhexosamme est conJuguCe en 
C-6 ou en C-3 Nos essals ont Cte effectues sur le D-galaCtOSe pentaadtate et sur le 
2-amino-ZdCsoxy-D-glucose pentaacktate La composition en glucldes des solutions 

obtenues a etC dCtermmee par l’apphcatlon des mCthodes colonmCtnques, chromato- 

Curbohyd Res , 24 (1972) 427-443 
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graphlques et Clectrophorttlques d&rites dans les paragraphes prkedents et les 
chromogknes ont CtC recherchb par chromatographle sur papler dans Ie Solv 3 et 
r&&s par Ie p-dlm&hylammobenzaldehyde3 ’ 

Saponzfcatlon par I’hydroxyde de sodmn 34 A 200 ml d’hydroxyde de sodium 
O,~M, on ajoute 50 ml d’une solution acetomque renfermant 100 mg de composC 
acCtylC La solution est mamtenue constamment ii 4” et des preliivements de 20 ml sont 
effectuk B des temps variant de 5 a 75 mm L’exck d’hydroxyde de sodium est do& 
5 I’alde d’une solution d’acide chlorhydrlque O,IM Chaque fraction amsl neutrahsee 
est purifiee par un passage successIf sur une colonne (2 x 40 cm) de Dowex 50 (X-8, 
25-50 G mesh S, H’) PUIS de Duohte A-40 (HCO,) Les effluents neutres auxquels on 
Jomt les eaux de Iavage des rCsmes sont concent& ti 10 ml 

Saponrficatron par Ie mt;thanol amvoniacaS ’ Les composCs peracetyk sont 
dlssous & ralson de 10 mg dans 1 ml de methanol saturk d’ammomac La solution 
est mamtenue 2 4” pendant 6 h, sous agitation magnetlque Le solvant est ensuite ra- 
pldement t$hmrnG par Cvaporatlon sous vlde B 20” et Ie rCsldu set est repros avec une 
quantk dcZtermmCe d’eau dlstIllCe 

Sapomjicatlon par la trmPthyIannne3 6 Les D-gaIactose et 2-ammo-2-dkoxy- 
D-glucose pentaacttates (100 mg de chacun) sont dlssous dans le melange mkthanol- 
eau (8 1, v/v) auquel on aJoute une solution de trlmethylamme B 45 % (3 vol ) La 
solutron est maintenue a 4” pendant 18 h et concentree ensulte sous presslon redurte 

Sapomficatlon par Ie niPthylate de sodmn3 7 Les composes acetylis (50 mg de 
chacun) sont dlssous dans 100 ml de sol&on mkthanohque de concentration finale 
en methylare de sodrum 0,5-0,l et 0,01x1 Les solutions sont mamtenues 2 4” pendant 
des temps variant de 10 SL 60 mm EIIes sont ensulte dEbarrassees des Ions sodntm par 
passage sur une colonne (1 x 10 cm) de Dowex 50 (X-S, 25-50 (( mesh >), H+) La 
solution effluente est ensulte concentrCe sous presslon redulte B 5 ml 

Fractronnenzent cht omatographqwe des prodrats de I’ace’tol~w - Les sol utlons 
aqueuses des constrtuants de la << Phase Chloroformlque >> prealablernent saponifies 
ont CtC soumls a la chromatographle sur Dowex 50 (X-2. 50-200 G mesh )). H’) et de 
Dowex 1 (X-4, 200-400 (< mesh )>, HCO;) On obtlent deux fractions dans le cas 

d’aslaloglycopeprIdes la t( Fraction Neutre P cp resuhe du passage sur Jes deux 
types d’kchangeurs d’rons et la G Fraction Baslque I>> dCpIacee de I’echangeur de 
cations par une sol&on d’ammomaque B 5 % (v/v) Dans le cas de slaloglycopeprldes, 
on obtlent une tro&me fraction, la G Fraction Aclde lb, par le traltement de I’echan- 
geur d’amons a, ec une solution d aclde formlque a 2 % (>/>) 

La << Phase Aqueuse )) est passee, sans sapomficatlon prCalabie, sur une colonne 
(2 x 25 cm pour des ahquotes correspondant Q 100 mg de giycopeptlde) de Dowe\ 50 

(X-2, 100-200 <(mesh )), H’) qul fixe les peracetyl-glycoprotldes hydrosolubles Apres 
un Iavage soigneux de la r&me avec de l’eau dlstlllCe, ceuy-cl sont deplacis par une 
solutron d’ammomaque St 5 % (v/v) qul rkahse, zi Ia fols, Ie diplacement des composes 
et Ieur sapomficatlon Cette fraction constltue la+<< Fraction Baslque II )> de la << Phase 
Aqueuse )> 

