
CARBOHYDRATE RESEARCH 445 

ETUDE SUR LES GLYCOPROT~INES xLrx ~S~LEMENT ET 

STRUCTURE DES OLIGOSACCHARIDES DE LA FRACTION 

NEUTRE DES ACETOLYSATS DE GLYCOPEPTIDES DE 
L’OVOMUCOiDE* 

BERNARDBAYARDY,BERNARD FOURNET,STEPHANEBOUQUELET,GERARD SntEchd, 
GENEUEVE SpIh ETJEAN MOVTREUIL 

Seruce de Btochrmre CeIlala~re de I Insrrtat de Recherches sar Ie Cancer de Lrlle, 
B P no 3567-Lrlle Cede\ (France) et Laboratorre de Cianue Blologrqae de I’Umversrte des 
Scrences et Techqaes de Ltfle I, B P no 36, .59650- VtIlcneaLe d’Ascq (France) 

(ReGu le 11 Janwer 1972, accepte apres modlficatlon le I1 aoiit 1972) 

ABSTRACT 

Thirteen ohgosaccharldes were Isolated from the neutral fraction of the aceto- 
lys~s product of aslaloglycopeptlde /3, whloh had been obtained by pronase hydrolqsls 
of avlan ovomucold The structures of the ohgosacchandes are as follows 0-2-acetam- 
Ido-2-deoxy-fl-D-glucopyranosyl-(I -+4)-D-nXinIIOp)rraIIOSe, O-,8-D-galactopyranosyi- 

(l-+4)-Zacetamldo-Zdeoxy-D-glucopyranose, 0-‘-acetamldo-Zdeoxy-P-D-glucopyr- 

anosyl-(I +2)-D-mannopyranose, 0-z-D-mannopyranos} I-( 1+3)-D-mannopyranose, 
0-2-acetamldo-Zdeoxy-/?-D-glucopyranosyl-(I -+3)-O-[2-acetanudo-2-deo~y-fl-D-glu- 

copyranosyI-( l-2)]-D-mannopyranose, 0-2-acetamldo-2-deoxy-/3-D-glucopyranosyi- 
(l--+4)-0-[Zacetamldo-Zdeoxy-/?-o-glucopq ranosyl-( l-+2)]-D-mannopyranose, 0-Z 

acetamldo-2-deouy-/3-D-glucopyranosyl-( 1 +4)-0-r-D-mannopyranosyl-( l-+3)-D-man- 

nopyranose, O-2-acetam~do-2-deoxy-/3-D-glucopyranosyl-(l+2)-O-s-D-mannopyran- 
osyl-( l-+3)-D-mannopyranose, 0-u-D-mannopyranosyl-( 1+3)-0-[2-acetamldo-2-de- 
ouy-P-D-glucopyranosyl-(1+4)]-D-mannopyranose, 0-2-acetamldo-2-deoxy-j?-D-glu- 
copyranosyl-( 1~2)-~-a-D-mannOpyranOS~l-O-[2-acetam~do-~-deo~y-~-D-glucopyran- 
osyl-( l-4)]-D-mannopl ranose, 0-2-acetamldo-2-deoxy-P-D-giucopyranosyl-(l-+4)- 
0-[2-acetamldo-2-deoxy- P-D -glucopyranosyl- (l-+2)]- 0-r-D-mannopyranosyl -(I +3)- 
D-mannopyranose, 0-2-acetamldo-2-deouy-/i’-D-glucopyranosyl-( l-,4)-O-r-D-man- 

nopyranosyI-(l-+3)-O-[2-acetam~do-2-deoxy-/?-~-glucopyranosyl-(l -+4)]-o-manno- 
pyranose, 0-2-acetamido-2-deoxy-/?-D-glucopyranosyL(1 +4)-0-[2-acetamldo-2-deo- 
xy+D-glucopyranosyl-(I +2)]-0-x-D-mannopyranosyl-( l-3)-0-[2-acetam~do-2-deo- 
xy-fl-D-glucopyranosyl-( 1+4)]-D-mannopyranose 

*Dedie au Professeur Jean-Emde Courto~s a I’occaslon de son 65eme anmversalre Les prmclpaux 
resultats de ce travail ont etd mentlonnes dans une revue generale recente’ 11s ont, en outrc, ete 
rassembles dansle memcme dethese de 3eme cycle de B Bayard 
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SOMhwIRE 

TreJze ohgosacchandes ont et6 1solCs B partlr de la fraction neutre des acetoly- 
sats de I’aslaloglycopeptlde p obtenu par hydrolyse pronaslque de l’ovornuco’ide 
de poule Ces composCs possedent Ies form&es suwantes U-2-ac&amldo-2-disoxy- 
j%D-gh.Icopyranosy~- (1 --, 4) -D-mannopyranose, O-P-D-galactopyranosyl- (1 - 4) -2- 
acCtamido-2-dCsoxy-D-glucopyranose, 0-2-adtamldo-2-dkoxy-B_D-glucopyranosyl- 

