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ABSTRACT

Thirteen oligosaccharides were isolated from the neutral fraction of the aceto-
lysis product of asialoglycopeptide f, which had been obtained by pronase hydrolysis
of avian ovomucoid The structures of the ohgosaccharides are as follows O-2-acetam-
1do-2-deoxy-fB-D-glucopyranosyl-(1 —-4)-bD-mannopyranose, O-fS-D-galactopyranosyl-
(1—=4)-2-acetamido-2-deoxy-D-glucopyranose, O-2-acetanudo-2-deoxy-f-p-glucopyr-
anosyl-(1 »2)-p-mannopyranose, O-x-D-mannopyranosyl-(1—3)-p-mannopyranose,
O-2-acetamido-2-deoxy-f-D-glucopyranosyl-(1 — 3)- O-[2-acetamido-2-deoxy-f-D-glu-
copyranosyl-(1—2)]-p-mannopyranose, O-2-acetamido-2-deoxy-f-D-glucopyranosyl-
(1 >4)-0-[2-acetamido-2-deoxy-fS-D-glucopyranosyl-(1 —2)}-p-mannopyranose, O-2-
acetamido-2-deoxy-f-D-glucopyranosyl-(1 —=4)- O-z-D-mannopyranosyl-(1 —3)-b-man-
nopyranose, O-2-acetamido-2-deoxy-f-D-glucopyranosyl-(1—2)-0-x-D-mannopyran-
osyl-(1—-3)-pD-mannopyranose, O-w-D-mannopyranosyl-(1—3)-0-[2-acetamido-2-de-
oxy-f-D-glucopyranosyl-(1 »4)}-D-mannopyranose, O-2-acetamido-2-deoxy-f-D-glu-
copyranosyl-(1 —2)- O-a-pD-mannopyranosyl- O-[2-acetamido-2-deoxy-f-D-glucopyran-
osyl-(1—4)]-D-mannopyranose, O-2-acetamido-2-deoxy-f-D-glucopyranosyl-{1 —4)-
O-[2-acetamido-2-deoxy- fi-D-glucopyranosyl- (1 —2)}- O-x-D-mannopyranosyl-(1—3)-
D-mannopyranose, O-2-acetamido-2-deoxy-~f-D-glucopyranosyl-(1 —4)- O-z-D-man-
nopyranosyl-(1 —»3)-0-{2-acetamido-2-deoxy-f-D-glucopyranosyl-(1—4)}-0D-manno-
pyranose, 0O-2-acetamido-2-deoxy-f-D-glucopyranosyl-(1—4)-0-[2-acetamido-2-deo-
xy-f-p-glucopyranosyl-(1 —2)]- O-«-D-mannopyranosyl-(1 — 3)- O-[2-acetamido-2-deo-
xy-f-D-glucopyranosyl-(1 »4)]-D-mannopyranose

*Dedie au Professeur Jean-Emile Courtois a occasion de son 65eme anmiversaire Les principaux
résultats de ce travail ont eté mentionnés dans une revue génerale recente' IIs ont, en outre, ete
rassembles dans le memoire de these de 3eme cycle de B Bayard
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SOMMAIRE

Treize oligosaccharides ont eté 1solés a partir de la fraction neutre des acetoly-
sats de D’asialoglycopeptide B obtenu par hydrolyse pronasique de I’ovomucoide
de poule Ces composés possédent les formules sumivantes O-2-acétamido-2-désoxy-
B-D-glucopyranosyl-(1 — 4)-D-mannopyranose, O-B-D-galactopyranosyl-(1 — 4)-2-
acétamido-2-désoxy-p-glucopyranose, O-2-acétamido-2-désoxy-p-D-glucopyranosyl-
(1—2)-D-mannopyranose, O-g-D-mannopyranosyl-(1—3)-D-mannopyranose, O-2-
acétamido-2-désoxy-fS-D-glycopyranosyl-(1— 3)- 0-[2-acetamido-2-d€soxy - f-D - glu-
copyranosyl-(1—2)}-b-mannopyranose, O-2-acétamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl-
(1 —»4)-0-[2-acétamido-2-désoxy-f-D-glucopyranosyl-(1 — 2)}-p-mannopyranose, O-2-
acétamido-2-désoxy- f-D-glucopyranosyl-(1 —»4)- O-a-D-mannopyranosyl-(1—3)-D-
mannopyranose, 0O-2-acé€tamido-2-désoxy-f-p-glucopyranosyl-(1—2)-O-«x-pD-manno-
pyranosyl-(1—3)-p-mannopyranose, O-¢-D-mannopyranosyl-(1—- 3)-0O-[2-acétamido-
2-desoxy-f-p-glucopyranosyl-(1 —»4)]-pD-mannopyranose. 0-2-acetamido-2-desoxy-f-
D-glucopyranosyl-(1 —2)- O-a-D-mannopyranosyl- O-[2-acetamido-2-désoxy-f5-D-
glucopyranosyl-(1 -4)}-o-mannopyranose, O-2-acétamido-2-désoxy-f-D-glucopyra-
nosyl-(1—-4)-0-[2-acétamido-2-désoxy-f-D-glucopyranosyl-(1 —»2)]- O-¢-p-manno-
pyranosyl-(1—-3)-p-mannopyranose, O-2-acétamido-2-désoxy-f-D-glucopyranosyl-
(1-4)-0-a-p-mannopyranosyl-(1-—3)-0-[2-acétamido-2-desoxy- -D-glucopyranosyl-
(1-4)]-pD-mannopyranose, O-2-acétamido-2-désoxy-f-p-glucopyranosyl-(1—4)-O-[2-
acetamido-2-désoxy- f-D-glucopyranosyl-(1—2)]- O-«-D-mannopyranosyl-(1—3)- O-
[2-acétamido-2-désoxy-fF-D-glucopyranosyl-(1 —4)}-p-mannopyranose