Nous avons fractlonne Ies ohgosaccharldes sur des colonnes de charbon-Cellte33 

Carbolzyd izes ,24 (1972) 427-443 
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(mklange B polds Cgaux de charbon Actwlt X-100 et de Cehte 535 prealablement laves, 
le premier, avec de I’aade chlorhydrlque cone pws avec de I’eau dlstlllCe et, la 
seconde, avec de I’eau dlstlllee) La tallle des colonnes Ctalt determike sur la base de 
0,s x 10 cm pour 10 mg de glucldes totaux 

Le fractlonnement de quelques composes de falble masse mokulalre a CtC 
reahse par chromatographle sur Stphadex G-15 dans les condltlons suwantes (pour 
10 mg de substance) coIonnes de 2 x 86 cm, tlutlon par I’eau, debit $6 ml/h, 
volume des fractions 2,8 ml 
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Fig I Sapomficatlon du D-galactose pentaacetate par l’hydroxyde de sodium O,OSM a 24” et a 4- 

RfSULT4TS 

Cl101x d 1.11 proceiik de O-desacEtJ latron - Les resultats que nous a fournis 
I’etude critique des dlfferents procedes de O-desacetylatlon en mlheu alcahn, apphquk 

aux d&w& peradtyles du D-galactose et du 2-acCtamldo-2-dCsoxy-D-glucose cholsls 
comme modeles, peuvent se rkumer de la man&e suwante 

On observe que, dans le cas de l’hydroxyde de sodnun 0,08hr h 24O et ii 4” sur le 
peradtyl-D-galactose (Fig I), la saponification est totale en 60 mm mals que I’actlon 
B 24” est ti proscrlre car on ne peut ewter la destructlon d’une proportion importante 

de D-galactose (35% apres 60 mm) Au contraire, 5 4”, le D-galactose hbCrC est 
retrouve quantltatlvement (Tableau I) dans le mlheu reactlonnel, mEme au-de18 du 
temps necessaire pour rCaliser une sapomfication totale Nous avons CtudlC par 
chromatographle et CIectrophorese sur papler le comportement du 2-adtamldo-2- 
d&oxy-D-glucose pentaacetate en prkence d’hydroxyde de sodium O,OSM & 4” pendant 
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Gal 

Fig 3 Chromatographle des composes formes au cows de I’actlon du methanol ammomacal SW le 
o-galactose pentaacetate SLIT papler Schlelcher et Schull n”20-lOb pyndme-acetate d ethlle-eau 
(1 2 2, k/v) pendant 18 h, re\elatlon par Ie reactlf a I’oxalate d’amhnez6, T temoms de D-galactose 
(Gal), D-glUCOSe (Glc), D-mannose (Man) et 2-acetamldo-2-desouq-D-glucose (GIcNAc) S soiutlon de 
sapomlicatlon, A, B E- et B- (ou plrano- et furdno-) o-galactosjlammes (cf Cerezo et Deulofeu3g) de 
RG., I,83 et 2,00 respects ement 

reahse la sapomficatlon quantltatwe de ce compose sans provoquer la formatlon de 
chromogenes 

FractroruleJ?l,ref?t mr echatlgeurs d’rons des ac&tofysats de g/J copeptrries - Nous 

avons apphque a I’asIaloglycopeptlde j? de I’ovomucolde les procedes d acetolyse 
(durie de la reactlon 1 Jours) et d’extractlon des composes peracetyles que nous 
avons decrlts dans Ies paragraphes precedents La composmon centCslmale et molalre 

en glucldes et en ammo-acldes de chacune des fractions est preclsee dans le Tableau TI 

La CC Fraction Neutre D sapomfiie est la plus Importante pursqu’elle represente 75 % 
du glycopeptlde natlf Elle ne renferme pas d’acldes ammes et est done exluslvement 

de nature glucldlque La (( Fraction Baslque I )> sapomfiee (-I,5 % enwron du giyco- 
peptlde natlf) contlent des acldes ammes conjugues aclde aspartlque et threonme 
Le comportement chromatographlque de cette fraction baslque retenue par l’echan- 
geur de catlons prouve que les fonctlons amm@es des acldes ammes n’ont pas et6 
acetylees au cows de I acCtoiyse La <C Fraction Baslque II D (12,4% environ du 

,olycopeptlde natlf) est constltuCe_ elie aussl, par des glycopeptldes renfermant une 

proportlon relatlvement plus falble de glwdes Elle renferme des composes perace- 

Cnrbohjd Res , 24 (1972) 427-443 
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1 
100 - 0.01 M 