(l-2)-D-mannopyranose, 0-a-D-mannopyranosyl-(1+3)-D-mannopyranose, U-2- 

acktamrdo-2-dksoxy-P-D-glycopyranosyl-(I +=3)- O- [2-acetamldo-2-desoxy - P-D - glu- 

copyranosyl-(142)]-D-mannopyranose, U-2-acttamido-2-desoxy-/?-D-glucopyranosyl- 
(1-+4)-O-[%ac&amIdo-2-dt%oxy-/?-D-glucopyranosyl-( l-+2)]-D-mannopyranose, O-2- 

acitamido-2-dksoxy-/?-D-gIucopyranosyl-(134)- O-cr-D-mannopyranosyl-(1 -+3)-D- 
mannopyranose, O-Zac&amido-2-dksoxy-/3-D-glucopyranosyl-( l-,2)-O-r-o-manno- 
pyranosyl-( 143)~D-mannopyranose, 0-a-D-mannopyranosyl-(1+3)-O-[2-acCtamJdo- 

2-desoxy-fl-D-glucopyranosyl-( l-+4)]-D-mannopyranose. O-2-acetamldo-2-desoxy-P- 
D-gluCOpyranOsyl-(l-+2)- O-Z-D-mannopyranosyl- O-[2-acetamldo-2-dkoxy-B-D- 
glucopyranosyl-( l-4)]-c-mannopyranose, 0-2-acetamido-2-dksoxy-j&D-glucopyra- 
nosyl-(1+4)- 0-[2-ac&amJdo-2-d6soxy-~-D-glucopyranosyl-( l-+2)]- O-a-D-manno- 
pyranosyl-( l-+3)-D-mannopyranose , O-ZacCtamJdo-2-dCsoxy-&D-gIucopyranosyf- 

(1+4)-0-cc-D-mannopyranosyl-( 1 -+3)-0-[2-acktamido-2-desoxy$-D-glucopyranosyl- 

(1+4)]-D-Jnannopyranose, O-2-ac~tamldo-2-dCsoxy-/3-~-glucopyranosyl-(l+4)-0-[2- 
acetamldo-2-dCsoxy-/-D-glucopyranosyl-(I -+2)]- O-cc-D-mannopyranosyl-(l-+3)- O- 
[2-ac&amido-2-dCsouy-/i’-D-giucopyranosyl-(1 -&)I-D-mannopyranose 

INTRODUCTION 

Dans le memolre precedent2, nous avons d&-It un pro&d6 gtnCra1 de fractlon- 
nement par chromatographle sur resmes khangeuses d’lons des acetolysats de poly- 
saccharides hbres ou conjugues qul fourrnt, dans le cas partlcuher de slaloglycopep- 

txdes, trols s&es de composes des slalosldes, des ohgosaccharldes neutres et des 
glycoprotldes correspondant, respectl\ement, aux parties externe, centrale et mterne 
des groupements glycanmques Dans le present mCmolre, nous dknvons les procedes 
qm nous ont permls d’lsoler et de determiner la structure de 13 ohgosaccharldes 

prkents dans la fraction neutre des acCtolysats du glycopeptlde j? de 1’ovomucolde2-4 

PARTIE ExPERlhIENTAJ_E 

ActtolJ se et fractromement des act+olysats - L’aslaloglycopeptlde p (25 g) de 
l’ovomucoiide3 ’ de Frederlcq et Deutsch’ a Cte act?tolysC pendant 4 Jours, puls 

sapomfie par Ie methylate de sodmm et fractlonne sur des colonnes (8 x 60 cm) de 
Dowex 50 (X-2, 100 << mesh B, H’) et de Duohte A-102 D (25-50 u mesh >>, MCO;) 
selon le mode operatolre antkleurement d&-It2 On obtlent, de cette man&e, 12 g 

environ de Fraction Neutre (FN) Celle-a est sowruse 2 une chromatographle sur 
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colonne (4 x 50 cm) de charbon--CChte 6 Le D-galactose et le D-mannose sont 6hmmks 

par le passage de 5 1 d’eau dlstdI&e et Ies ohgosaccharldes sont CIuCs par des solutlons 
aqueuses d’ethanol ?t 1,5, 3,5, 5, 7,5, 10 et 15 % (v/v) (dkblt 15 mi/h) On obtlent, 
de cette mamere, les fractions FNC, s a FNC,s A partlr desquelles l’lsolement des 
ohgosaccharldes et la purlficatlon de chacun d’eux sont real&s en soumettant d’abord 
chaque fraction & une chromatographle prCparatlve sur papler Whatman no 3 dans 
les systtmes de solvants sulvants Solv 1 alcool butyhque-aclde acCtlque-eau 

(4 I 5, v/v) (duree de la chromatographle 1 it 4 Jours), Solv 2 acetate d’Cthyle- 
pyndme-aclde acktlque-eau (5 5 1 3, v/v) (durCe de la chromatographle 1 5 2 Jours) 