INTRODUCTION

Dans le memoire precedent?, nous avons décrit un procédé général de fraction-
nement par chromatographie sur resines échangeuses d’ions des acetolysats de poly-
saccharides libres ou conjugues qui fourmt, dans le cas particulier de sialoglycopep-
tides, trois séries de composes des sialosides, des oligosaccharides neutres et des
glycoprotides correspondant, respectivement, aux parties externe, centrale et interne
des groupements glycanniques Dans le présent mémoire, nous décrivons les procédes
qu nous ont permis d’isoler et de déterminer la structure de 13 oligosaccharides
présents dans la fraction neutre des acétolysats du glycopeptide f de I’ovomucoide®*

PARTIE EXPERIMENTALE

Acétoly se et fractionnement des acétolysats — L’asialoglycopeptide g (25 g) de
I'ovomucoide® * de Fredericq et Deutsch® a éte acétolysé pendant 4 jours, puis
saponifie par le methylate de sodium et fractionne sur des colonnes (8 x 60 cm) de
Dowex 50 (X-2, 100 « mesh», H™) et de Duolite A-102 D (25-50 « mesh », HICO3)
selon le mode operatoire antéricurement décrit? On obtient, de cette maniére, 12 g
environ de Fraction Neutre (FN) Celle-c1 est soumise a4 une chromatographie sur
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GLYCOPROTEINES XLIX 447
colonne (4 x 50 cm) de charbon-Célite® Le p-galactose et le p-mannose sont éliminés
par le passage de 51 d’eau distillée et les oligosacchartdes sont élués par des solutions
aqueuses d’éthanol a 1,5, 3,5, 5, 7,5, 10 et 15% (v/v) (débit 15 ml/h) On obtient,
de cette maniere, les fractions FNC, 5 a FNC, ;5 a partir desquelles '1solement des
oligosaccharides et la purification de chacun d’eux sont realisés en soumettant d’abord

chaque fraction & une chromatographie préparative sur papier Whatman n° 3 dans
les systémes de solvants suivants Solv 1 alcool butylique-acide acétique-eau
(4 15, v/v) (duree de la chromatographie 1 a 4 jours), Solv 2 acetate d’éthyle—
pyridine-acide acétique—eau (5 5 1 3, v/v) (durée de la chromatographie 1 a 2 jours)
Dans quelques cas particuliers, nous avons, en outre, utilisé ’electrophorése prepara-
tive sur papier Whatman n° 3 dans les condifions suivantes tampon borate de
sodium a 1% (p/v) de pH 9,2, cuve d’électrophorese en toit, 7 V/cm pendant 4 h,
purtfication de I’oligosaccharide par passage sur une colonne (1 x 5 cm) de charbon-
Celite et élution du compos€ par une solution aqueuse d’éthanol & 50 %, aprés un
lavage soigneux a I’eau distillée