01 M 

0,5 M 

0 15 30 45 60 mm 

-z 30- 
a- 

B 

In 
c” raJ 0,5 M 

0” ,E 01 M 

2 
v 

0,Ol M 

0 I3 30 45 60 ml” 

Fig 4 Actlon du methylate de sodium O,Ol, 0,l et O&r SW le 2-acetamldo-1,3,4,6-tetra-0-acetyl-2- 
d&oxy-n-glucose A formatton du 2-acetamldo-2-desoxy-D-glucose B formatlon des chromo&nes 
En abscesses durCe de la r6actlon en mm En ordonnees pourcentage (par rapport au 2-acCtamldo- 
2-desoxy-D-glucose) de chromogenes presents dans le mlheu reactlonnel prkdablement punfie sur 
echangeur de catlons 

tyl& rendus hydrosolubles en mlheu aclde par l’nnportance de la copule peptldlque 
hydrophlle en regard de la copule gIucldlque perac&yICe hydrophobe 

L’apphcatlon au slaloglycopeptlde z des msmes procedes d’adtolyse et de 
fractlonnement fourmt, outre les 3 fractions precedentes, une G Fraction Aclde D 
Les prmclpales caractCrlstlques des quatre fractions obtenues sont dCcrltes dans le 
Tableau III Les <C Fractions Baslques I et II D prtsentent beaucoup d’analogles avec 

les fractions homologues obtenues Q partlr de l’aslaloglycopeptlde fi en effet, les 

rendements sont tres volsms et, comme dans le cas pr&Sdent, 11 s’aglt de deux fractions 
de nature glycopeptldlque Enfin, leur composltlon en glucldes sont semblables La 
seule difference apparente Porte sur la presence de D-galactose dans la CC Fraction 
Baslque I >P fourme par I’aslaloglycopeptlde p alors que ce gluclde est absent dans la 

fraction homologue fourme par le slaloglycopeptlde a La CC Fraction Neutre )> ne 
reprkente plus que 50 % environ du slaloglycopeptlde x au heu de 75 % dans Ie cas 
de I aslaIogIycopeptlde p L’appauvrlssement en ohgosaccharldes neutres de cette 
fraction s’est fait au profit de la <C Fraction Aclde 1) des sialo-ohgosaccharldes Le 
caractke neutre de cette fraction s’exphque par l’absence d’aclde slahque et d’acldes 

ammCs A cet Cgard, elle est done urnquement de nature glucldlque La G Fraction 
AcIde H est la seule 2 contemr de I’aclde sxahque Comme elle est dCpourvue d’acldes 

CarbahJd Res , 24 (1972) 427443 
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amirks, nous pouvons conclure qu’elle est composke de slalosldes de mono- et 

d’ohgosaccharides 

Jaws Mwwtes 

I 2 4 IO 20 304060120 

--- --_----- 
Gal on-EJ 
b&n ’ F_-~ 0 0 

GIcNac 

.- 

A 6 

Fig 5 Chromatographle des glurldes neutces presents dans I’acLtolysat (A) et dans l’hldrolysat 
partlel (B) par Ie Do\\ex 50 du glycopepttde s de 1 o\omucoide, sur papler \\ hatman no 3, qsteme- 
solvant pyrtdme-acetate d’ethJle-eau (I 2 2 x/v) pendant IS h re\elatIon par le reacttf a 
l’oualate d’anthne’6 Ohgo zone des ohgosacchartdes, Gal u-galacto5c Man o-mannose, 
GIcNac 2-acetamldo-2-deso~~-~-glucose 

Ft actrotz Neutre - La chromatographle sur papler de la (( Fraction Neutre>> 
des acetoiysats du glycopeptlde /3 (Fig 5) montre que ces dermers renferment une 
proportion tres falble de monosaccharides (D-galactose, o-mannose 2-acetamldo-2- 
desoxy-D-glucose) et une quantltk Importante d’ohgosaccharldes Le nombre et la 
quantitedes ohgosaccharides sont maximaul au bout de4~ours d’acetolyse Nous avons 

done retenu, dans In swte de nos eupenences, cette duke de I’acetolyse Dans le cas 

de l’acetolyse effectuee en presence de D-mannose-l ’ 'C, l’autoradlographle des 
chromatogrammes prkcedents revele la prksence d’une seule tache a 1 emplacement 
du D-mannose Ce resultat demontre que I’acetolyse ne provoque pas de transglycosy- 
latlon Dans le cas de I’asIaloglycopeptlde /?. la chromatographle sur charbon-Cehte 
(Tableau IV) confirme la dCmonstratlon par chromatographle sur papler que I’ace- 
tolyse hbere relatlbement peu de monosaccharldes 