Dans quelques cas partlcuhers, nous avons, en outre, utlhsC I’electrophor&e prepara- 
tive sur papler Whatman no 3 dans les condltlons suivantes tampon borate de 
sodium A 1% (p/v) de pH 9,2, cuve d’6lectrophorese en toit, 7 V/cm pendant 4 h, 

purification de l’ohgosaccharlde par passage sur une colonne (1 x 5 cm) de charbon- 
Cehte et tlutlon du composC par une solution aqueuse d’Cthano1 B 50%, apr& un 

lavage solgneux A l’eau dlstlllCe 
Ide*ztlfcatlon et dosage des mo~losacchaldes - Les quantltks de monosaccha- 

rides neutres et de 2-acktamido-2-dkoxy-D-glucose presents dans chaque ohgosac- 
charade ont et& dCtermmCes par I’apphcatlon des procCdCs colonmCtriques que nous 

avons dCcrlts dans le memoire prkedent 2 Les monosaccharides neutres (D-galactose, 
D-mannose) ont ete ldentlfiCs par chromatographle sur papler dans les solvants dCcrlts 

dans le paragraphe p&&dent aprb une hydrolyse par I’aclde chlorhydrlque 2,cr, ii 
100” pendant 2 h, des ohgosaccharldes et purlficatlon des hydrolysats sur restnes 

khangeuses d’tons’ 

Glc - 

251 * I 1 * * 1 * 

0 200 400 600 600 
b IASSE MGLECULAIRE 

FIN 1 Determmatlon de Ia masse moleculalre des ohgosaccharldes E a M (vorr Tableau 1) par 
chromatographre sur gel de Sephadex selon Bhattr et Clamp a Condttrons experrmentales 0,-I mp de 
substance en solutton dans 0,2 ml de chlorure de sodmm 0,15v, colonnes (I,8 x 130 cm) de Sephadev 
G-25 <( fine>> deplacement par ie chlorure de sodrum O,lSv (debrt 0,2 ml/mm), reperage des com- 
poses par la methode colonmetrrque au phenol-aclde sulfunque I9 Le coefficrent de drstrrbutron a 
ete determme par rapport au D-ghCOSe et au Bleu Devtran Glc D-glucose, Lac lactose, Raf 
raffinose 
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DPtermmatron de la masse moltkrdarre des ohgosacchandes - La masse molicu- 
Iawe des ohgosaccharldes a CtC dCtermmCe par une mCthode de rCductIon B I’alde d’un 

borohydrure alcahn et par chromatographre sur gel de Stphadex Dans la riductlon 
par le borohydrure de sodium, le mode opCratolre d’Adam-Chosson et Montrewl’ 

a CtC ICgerement mod:fiC de la man&-e suwante les ohgosaccharldes rCdults sont 
purifies par une chromatographle sur Cchangeurs de cations et I’aclde borlque de 
I’effluent prealablement Cvapork ti s;ccltC est ehmme en reprenant 4 fols succeswve- 
ment le r&du set par 20 ml de methanol-aclde acCtlque (4 1) que I’on ehmme par 
dlstlllatlon sous presslon redulte La composltlon des ohgosaccharldes est ensmte 
dCtermmCe par I’apphcatlon des pro&d& coionm&nques et chromatographlques 
d&its wdessus En outre, le polyol present dans les hydrolysats chlorhydrlques 

(aede chlorhydnqt,e 2~ & 100” pendant 2 h) des ohgosaccharldes prealablement pun- 
f%s sur Duohte A-102 D (25-50 << mesh >), HCO,) est IdentlfiC par chromatographle 
sur papler Whatman no 3 dans le Solv 2(Rnilm du 2-amino-2-desoxy-D-glucitolO,56, 
du 2-ammo-2-desoxy-D-glucose 0,68, du D-galactose O,SO, du D-manmtol 0,SS) 

La chromatographle sur gel de Stphadex a etC effectuCe selon la mCthode de 
Bhattl et Clamp’ (Fig 1) 

D&rmznatzozz de la strrzctzrre a’es olzgosacc/zarzJes par la m&izode de mktlzy- 

Zatrozz - Les ohgosacchandes ont Cte methyles par I’lodure de methyle dans la 
N,N-dlmethylformamlde selon Kuhn ef al g Le prodwt obtenu est ensulte repros par 

1 ml d’lodure de mCthyle 250 mg d’oxyde d’argent et 150 mg de sulfate de calcium 
anh sont aJout6 et le melange est chauffrZ 2 reflux pendant 20 h, en ajoutant toutes 
Ies 4 h les mimes quantltCs des trols rkactlfs On filtre, lave le filtre avec du chloro- 
forme puns Cvapore B slcclte sous presslon redulte 

Les ohgosacchandes permethyl& sont traltes par I aclde chlorhydrlque 4hr, B 

100” pendant 4 h, pms I’aclde chlorhydrlque est ChmmC par dlstlllatlon sous wde a 30” 
Les ethers methyhques des monosaccharides sont ensulte ldentlfies par une electro- 
phorese prtparatwe dans un tampon acetate de pyrldme de pH 3,9, on separe, de 
cette mamere, les monosaccharides mCthylCs neutres et les derives methyl& du 2- 
ammo-ZdCsoxy-D-glucose 1 ’ Les premiers sont d’abord transformes en methyl- 
glycosldes par I’actlon du gaz chlorhydrlque BI dans le methanol en tubes scelles sous 
vlde, pendant 8 h a 100” La solution est ensuite traltee par du carbonate de plomb, 
filtrCe et Cvaporee a slccltC sous wde Le resldu est repros par du chlorofolme ou par 
du methanol et analyse par chromatographle en phase gazeuse (volr Tableau II) 