Identification et dosage des monosaccharides — les quantités de monosaccha-
rides neutres et de 2-acétamido-2-désoxy-D-glucose presents dans chaque ohgosac-
charide ont eté déterminées par ’apphcation des procédés colonmétriques que nous
avons décrits dans le memoire précedent? Les monosaccharides neutres (D-galactose,
p-mannose) ont ete identifiés par chromatographie sur papier dans les solvants décrits
dans le paragraphe précédent aprés une hydrolyse par P’acide chlorhydrique 2™, a
100° pendant 2 h, des ohgosaccharides et purification des hydrolysats sur resines
échangeuses d’1ons’
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Fig 1 Determination de Ia masse moleculaire des oligosacchandes E a M (voir Tableau 1) par
chromatographie sur gel de Sephadex selon Bhatti et Clamp® Conditions experimentales 0,4 mg de
substance en solution dans 0,2 ml de chlorure de sodium 0,151, colonnes (1,8 x 130 cm) de Sephadex
G-25 « fine» deplacement par le chlorure de sodium 0,15\ (debit 0,2 ml/min), reperage des com-
poses par la methode colorimetrique aun phenol-acide sulfurique!® Le coefficient de distribution a
ete determiné par rapport au D-glucose et au Bleu Dextran Glc Dp-glucose, Lac lactose, Raf

raffinose
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448 B BAVARD et al

Détermnation de la masse moléculaire des oligosaccharides — La masse molécu-
laire des oligosaccharides a été déterminée par une méthode de réduction a I’aide d’un
borohydrure alcalin et par chromatographie sur gel de Séphadex Dans la réduction
par le borohydrure de sodium, le mode opératoire d’Adam-Chosson et Montrewml’
a été légérement modifi€ de la maniére suivante les oligosaccharides réduits sont
purifies par une chromatographie sur ¢changeurs de cations et 1’acide borique de
P’effluent préalablement évaporé a siccité est elimine en reprenant 4 fois successive-
ment le résidu sec par 20 ml de methanol-acide acétique (4 1) que I’on éhmine par
distillation sous pression réduite La composition des oligosaccharides est ensuite
déterminée par I’application des procédés colorimétriques et chromatographiques
décrits ci-dessus En outre, le polyol présent dans les hydrolysats chlorhydriques
(acide chlorhydrique 2» a 100° pendant 2 h) des oligosaccharides prealablement puri-
fiés sur Duolite A-102 D (25-50 « mesh », HCOJ) est identifié par chromatographie
sur papier Whatman n° 3 dans le Solv 2{R,y,, du 2-amino-2-desoxy-D-glucitol 0,56,
du 2-amino-2-desoxy-bD-glucose 0,68, du D-galactose 0,80, du p-mannitol 0,88)

La chromatographie sur gel de Séphadex a eté effectuée selon la méthode de
Bhatt1 et Clamp?® (Fig 1)

Détermination de la structure des oligosaccharides par la méthode de méthy-
lation — Les oligosaccharides ont éte methyles par I'todure de methyle dans la
N,N-dimethylformamide selon Kuhn ef al ® Le produit obtenu est ensuite repris par
1 mi d’1odure de méthyle 230 mg d oxyde d’argent et 150 mg de sulfate de calcium
anh sont ajoutés et le melange est chauffé & reflux pendant 20 h, en ajoutant toutes
les 4 h les mémes quantités des trois réactifs On filtre, lave le filtre avec du chloro-
forme puis évapore i siccite sous pression reduite

Les ohigosaccharides permethylés sont traites par 1 acide chlorhydrique 4, &
100° pendant 4 h, puis I’acide chlorhydrique est éliminé par distillation sous vide a 30°
Les éthers methyliques des monosaccharides sont ensuite identifies par une electro-
phorése préparative dans un tampon acetate de pynidine de pH 3,9, on separe, de
cette mantere, les monosaccharides méthylés neutres et les derives methylés du 2-
amino-2-désoxy-D-glucose'® Les premiers sont d’abord transformes en methyl-
glycosides par I’action du gaz chlorhydrique M dans le methanol en tubes scelles sous
vide, pendant 8 h a 100° La solution est ensuite traitee par du carbonate de plomb,
filtrée et évaporee a siccité sous vide Le residu est repris par du chlorofoime ou par
du méthanol et analyse par chromatographie en phase gazeuse (voir Tableau II)
Les éthers méthyliques du 2-amino-2-desoxy-D-glucose sont identifiés par chroma-
tographie en phase gazeuse des O-acétyl-O-méthyl-pD-arabinitols formés par désamina-
tion oaydative des derives O-méthylés du 2-amino-2-désoxy-bD-glucose par la nin-
hydrine!?