Ft actloll Baqwe I - La chromatographle et I’electrophorese sur papler n’ont 
pas permls de separer d une mamere satlsfalsante les constltuants de cette fraction en 
rdlson de leur masse moleculalre relatwement eievee, dans le cas de la chromato- 
graphle, et de I‘ldentlte des charges, dans le cas de I’electrophorese Au contralre, la 
chromatographle sur gel de Sephadev G-l 5 nous a donne 2 p~cs prmclpau\, tous deux 

Carbohyd Res 14 (1972) 427A43 
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TABLEAU IV 

COMPOSITION DES FRACTIONS OBTENLJES PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE DE CHARBON-CELITE 

DE LA (c FRACTION NEW= )) DE LA PHASE CHLoRoFoRh~IQuE D’LJN AC~~LYSAT DE 
L’ASIALOGLYCOPEPTIDE fi DE t’OVO\lUCOiDE 

Caractikstlqaes Fractions 

Aqaease Ethanohque (1,.5%)” kthanohque (50 %)(I 

Rendements (%)* 930 
Monosaccharldes neutres (%) 96,s 

D-Galactose (%) 53,6 
D-Mannose (%) 42,9 
2-Acetamldo-2-desoxy-n-glucose (%) 0 

Rapport D-mannose a D-galactose 0,s” 

11,3 79,7 

33,s 

471 
29,7 

c 65,s 

7,l” 

“V/v bEn % (p/p) de la <<Fraction Neutre >> soumlse a la chromatographle Tette fraction renferme 

umquement du 2-acetamrdo-2-desoxy-D-glucose “A trtre de comparatson, les vaieurs du mtme 
rapport pour Ie glycopepttde a nattf et pour la (< Fractton Neutre s totale sont, respectrvement, 5 et 58 

A 

A 

BD 

06 - 

0,4 

0,2 

:L 
0 

ROf 

. r . 

;i 

\ , PICII 
. . 

: ‘\ 

1’ 
^\ 

. 
\ 
\ l 

: 
\ 
\ 

[.\ 

l : 

\ n 

\ I \ 
\ 

, : 
\_i \ 

\ 
, .__ ; x 

--- , \, , \ 

25 30 35 40 Fractions 

Frg 6 Chromatographre sur colonne (2 x 86 cm) de Sephadex G-15 de 10 mg de la << Fractron 
Bastque )> de 1 acetolysat du glycopeptrde a de I’ovomucoide 2,s ml, reactron d I orcmot (-) et a la 
nmhydrme ( ) Les tracts plems vertrcaux correspondent au volume d exclusron du Bleu Dextran 
(BD) du &nose (Raf) et du D-glucose (Glc) 

de nature glycoprotldlque (Fig 6) Le PIG I est heterogkne en electrophorese 11 
~enferme des glycoprotldes dont la masse molkulalre maximale, dCtermmCe sur la 
base du volume d’excluslon du Bleu Dextran, est de l’ordre de 820 et qul sont com- 
poses de D-mannose et de 2-acetamldo-Zdesoxy-D- glucose (en quantltk Cquimolaire), 
d’aclde aspartlque et de thrkomne Le PIG II possede une masse moleculalre de l’ordre 
de 500 et renferme du D-mannose, du 2-acCtamldo-2-desoxy-D-glucose et de l’aclde 
aspartlque (accompagnC parfols de traces de thrkonme), dans des proportlons sensl- 
blement equlmolalres Sur la base de rksultats anterleurement acquls’ 5, nous pouvons 
emettre l’hypothkse qu’ll presente l’enchainement sutvant Man-+GNAc+Asn (Thr) 

Carboh>d Res , 24 (1972) 427-443 
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Fractzon Busrqrre II - Contralrement aux glycoprotldes de la Phase Chlorofor- 
mlque, ceux de la Phase Aqueuse renferment une plus falble proportlon de glucldes 
et leur masse mokulau-e est en moyenne plus basse Dans le cas du slaloglycopeptlde 
SI, en partlcuher, la (( Fraction Baslque II )) contlent pr6s de 40% de protldes totaux 
La chromatographle sur papler dans le Solv 1 nous a permls d’lsoler I’un de ses 
constltuants composk, en proportions Cqulmolalres, d’aclde aspartlque, de thrkomne 
et de 2-acetamido-2-dboxy-D-glucose En nous fondant a nouveau sur des rCsu!tats 
anterleurement acquis ’ 5, nous pensons qu’ll s’aglt du glycopeptlde GNAcAAsn 