Les &hers mCthyhques du 2-ammo-2-desoxy-D-glucose sont 1dentlfiCs par chroma- 
tographle en phase gazeuse des U-acityl-O-methyl-D-arabimtols form& par dCsamma- 

tlon oxydatlve des derives 0-mCthylCs du 2-ammo-2-d&oxy-D-glucose par la run- 
hydrme ’ ’ 

H>Jdrolyse ezzzymatzque des olzgosaccharzdes - Nous avons utlhse les glyco- 

sldases sulvantes /jr-D-galactosidase (E C 3 2 1 23) de la rate de bcwf”, a-wgalacto- 
sldase (E C 3 2 1 22) des grames de fenugrec’ 3, r-D-mannosidase (E C 2 2 I 24) de la 
f&e Jack”, N-acetyl-j?-D-glucosamimdase (E C 3 2 1 30) de la feve Jack’ 5 L’hydro- 
lyse des ohgosacchandes (2mhr) a ete effectuee en prisence de 0,l Zt 1 unite d’enzyme, 
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B 37” pendant 48 h, dans un tampon citrate de sodmm O.Olhf-phosphate dlsodlque 

O,lhr de pH 4,6 pour la /I?-D-galactosldase et pour I’cr-D-mannosldase, de pH 5,4 pour 
la N-acetyl-B-D-glucosammidase et de pH $5 pour I’=-D-galactosldase Apres arrEt 
de I’actlon des enzymes par chauffage B 70” pendant 1 a 2 mm, les monosaccharides 
hber& ont ete dosts par reductimetrie’6 et Ie 2-acetamido-Z-dksoxy-D-glucose par 
coIorlmCtrle a I’alde d’un reactif au borate-p-dlmethylammobenzaldehyde”, apres 
purification des hydrolysats sur Dowex 50 (X-S, 25-50 <( mesh >>, Hf) PUIS sur Duohte 
A- IO2 D (25-50 << mesh >>, HCO;) 

Acr~ou clrr chiorwe de rrIpl&rl_vlrett azolrrrm - Pour confirmer, dans les ohgo- 
saccharides C, E et F, la substitution du groupement hydroxyle en position 2 du resldu 
de D-mannose place en position termmale reductrice nous avons utlhse le reactif au 

chlorure de trlphCnyltCtrazohum’8 qui fournit une coloration rouge uniquement 
avec les glucldes dont le groupement hydroxyle en posmon u du groupement carbony 
est hbre 

Ac&olpe ties olqosacchandes - Les ohgosaccharldes de masse moleculalre 
suptneure, natifs et redults, ont Cte acetolysks pendant 1 a 2 Jours et les acetolysats 
ont ete saponifies et pwdies sur echangeurs d’ions dans les conditions dCcrltes dans le 
precedent mCmone’ Les glucldes, natlfs ou rCdwts, presents dans la Fraction Neutre 

des acetolysats ont ete Isoles par chromatographle preparative sur papler et leur 
structure a etC determinCe par 1 apphcation des procedes decrits cl-dessus 

RfSULT4TS 

IsolemetIt des ofrgosacclrarrdes - Toutes Ies fractions obtenues par chromato- 

graphle sur charbon-Cehte sont heterogenes, a i’exceptlon de ia Fraction FNC, 5 qul 
ne contlent que 1 ohgosaccharlde D (Tableau I) L’lsolement des autres glucldes 
a Cte reahse par chromatographie et, parfols, par electrophorese preparatlkes sur 
papler des dlfferentes fractions FNC de la mamere suwante La Fraction FNC3 5 a 
donne par chromatographle sur papler dans Ie Solv 2 les ohgosacchandes C, H et J a 
I’etat pur Dans un prermer temps, la chromatographle sur papler de Ia Fraction 
FNC5 dans le Solv 2 fourmr 1 ollgosacchande M pur et Ie melange des ohgosac- 
charrdes A et B que 1 on separe, dans un second temps, par electrophorese sur papier 

a pH 9,2 La chromatographle sur papler dans le Solv 2 de la Fraction FNC7 5 permet 
d’obtemr les ohgosacchandes G, K et L4 purs La Fraction FNC,, contlent les 
ohgosaccharxdes E et F qul peuvent Gtre separes par chromatographle sur papler dam 

le Sol\ 1 Tous les ohgosaccharldes que nous avons obtenus sont homogenes en 
chromatographle et en electrophorese Cette homogenelte d et6 ulterleuremen: 
confirmee par les resultats des experiences de methylatlon 