Hydrolyse enzymatique des oligosaccharides — Nous avons utilise les glyco-
sidases suivantes f-D-galactosidase (E C 3 2 1 23) de la rate de beeuf* 2, ¢-D-galacto-
sidase (E C 3 2 1 22) des gramnes de fenugrec'®, «-p-mannosidase (EC22124)dela
feve Jack'*, N-acetyl-f-p-glucosanunidase (E C 3 2 1 30) de Ia feve Jack!® L’hydro-
lyse des oligosaccharides (2m»1) a ete effectuee en présence de 0,1 & 1 umite d’enzyme,
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a 37° pendant 48 h, dans un tampon citrate de sodium 0.0iM-phosphate disodique
0,1M de pH 4,6 pour la f-p-galactosidase et pour I’z-D-mannosidase, de pH 5,4 pour
la N-acetyl-f-p-glucosaminidase et de pH 5,5 pour P’x-D-galactosidase Apres arrét
de ’action des enzymes par chauffage a 70° pendant | a 2 mn, les monosaccharides
liberés ont ete dosés par reductimetrie’® et le 2-acetamido-2-désoxy-D-glucose par
colorimétrie a I’aide d’un reactif au borate—p-dimethylaminobenzaldehyde'”, apres
purification des hydrolysats sur Dowex 50 (X-8, 25-50 « mesh », H*) puis sur Duolite
A-102 D (25-50 « mesh », HCO5)

Action du chlorure de triphényltetrazoluum — Pour confirmer, dans les oligo-
saccharides C, E et F, la substitution du groupement hydroxyle en position 2 du residu
de p-mannose place en position terminale reductrice nous avons utilise le reactif au
chlorure de triphényltétrazohhum'® qui fournit une coloration rouge uniquement
avec les glucides dont le groupement hydroxyle en position « du groupement carbonylé
est libre

Acétolyse des oligosaccharides — Les oligosaccharides de masse moleculaire
supérieure, natifs et reduits, ont éte acetolysés pendant 1 a 2 jours et les acetolysats
ont ete saponifies et purifies sur échangeurs d’tons dans les conditions décrites dans le
précedent mémoire® Les glucides, natifs ou réduits, presents dans la Fraction Neutre
des acetolysats ont ete 1soles par chromatographie preparative sur papier et leur
structure a eté determinée par 1 application des procedés decrits ct-dessus

RESULTATS

Isolenment des oligosaccharides — Toutes les fractions obtenues par chromato-
graphie sur charbon-Celite sont heterogenes, a 'exception de la Fraction FNC, 5 qui
ne contient que | oligosaccharide D (Tableau I) L’isolement des autres glucides
a éte realise par chromatographie et, parfois, par electrophorese preparatives sur
papter des differentes fractions FNC de la maniere sutvante La Fraction FNC; 5 a
donne par chromatographie sur papier dans le Solv 2 les oligosacchandes C, Het J a
P’etat pur Dans un premier temps, la chromatographie sur papier de la Fraction
FNC; dans Ie Solv 2 fournit 1 oligosacchanidde M pur et le melange des oligosac-
charides A et B que | on separe, dans un second temps, par electrophorese sur papier
a pH 9,2 Lachromatographie sur papier dans le Solv 2 de la Fraction FNC; 5 permet
d’obtenir les oligosaccharides G, K et L* purs La Fraction FNC,4 contient les
oligosaccharides E et F qui peuvent €tre separes par chromatographie sur papier dans
le Solv 1 Tous les oligosaccharides que nous avons obtenus sont homogenes en
chromatographie et en electrophorese Cette homogeneite a eté uiterieurement
confirmee par les resultats des experiences de methylation

*Deux autres glucides (oligosaccharides N et O) ont, en outre ete isoles en faible quantite et nous
n’avons pu determiner, jusqu’a present, que leur composition molaire 1l s’agit de 2 hexasaccharnides
constitues de 3 residus de p-mannose et de 3 residus de 2-acetamido-2-desoxy-D-glucose

Carboliyd Res, 24 (1972) 445456
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Structure des oligosaccharides — La structure compléte des 13 oligosaccharides
A a M a ¢t€ détermunée sur la base des resultats expérimentaux suivants (a) Tous les
oligosaccharides possédent un residu de D-mannose en position terminale réductrice,
a lexception de I’oligosaccharide B dans lequel cette position est occupee par
un résidu de 2-acétamido-2-désoxy-D-glucose, (b) I’hydrolyse des oligosacchandes
perméthylés contenant un residu de 2-acétamido-2-desoxy-D-glucose fournit toujours
du 2-amno-2-désoxy-3,4,6-tri-O-méthyl-p-glucose, a ’exception de 1’ohgosac-
charide B qui donne du 2-désoxy-3,6-d1- O-methyl-pD-glucose Dans tous ces ohgosac-
charides (sauf B), un residu de 2-acétamido-2-désoxy-D-glucose se trouve donc en
position terminale non réductrice, (c) en outre, les resultats particuliers survants ont
été obtenus