(Thr) 

+’ 

Fig 7 l?Iectrophorese de la <(: Fraction Aclde>x (FA) de I’acetolysat du glycopeptlde CL de l’ovomu- 
coide sur papler Whatman no 2 en tampon de Mlchl 3’ de pH 3,9 7 v/cm pendant 4 11, rCvelatIon J. 
i ovalate d anllme’6 T temom de lactose (Lac) 

Fractron Acrde - L’electrophorke sur papler B pH 3,9 (Fig 7) montre que la 
t< Fraction Aclde )) de l’acetolysat du slaloglycopeptlde cx ne renferme que des traces 
de composes neutres et que les glucldes acldes se resolve& en trols fractions l’une 

(RLlWZ 1,70) correspond Q l’aclde N-ac~tylneuramm~que hbCre au cows de l’aceto- 

lyse, les deux autres (RLocruze 1,52 et 1,40) correspondent a des slalosldes que nous 

n avons pas encore ldentlfiis 
La chromatographle sur charbon_Cthte de Ia << Fraction Aclde )> a fourm un 

dlsaccharlde eluC par l’ethanol B 20% et composC d’aclde N-acetylneurammlque et 
de D-galactose en proportlons kqwmolalres et un melange de slalosldes eluCs par 

i’ethanol B 25 % (v/v) et composC d’aade N-acetylneuramnuque, de D-mannose, de 

D-galactose et de 2-acetamrdo-2-disoxy-D-glucose dans Ies proportions relatives 

2211 

Curboh> d Res , 24 (1972) 427443 
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DISCUSSION 

La digradatlon des glycoprotldes par acCtolyse r&ah&e dans le but d’obtenrr des 
fragments ohgosacchandlques represente un avantage certain sur I’hydrolyse mCnagee 
par Ies acldes dlIuQ ou par Ies resmes de polystyr&ne sulfonC En effet, contralrement 
B I’hydrolyse, I’adtolyse hbere des quantltCs trb falbles de monosaccharldes et une 
proportion Clevee d’ohgosaccharldes, ne fait courlr aucun risque de transglycosyiatlon, 
ne provoque pas de N-dCsacCtyIatlon des N-acttylhexosammes, ne rompt qu’une 

partle des halsons slalosyl comme l’avalent demontrC antirleurement Kuhn et Ekong” 
et Kuhn et Wlegandt38, ne reahse pas Ia N-acetylatlon de la fraction peptldlque et 

respecte en partle ou en totahtC les halsons asparagme-2-acCtamldo-2-dCsoxy-D- 
glucose Par contre, nous rgnorons pour I’mstant son actlon sur Ies halsons glyco- 
sxdlques 

Nous avons tu-6 part1 de ces propr&Cs pour mettre au point, avec des glyco- 
peptldes obtenus par hydrolyse pronaslque de I’ovomucolde, un procedC de fractlon- 

nement de I’extralt chloroformlque des acgtolysats par chromatographle sur des 
rtsmes tchangeuses de catlons et d’aruons Nous obtenons de cette man&e, dans le 
cas partlcuher d’un slaloglycoprotlde, trols fractions La premiere, non retenue par 
les rCsmes, contlent des ohgosaccharldes neutres qw prowennent de la partle (< cen- 
trale>> des groupements gIycanmques La seconde, aclde, d&placCe de I’gchangeur 
d’amons est constltuCe par des slalo-ohgosacchandes qul appartlennent B la fraction 
la pIus <( externe )) des groupements glycanmques (cette fraction n’exlste kwdemment 
pas dans Ies ac&oIysats d’aslaloglycoprotldes) La trow&me, CluCe de I’Cchangeur de 
catlons, renferme des glycoprotldes dont Ia copule ghwdlque est de nature ohgosac- 
chandlque et correspond aux sequences glucldlques au volsmage du pomt d’attache 
de la chaine peptldlque A ce dermer groupe de composCs s’ajoute une deuxl&me 

fraction baslque EIIe provlent de la chromatographle sur Cchangeurs de catlons des 
peracCtylgIycoprotldes hydrosolubles qul sont retenus par la r&me et dont on rCahse 
5 la fols I’Clutlon et la sapomf?catIon par le passage d’une solution d’ammomaque 

dlluee Ces glycoprotldes sont constltues de trts courts chainons glucldlques, mono- 

ou dlsacchandlques, conJuguCs & Ia chaine peptldlque 11s reprbentent done Ia partle 
Ia plus << mterne )) de la fraction glycanmque du glycoprotlde natlf 
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