*Da_\ autres glucides (ohgosaccharldrs N et 0) ant, en outre e:e ~soles en f;llbIc quantlte et nous 
n'avons pu determiner, Jusqu’a present, que leur composltlon molalre 11 s’aglt de 2 hexasaccharldes 
constltues de 3 resldus de D-mannose et de 3 resldus de I-acetamido-2-desoxj-D-glucose 
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Structure des olrgosaccharrdes - La structure complete des 13 ohgosaccharrdes 
A ti M a 6te dttermmee sur la base des resultats expertmentaux sutvants (a) Tous les 
olrgosaccharrdes possedent un resrdu de D-mannose en posrtron termmale reductrrce, 
a l’exceptron de l’ohgosaccharrde B dans lequel cette posrtron est occupee par 
un resrdu de 2-acetamrdo-2-desoxy-D-glucose, (b) I’hydrolyse des ohgosacchartdes 
permethyles contenant un resrdu de 2-acetamido-2-desoxy-D-glucose fourmt touJours 
du 2-ammo-2-desoxy-3,4,6-trr-O-methyl-D-glucose, a l’exceptron de I’ohgosac- 
charade B qur donne du 2-desoxy-3,6-dr-O-methyl-D-glucose Dans tous ces ohgosac- 
charrdes (sauf B), un resrdu de 2-acetamrdo-2-desoxy-D-glucose se trouve done en 
posrtron termmale non reductrrce, (c) en outre, les resultats parttcuhers survants ont 

dtd obtenus 
L’olrgosacchartde A a CtC rdentrfie au O-2-acetamrdo-2-desoxy-j&D-gluco- 

pyranosyl-(l-+4)-r>-mannopyranose de la man&e sutvante I1 est constitue, en 
proportrons Cqutmolaues, de 2-acetamrdo-2-desoxy-D-glucose et de D-mannose Ce 
dermer drsparait totalement apres reductron par le borohydrure de sodrum et 11 
apparait du manmtol L’hydrolysat du d&we permethyle contrent du 2-ammo-2- 
desoxy-3,4,6-tn-U-methyl-D-glucose et du 2,3,6-trr-O-methyl-D-mannose L’ohgosac- 
charade est hydrolyse par la N-acetyl-/?-D-glucosammrdase de la feve Jack 

L’ohgosacchande B possede toutes les propnetes chrmrques (Tableaux I, II et 
III) du O-/3-D-galactopyranosyl-( 1+4)-2-acttamldo-2-desoxy-D-glucopyranose (IV- 
acetyllactosamme) qul avan deJ& Cte 1soiC des products de l’hydroiyse mCnagCe de 
l’ovomucorde7 I1 est, en outre, totalement hydrolyse par la J-D-galactostdase de la 
rate de bceuf 

TABLEAU II 
IDEhTIFICATIOhC, PAR CHROXIATOGRAPHIE Eh PHASE GAZEUSEb, DES ETHERS \lETHl LXQUES VU 

D-MANhOSE PRESEhTS DAhS LES hYDROLYSATS DES OLIGOSACCHARIDES A-M PERXIETHYLES 

A B C D E F GHIIKL 111 

2,3,4&i-Tetra-0-methyl 
3,4,6-Tn-O-methyl 
2,4,6-Trl- 0-mCthy1 
2,3,6-Trl-O-methyl 
3,4-DI-O-methyl 
2,4-DI-O-methyl 
3,6-DI-O-methyl 
2,6-DI-O-methyl 
4,6-DI-O-methyl 
2,3-DI-O-methyl 

1 + 
2,16 -I- + - 

2 46 + + -I- T 
3,23 + + + 
5 
6,13 
6,93 + -I- + 
7,66 t- + + c 
8,62 t 
9 36 

‘Sous la forme de methyk&D-mannosldes bCondltlons expenmentales Apparel1 Aerograph 1 200 
detectlon par lomsat~on de fldmme, coionne de verre (0,2X 300 cm), phase statlonnalre 3% de 
Carbowav 6 000 sur Chromosorb WHMDS (60-80 c< mesh >s), temperature 170”, gaz vecteur zote 
(deblt 30 ml/mm) lemps de retention relatif au methyl-2,3,4,6-tetra-O-meth~I-o,~-~-mannos~de*” 
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TABLEAU III 

IDENTIFICATIOU PAR CHROhlATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE DES O-.&ETHYL-O-ACETYL- 

D-ARABINITOLS OBTENUS A PARTIR DES ETHERS hlETHYLlQUES DU 2-ACETALIIDO-2-DESOXY-D-GLUCOSE 

PRESENTS DANS LES HYDROLYSATS DES OLIGOSACCHARIDES A-M PERMETHYLESa 

0-Merlrvl-O-acet4I-D-arabmrtols TP Oltgosaccharrde 

A,CuM B 

1,5-Dl-O-acetyl-2,3 4-tn-0-methyl= 1 
1,4-DI-O-acetyl-2,3.5-two-methyl 0,77 + 
1,3,4-Trl-0-acetyl-2.5dt-O-methyl I,29 + 

“Selon Ref 10 et 11 *Temps de retention relatlf du 1,5-dI-0-acetyl-2 3,4-tn-0-methyl-D-arabmltol 
‘Ce temom mterne a ete chols1 d dessern car 11 ne figure pas pa-1 les prodults de la desammatmn par 
la nmhydrme des ethers methyhques du 2-acetamldo-2-desoxy-D-glucose habltuellement presents 
dans les hydrolysats de glycannes permethylb 