L’oligosaccharide A a été identifie au O-2-acetamido-2-desoxy-B-D-gluco-
pyranosyl-(1-4)-p-mannopyranose de la mameére swmivante 1l est constitué, en
proportions €quimolaires, de 2-acétamido-2-desoxy-D-glucose et de D-mannose Ce
dernier disparait totalement aprés réduction par le borohydrure de sodium et il
apparait du mannitol IL’hydrolysat du dérivé perméthylé contient du 2-amino-2-
désony-3,4,6-tr1- O-méthyl-p-glucose et du 2,3,6-tr1-O-methyl-D-mannose L’chgosac-
charide est hydrolysé par la N-acétyl-B-pD-glucosaminidase de la feve Jack

L’oligosaccharide B possede toutes les propriétés chimiques (Tableaux I, 11 et
III) du O-f-D-galactopyranosyl-(1 —»4)-2-acétamido-2-desoxy-D-glucopyranose (iV-
acetyllactosamine) qui avait déja €te 1soié des produits de I’hydrolyse ménagée de
I’ovomucoide” Il est, en outre, totalement hydrolyse par la f-p-galactosidase de la
rate de beeuf

TABLEAU 11

IDENTIFICATION®, PAR CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZI:USEb, DES ETHERS METHYLIQUES DU
D-MANNOSE PRESENTS DANS LES hYDROLYSATS DES OLIGOSACCHARIDES A—M PERMETHYLES

Methy -, f~-D-mannoside T, Oligosaccharides

4 B C D E F G H I J K L M

2,3,4,6-Tetra-O-methyl 1 + -
3,4,6-Tr1-O-methyl 2,16 -+ + -

2,4,6-Tr1- O-méthyl 246 + + T -
2,3,6-Tr1-O-methyl 3,23 + + +
3,4-D1-O-methyl 5

2,4-Di-O-methyl 6,13

3,6-D1-O-methy! 6,93 + + +
2,6-D1-O-methyl 7,66 +  + + o+
4,6-Di1-O-methyl 8,62 +

2,3-Di1-O-methyl 936

9Sous la forme de methyl-,f-pD-mannosides ?Conditions expenimentales Appareil Aerograph 1 200
detection par 1omisation de flamme, colonne de verre (0,2 x 300 cm), phase stationnaire 3% de
Carbowax 6 000 sur Chromosorb WHMDS (60-80 « mesh »), temperature 170°, gaz vecteur azote
(debit 30 ml/min) “Temps de retention relatif au methyl-2,3,4,6-tetra- O-methy l-o, f-pD-mannoside ' ©

Carbohyd Res, 24 (1972) 445-456
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TABLEAU 111

IDENTIFICATION PAR CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE DES O-METHYL-O-ACETYL-
D-ARABINITOLS OBTENUS A PARTIR DES ETHERS METHYLIQUES DU 2-ACETAMIDO-2-DESOXY-D-GLUCOSE
PRESENTS DANS LES HYDROLYSATS DES OLIGOSACCHARIDES A—M PERMETHYLES?

O-Merthvl-O-acety l-p-arabimitols T} Oligosaccharide

A, Ca M B

1,5-D1-0O-acetyl-2,3 4-tr1-O-methyl® 1
1,4-D1-O-acetyl-2,3,5-tr1-O-methyl 0,77 +
1,3,4-Tr1-O-acetyl-2,5-d1- O-methyl 1,29 -+

2Selon Ref 10 et 11 ®Temps de retention relatif au 1,5-di-O-acetyl-2 3,4-tri- O-methyl-D-arabinitol
“Ce temoin mternc a ete choisi a dessein car 11 ne figure pas parmt les produits de la desammation par
la ninhydrine des ethers methyliques du 2-acetamido-2-desoxy-D-glucose habituellement presents
dans les hydrolysats de glycannes permethylés

L’oligosaccharide C est le 0-2-acétamido-2-désoxy-f-D-glucopyranosyl-(1—2)-
p-mannopyranose Il posséde en effet, les mémes caracteristiques que 1’oligosaccha-
ride A, a la difference pres qu’il fournit, apres methylation, du 3,4,6-tri-O-méthyl-b-
mannose et qu’il donne une réaction negative avec le chlorure de triphenyltetrazolium

L’ohgosaccharide D posséde les propriétés d’un mannobiose le O-a-D-manno-
pyranosyl-(1—3)-p-mannopyranose Cette structure a ete définie sur la base des
resultats suivants la réduction par le borohydrure de sodium fait disparaitre la
moitie du D-mannose tandis qu’apparait du mannitol Le disaccharide permethyle
donne du 2,3.4,6-tetra-O-methyl-D-mannose et du 2,4,6-tri-O-methyl-D-mannose 1l
est totalement hydrolyse par I’z-D-mannosidase de la feve Jack Il est interessant de
signaler que le méme mannobiose a eté obtenu a partir des hydrolysats acides partiels
de I’ovomucoide?®

L’oligosaccharide E repond a la formule du O-2-acetamido-2-desoxy-f-bD-
glycopyranosyl-(1-—3)- O-[2-acetamido-2-desoxy- f-D-glucopyranosyl-(1—2)]-D-man-
nopyranose En effet, 1l renferme du 2-acetamido-2-desoxy-D-glucose et du D-mannose
dans les rapports molaires 2 1 La totalite du D-mannose est reduite par le borohydrure
de potassium Sa masse moleculaire déterminee par chromatographie sur Séphadex
est de 615 (calc 586) On obtient, par methylation, du 2-amino-2-désoxy-3,4,6-tr1-O-
methyl-p-glucose et du 4,6-di1-O-méthyl-D-mannose La N-acétyl-f-p-glucosaminidase
de la feve Jack Iibére du 2-acetamido-2-desoxy-D-glucose et du D-mannose L’ohgosac-
charide ne reagit pas avec le chlorure de triphenyltetrazolium

L’ohigosaccharide F a ete 1dentifie au O-2-acetamido-2-desoxy-f-p-glucopyra-
nosyl-(1-4)-0-[2-acetamido-2-desoxy- ff-D-glucopyranosyl-(1 —2)]- D- mannopyra-
nose de la mamere suwivante [l est constitué de 2 restdus de 2-acetamido-2-desoxy-p-
glucose et d’un residu de b-mannose qui disparait par reduction Sa masse moleculaire
mesuree par chromatographie sur Sephadex est de 610 (calc pour un trisacchande
586) La methylation fourmit, outre du 2-amino-2-désoxy-3.,4,6-tri-O-méthyl-D-
glucose, du 3,6-di1-O-méthyl-D-mannose L’acetolyse conduit a un mélange des deux
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disaccharides A et C Le trisaccharide est hydrolysé par la N-acétyl-#-p-glucosamini-
dase de la féve Jack en 2-acétamido-2-désoxy-D-glucose et en D-mannose Il n’est pas
révélé par le réactuf au chlorure de triphényltétrazolium

L’oligosaccharide G est le O-2-acétamido-2-désoxy-g-D-glucopyranosyl-(1—4)-
O-o-p-mannopyranosyl-(1—3)-D-mannopyranose En effet, 1l est composé de 2-acéta-
mudo-2-desoxy-D-glucose et de D-mannose dans les rapports molaires 1 2 et la moitié
des résidus du b-mannose est eliminée par réduction La masse moléculaire déterminée
par chromatographie sur Séphadex est de 540 (calc pour un trisaccharide 545) On
obtient, apres perméthylation, du 2-amino-2-desoxy-3,4,6-tri- O-méthyl-p-glucose, du
2,3,6-tri-O-méthyl-pD-mannose et du 2,4,6-tri-O-méthyl-D-mannose  L’acétolyse
conduit & un mélange des oligosaccharides A et D La N-acétyl-S-pD-glucosaminidase
de la feve Jack libere du 2-acétamido-2-désoxy-D-glucose et du disaccharide D

L’oligosaccharide H différe de ’oligosaccharide G par la conjugaison du résidu
de 2-acetamido-2-désoxy-D-glucose en position C-2 au lieu de la position C-4 sur le
résidu de p-mannose median C’est donc le O-2-acétamido-2-désoxy-fS-p-glucopyrano-
syl-(1—2)-0-¢-D-mannopyranosyl-(1—3)-D-mannopyranose En effet, les deux gluci-
des possédent les mémes proprietes mais different sur les deux points swivants la
méthylation fournit, outre du 2-amino-2-désoxy-3,4,6-tr1-O-méthyl-D-glucose et du
2,4,6-tn-O-méthyl-D-mannose, du 3,4,6-tri-O-méthyl-pD-mannose L’acétolyse donne
les oligosaccharides C et D