L’ohgosaccharlde C est le O-T?-ac&amIdo-Zd&oxy-/_?-D-glucopyranosyl-( l-+2)- 
D-mannopyranose I1 possede en effet, les mi?mes caractertsttques que I’olrgosaccha- 
ride A, & la difference pres qu’ll fourmt, apres methylatlon, du 3,4,6-tn-O-mCthyl-D- 
mannose et qu’ll donne une rCactlon negative avec le chlorure de trlphenyltetrazohum 

L’ohgosacchat lde D po&de les proprlCtCs d’un mannoblose le O-a-D-manno- 
pyranosyl-(l-+3)-D-mannopyranose Cette structure a ete dCfime sur la base des 
resultats suwaqts la rCductlon par le borohydrure de sodium fait dlsparaitre la 

mottle du D-mannose tandls qu’apparait du manmtol Le dlsaccharlde permethyle 
donne du 2,3,4,6-tetra-0-methyl-D-mannose et du 2,4,6-tri-0-methyl-D-mannose I1 
est totalement hydrolyse par l’a-D-mannosidase de la feve Jack I1 est mteressant de 
signaler que le mCme mannoblose a etC obtenu a partlr des hydrolysats acldes partlels 
de I’ovomucoldezo 

L’ohgosacchande E repond B la formule du O-%acetamIdo-2-desoxy-P-D- 

glycopyranosyl-( l-+3)- O-[2-acetamldo-2-desoxy-P-D-glucopyranosyl-( l-2)]-D-man- 
nopyranose En effet, 11 renferme du 2-acetamldo-2-desouy-D-glucose et du D-mannose 
dans les rapports molalres 2 1 La totahte du D-mannose est redultepar le borohydrure 
de potassium Sa masse moleculalre dktermmee par chromatographte sur Sephadev 
est de 61.5 (talc 556) On obtlent, par methylatlon, du 2-ammo-2-dCsoxy-3,4,6-tn-O- 

methyl-D-glucose et du 4,6-di-0-mCthyl-D-mannose La I\‘-acityl-j_?-D-glucosamlmdase 
de la feve Jack hbere du 2-acetamldo-2-desoxy-D-glucose et du D-mannose L’ohgosac- 
charade ne reagit pas avec le chlorure de trlphenyltetrazohum 

L’ohgosacchande F a ete ldentlfie au 0-2-acetamldo-2-desoxy-,8-D-glucopyra- 
nosyl-( l-+4)- O-[2-acetdmido-2-desoxy-fi-D-glucopyranosyl-(I -Ii?)]- D- mannopyra- 
nose de la mamere sulvante I1 est constltue de 2 resldus de 2-acetamido-2-desoxy-D- 

glucose et d’un resldu de D-mannose qul dlsparait par reduction Sa masse moleculalre 
mesuree par chromatographle sur Sephadev est de 610 (talc pour un trlsaccharlde 
586) La methylatlon fourmt, outre du 2-ammo-2-disoxy-3,4,6-tri-O-mCthyl-D- 
glucose, du 3,6-dl-0-methyl-D-mannose L’acetolyse conduit a un melange des deux 
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disaccharides A et C Le trisaccharide est hydrolyse par la N-acetyl-/I-D-glucosamml- 
dase de la f&e Jack en 2-acetamido-2-desoxy-D-glucose et en D-mannose I1 n’est pas 
rCvClC par le reactif au chlorure de triphenyltetrazohum 

L’ohgosaccharide G est le 0-2-acetamido-2-desoxy-j?-D-glucopyranosyl-( 1+4)- 
0-a-D-mannopyranosyl-( l-3)-D-mannopyranose En effet, 11 est compose de 2-a&a- 
rmdo-2-desoxy-D-glucose et de D-mannose dans les rapports molaires 1 2 et la moitie 
des residus du D-mannose est ehmmCe par rCduction La masse moleculane ddtermmee 
par chromatographie sur SCphadex est de 540 (talc pour un tnsacchande 545) On 
obtient, apres permethylation, du 2-ammo-2-desoxy-3,4,6-tri-O-methyl-D-glucose, du 
2,3,6-tri-O-methyl-D-mannose et du 2,4,6-tri- 0-methyl-D-mannose L’adtolyse 
conduit a un melange des ohgosaccharides A et D La N-acetyl-B-D-glucosammidase 
de la feve Jack hbere du 2-acetamido-2-desoxy-D-glucose et du disaccharide D 

L’ohgosaccharide H differe de l’olrgosaccharide G par la conJugaison du resrdu 
de 2-acetamrdo-2-desoxy-D-glucose en position C-2 au lieu de la position C-4 sur le 
residu de D-mannose median C’est done le 0-2-ac&amido-2-d&oxy-/3-D-glucopyrano- 
syl-(l--52)- O-a-rr-mannopyranosyl-( 1+3)+mannopyranose En effet, les deux gluw 
des possedent les memes propnetes mais different sur les deux points suwants la 
methylation fourmt, outre du 2-ammo-2-desoxy-3,4,6-trr-O-methyl-D-glucose et du 
2,4,6-tri-0-methyl-D-mannose, du 3,4,6-trr-0-methyl-D-mannose L’acetolyse donne 
Ies ohgosaccharides C et D 