L’oligosaccharide I est un 1somére des deux trisaccharides G et H précedents
dont 1l differe par la position du résidu de 2-acétamido-2-désoxy-D-glucose qui est,
cette fois, conjugué sur le résidu de D-mannose en position terminale reductrice
11 s’agit du O-u-p-mannopyranosyl-(1-—3)-0-[2-acétamido-2-désoxy-f-D-glucopyra-
nosyl-(1 -4)}-pD-mannopyranose Il possede donc, comme le trisaccharide H, les
caractéristiques du trisaccharnide G sauf en ce qui concerne les produits de la methy-
lation qui sont le 2-amino-2-désoxy-3,4,6-tri- O-méthyl-p-glucose, le 2,3,4,6-tétra-O-
méthyl-D-mannose et le 2,6-di-O-méthyl-D-mannose En outre, on obtient par
acétolyse les oligosaccharides A et D et, par hydrolyse a 1’aide de la N-acétyl-S-p-glu-
cosaminidase de la feve Jack, du 2-acétamido-2-désoxy-D-glucose et le disaccharide D

L’oligosaccharide J est le O-2-acetamido-2-desoxy-f-pD-glucopyranosyl-(1—2)-
O-a-p-mannopyranosyl- O-[2-acétamido-2-désoxy-f-D-glucopyranosyl-(1 — 4)]-D-man-
nopyranose En effet, 1l renferme du 2-acetamido-2-desoxy-D-glucose et du b-mannose
en proportions identiques et la reduction par le borohydrure de sodium elimine la
mortié des résidus de p-mannose, sa masse moléculaire précisée par chromatographie
sur Séphadex est de 750 (calc pour un tétrasaccharide 748), on obtient par per-
méthylation, du 2-amino-2-désoxy-3,4,6-tri-O-méthyl-n-glucose, du 3,4,6-tri-O-
méthyl-D-mannose et du 2,6-di-O-méthyl-D-mannose, 1’acetolyse fournit une faible
quantité de disaccharides A, C et D et une quantité importante des trisaccharides H
et I, Phydrolyse par la N-acétyl-B-D-glucosaminidase de la feve Jack libere du 2-acéta-
mido-2-désoxy-D-glucose et le disaccharide D

L’ohgosaccharide K est un tétrasaccharide isomeére du precedent par la position
des deux résidus de 2-acetamido-2-désoxy-D-glucose qui sont fixés sur le residu médian
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de p-mannose Il posseéde la structure du O-2-acétamido-2-desoxy-p-D-glucopyrano-
syl-(1 »4)-0-{2-acetamido-2-désoxy-f-D-glucopyranosyl-(1 —2)}- O-«-D-mannopyrano-
syl-(1—3)-D-mannopyranose Certaines de ses propriétes sont donc celles de 1’oligo-
saccharide J dont 1l différe néanmoins par la nature de 'un des dérivés méthyles du
D-mannose qui est le 2,4,6-tri-O-méthyl-D-mannose et par les produits de [’acétolyse
qui sont les oligosaccharnides F, G et H

L’oligosaccharide L est ausst un isomeére du tétrasaccharide J 1l s’agit du O-2-
acétamido-2-désoxy- f-D-glucopyranosyl-(1 —4)- O-a-D-mannopyranosyl-(1 - 3)- O-
[2-acétamido-2-désoxy-f-D-glucopyranosyl-(1 —»4)]-pD-mannopyranose Il conduit, en
effet, aux mémes résultats expérimentaux que I’ohigosaccharide J, aux différences prés
suitvantes la perméthylation fournit, outre du 2-amino-2-désoxy-3,4,6-tri- O-méthyl-
D-glucose et du 2,6-di-O-méthyl-D-mannose, du 2,3,6-tri-O-méthyl-D-mannose et
I’acétolyse libére les oligosaccharides A, D, Get ]

L’ohgosaccharide M posséde la structure du O-2-acétamido-2-desoxy-f-D-
glucopyranosyl-(1 —»4)- O-[2-acetamido-2-désoxy-a-D-glucopyranosyl-(1 —2)}- C-o-D-
mannopyranosyl - (1—-3) - O - [2-acétamido - 2-désoxy- - D-glucopyranosyl-(1 —4)]-D-
mannopyranose Cette structure a été déterminée de la maniére smivante Les résidus
de 2-acétamido-2-désoxy-D-glucose et de D-mannose sont dans le rapport 32 La
moiti€ de la quantite de D-mannose qu’ll renferme disparait lors dz la réduction par le
borohydrure de sodium 11 s’agit donc d’un pentasaccharide d’une masse moléculaire,
déterminée par chromatographie sur Séphadex, de 930 (calc pour un pentasaccharide
950) Apres perméthylation, on identifie le 2-amino-2-désoxy-3,4,6-tri-O-méthyl-D-
glucose, les 2,6- et 3,6-di-O-méthyl-D-mannoses L’hydrolyse par la N-acétyl-§-D-
glucosaminidase de la feve Jack libére du 2-acétamido-2-désoxy-D-glucose Enfin,
nous avons identifié dans les acétolysats les trisaccharides G, H et I et les tétrasac-
charides J, K et L.