L’ohgosaccharide I est un isomere des deux tnsaccharides G et H precedents 
dont 11 differe par la positron du residu de 2-acetamido-2-desoxy-D-glucose qui est, 
cette fois, conJuguC sur le residu de D-mannose en position termmale reductrlce 
11 s’agit du 0-a-D-mannopyranosyl-( l-+3)- 0-[2-acetamido-2-d&soxy-/l-D-gIucopyra- 
nosyl-( l-4)]-D-mannopyranose 11 possede done, comme le trisacchande H, les 
caracteristiques du trisaccharide G sauf en ce qm concerne les prodmts de la methy- 
lation qui sont le 2-ammo-2-desoxy-3,4,6-tn-O-methyl-D-glucose, le 2,3,4,6-tetra-O- 
methyl-D-mannose et le 2,6-di-0-methyl-D-mannose En outre, on obtient par 
acetolyse les ohgosaccharides A et D et, par hydrolyse a l’aide de la N-acttyl+D-glu- 
cosanumdase de la feve Jack, du 2-acetanudo-2-desoxy-D-glucose et le disaccharide D 

L’ohgosacchande J est le O-2-acetamido-Zdesoxy-/?-D-giucopyranosyl-(1+2)- 
O-a-D-mannopyranosyl-O-[2-ac~tamldo-2-dQoxy-~-D-glucopyranosyl-(l -+4)]-D-man- 
nopyranose En effet, 11 renferme du 2-acetamido-2-desoxy-D-glucose et du D-mannose 
en proportions iaentiques et la reduction par le borohydrure de sodium ehmme la 
moltit des r&rdus de o-mannose, sa masse moleculan-e prCcrsCe par chromatographie 
sur SCphadex est de 750 (talc pour un tetrasaccharide 748), on obtient par per- 
methylatlon, du 2-ammo-2-desoxy-3,4,6-tri-O-methyl-D-glucose, du 3,4,6-tn-O- 
m&hyl-D-mannose et du 2,6-dr-0-methyl-D-mannose, l’acetolyse fournit une faible 
quantite de dlsacchandes A, C et D et une quantiti importante des trisacchandes H 
et I, l’hydrolyse par la N-acetyl-j.%D-glucosamJnidase de la feve Jack hbere du 2-a&a- 
mido-2-desoxy-D-glucose et le disaccharide D 

L’ohgosaccharide K est un tetrasaccharide isomere du precedent par la position 
des deux residus de 2-acetamido-2-desoxy-D-glucose qm sont fw5.s sur le residu median 
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de D-mannose 11 posskde la structure du 0-2-acCtamido-2-desoxy$-D-glucopyrano- 
syl-(I +4)-0-[2-acetamldo-2-dCsoxy-B-D-glucopyranosyl-( I +2)]-O-cr-D-mannopyrano- 
syl-(l-+3)-D-mannopyranose Certames de ses propr1Cte.s sont done celles de I’ohgo- 
saccharlde J dont 11 dlffere nCanmoms par la nature de I’un des d&&s methyles du 
D-mannose qm est Ie 2,4,6-tn-O-mCthyI-D-mannose et par Ies products de I’acCtolyse 

qm sont les olrgosaccharldes F, G et H 
L’ohgosacchande L est aussl un lsomere du tCtrasacchande J 11 s’a@t du 0-2- 

ac&amido-Zd&oxy-P-D-glucopyranosyl-(I +4)- O-cr-D-mannopyranosy1-( 1+3)-O- 
[2-ac&amido-2-dCsoxy-B-D-gIucopyranosyI-(I +4)]-D-mannopyranose II conduit, en 
effet, aux mCmes r6ultats exp&mentaux yue I’ohgosacchande J, aux dlffkrences prts 
suwantes Ia permCthyIatlon fourmt, outre du 2-ammo-2-dCsoxy-3,4,6-tn-O-mCthyI- 
D-glucose et du 2,6-dl-0-mCthyl-D-mannose, du 2,3,6-trl-0-methyl-D-mannose et 
I’adtolyse hb&-e Ies ohgosaccharldes A, D, G et I 

L’ohgosacchande M possede Ia structure du 0-2-acitamido-2-desoxy-P_D- 
glucopyranosyl-(I +4)- 0-[2-acetamido-2-disoxy-a-D-gIucopyranosyI-(I 42)1-O-~-~- 
mannopyranosyl - (1+3) - 0 - [2-acCtamldo -2-disoxy- & D-glucopyranosyl-( I-+4)] - D- 
mannopyranose Cette structure a CtC dCtermmCe de Ia man&e suwante Les rCsldus 
de 2-acCtamldo-2-dCsoxy-D-glucose et de D-mannose sont dans Ie rapport 3 2 La 
molt16 de Ia quantlte de D-mannose qu’ll renferme dlsparait Iors de Ia rCductlon par le 
borohydrure de sodium II s’aglt done d’un pentasaccharlde d’une masse moICcuIalre, 
dCtermmCe par chromatographle sur SCphadex, de 930 (talc pour un pentasaccharrde 