DISCUSSION

Les comportements des hétero-oligosaccharides au cours de la chromatographie
sur charbon—Celite sont etcnnants et difficiles & prévoir, mis a part I’effet retardateur
du residu de 2-acétamido-2-désoxy-D-glucose’ En effet, des oligosaccharides 1someé-
res possédent des comportements differents comme, par exemple, les trisaccharides
H et G qui sont elués, respectivement, avec de 1’éthanol aqueux & 3,5et 2 7,5% En
outre, des oligosaccharides de masses moléculaires trés distinctes comme, par exemple,
Ies deux disaccharides A et B, d’une part, et le pentasaccharide M, d’autre part, sont
déplacés par 1’éthanol aqueux 4 5% Le comportement des oligosaccharides sur
charbon est donc étroitement lié a leur structure sans qu’il nous soit possible, pour
I'mstant, de tirer des régles générales des résultats que nous avons obtenus Toutefors,
les chromatographies sur charbon sont extrémement reproductibles et cette observa-~
tion est a la base d’un procedé de carte chromatographique que nous avons décnit
dans un mémorre anterieur?!

La connaissance de la structure de 13 oligosaccharides que nous avons 1solés de
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la Fraction Neutre des acétolysats de 1’asialoglycopeptide 8 de I’ovomucoide permet
de poser en hypothése que ’acétolyse coupe préférentiellement les Iiaisons glycosi-
diques des monosaccharides neutres En effet, aucun des oligosaccharides obtenus
dans la Fraction Neutre, 4 I’'exception de la N-acétyllactosamine, ne posséde un
résidu de 2-acetamido-2-désoxy-D-glucose en position terminale réductrice et nous
avons démontré, dans le précédent mémorre?, que les procédes d’acétolyse et de
saponification des acétolysats n’entrainaient pas de destruction du 2-acétamdo-2-
désoxy-D-glucose Toutefois, cette hypothése demande A étre confirmée par 1’étude
des composés glucidiques de la Fraction Basique et de la Fraction Acide des acetoly-
sats L’emplol de I’acétolyse dans I’exploration de la structure des glycannes n’exclut
donc pas celui de ’hydrolyse partielle par les résines de polystyréne sulfoné Les deux
procédés sont, en effet, complémentaires puisque dans ce dernier cas la majeure partie
des saccharides possedent, en position terminale réductrice, un résidu de 2-acétamido-
2-désoxy-D-glucose dont les haisons sont les moins stables vis-a-vis des agents acides
d’hydrolyse”

Les résultats que nous avons obtenus ne sont pas mterpretables du point de vue
de la connaissance de la structure de la fraction glycanmque de ’ovomucoide En
effet, 1l est impossible de reconstituer quelque stiucture que ce soit a partir des trop
nombreux fragments ohigosaccharidiques que nous avons 1solés Tout au plus pour-
nions-nous faire figurer dans le schéma la formule du pentasaccharide M sans toutefois
étre A méme de préciser sa position au semn du glycanne De toute fagon, la fraction
des hydrolysats pronasiques de I’ovomucoide que nous avons étudiée provenait de
deux variants de I’ovomucoide (asialo-ovomucoides 1 et 2)?? Chaque varnant ren-
fermant 2 groupements glycanniques, la fraction « glycopeptide f» est donc un
melange de 4 glycopeptides dont rien ne prouve « prior: que leurs structures solent
identiques Les résultats de 1’acetolyse pourront donc €tre interpretes seulement quand
I’1solement de chacun des glycannes des ovomucoides 1 et 2 aura été réalise

Toutefois, les oligosaccharides que nous avons 1solés en quantité importante
sont, dés & present, extrémement precieux, d’une part pour mettre au point le procedé
de carte chromatographique?* des produits d’acétolyse des glycopeptides que nous
avons mentionne, d’autre part pour préparer certains éthers méthyliques du mannose
et enfin pour etudier les relations entre la conformation des saccharides et ’activité
amsit que la spécificité de N-acétyl-f-D-glucosaminidases et d’a-D-mannosidases
d’onigines diverses
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