950) Apr& permCthylatlon, on ldentlfie le 2-ammo-2-disoxy-3,4,6-tn-U-methyl-D- 
glucose, Ies 2,6- et 3,6-dl-0-mCthyi-D-mannoses L’hydrolyse par Ia N-acCtyI-j&D- 
glucosammldase de la feve Jack hbere du 2-acCtamldo-2-dCsoxy-D-glucose Enfin, 
nous avons 1dentlfiC dans les acCtolysats les trlsaccharldes G, H et I et les Wrasac- 
charldes J, K et L 

DISCUSSION 

Les comportements des hCtero-ohgosacchandes au tours de Ia chromatographle 
sur charbon-Cehte sont etonnants et dlfficlles ii pr&olr, mis B part I’effet retardateur 

du resldu de 2-acCtamido-2-dCsoxy-D-glucose7 En effet, des ohgosaccharldes lsomb 
res posssdent des comportements dlfferents comme, par exemple, les trlsaccharldes 
H et G qul sont eIuCs, respectlvement, avec de I’CthanoI aqueux B 3,5 et B 7,5 % En 
outre, des ohgosaccharldes de masses moICculaIres tr& dlstmctes comme, par exemple, 

Ies deux dlsaccharldes A et B, d’une part, et Ie pentasaccharlde M, d’autre part, sont 
dCpIacCs par I’CthanoI aqueux & 5% Le comportement des ohgosacchandes sur 
charbon est done Ctroltement 116 Q Ieur structure sans qu’ll nous solt possible, pour 

I’mstant, de tlrer des rtgles g&&ales des r&ultats que nous avons obtenus Toutefols, 
Ies chromatographles sur charbon sont extriimement reproductlbles et cette observa- 
tion est Q Ia base d’un procede de carte chromatographlque que nous avons dCcnt 
dans un mCm0n-e anteneur’ ’ 

La connaIssance de la structure de 13 ohgosaccharldes que nous avons 1so1b de 
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la Fraction Neutre des acCtolysats de l’aslaloglycopeptlde /? de l’ovomucolde permet 
de poser en hypothkse que l’a&tolyse coupe prtfirentlellement les halsons glycosl- 
dlques des monosaccharldes neutres En effet, aucun des ohgosacchandes obtenus 
dans la Fraction Neutre, ii l’exceptlon de la N-acCtyllactosamme, ne posdde un 
rCsldu de 2-acetamldo-2-dCsoxy-D-glucose en posltlon termmale rCductrlce et nous 

avons dCmontr& dans le prCcCdent memoire’, que les procCdes d’adtolyse et de 
sapomficatlon des acCtolysats n’entrainalent pas de destructlon du 2-acetamldo-2- 

ddsoxy-D-glucose Toutefols, cette hypothbe demande & &tre confirmge par 1’Ctude 
des compo& gIucldlques de la Fraction Baslque et de la Fraction Aclde des acetoly- 
sats L’emplol de l’adtolyse dans l’exploratlon de la structure des glycannes n’exclut 
done pas celul de l’hydrolyse partlelle par Ies r&.mes de poIystyr&e sulfonC Les deux 
pro&d& sont, en effet, complementalres pulsque dans ce dermer cas la maJeure partie 

des saccharides possedent, en posltlon termmale riductnce, un rCsldu de 2-acCtamldo- 
ZdCsoxy-D-gIucose dont les hasons sont les moms stables vls-lvrs des agents acldes 
d’hydroIyse7 

Les risultats que nous avons obtenus ne sont pas mterpretables du pomt de vue 
de la connalssance de la structure de la fraction glycanmque de l’ovomucoide En 
effet, 11 est lmposslble de reconstltuer quelque structure que ce solt & partlr des trop 
nombreux fragments ohgosaccharldlques que nous avons 1soICs Tout au p;us pour- 
nons-nous faire figurer dans le schema la formule du pentasacchande M sans toutefols 
Gtre 5 mtme de prCclser sa posltlon au sem du glycanne De toute faGon, la fraction 
des hydrolysats pronaslques de l’ovomucolde que nous avons CtudlCe provenalt de 
deux vanants de l’ovomucolde (aslalo-ovomucoldes 1 et 2)” Chaque vanant ren- 
fermant 2 groupements glycanmques, Ia fraction << gIycopeptlde /I>) est done un 
melange de 4 glycopeptldes dont nen ne prouve a przorz que leurs structures solent 
ldentlques Les rCsuItats de l’acetolyse pourront done &re mterpretes seulement quand 
I’lsolement de chacun des glycannes des ovomucoldes 1 et 2 aura CtC rCahse 

Toutefols, les ohgosaccharldes que nous avons lsol& en quantltk importante 

sont, d& ii present, extremement precleux, d’une part pour mettre au pomt Ie procedt 

de carte chromatographlque’ ’ des products d’adtolyse des glycopeptldes que nous 
avons mentlonne, d’autre part pour prkparer certams &hers mCthyhques du mannose 
et enfin pour etudler les relations entre la conformation des saccharides et l’actwt6 

amsl que la spCclficltC de N-ac&yl-B-D-glucosammldases et d’a-D-mannosidases 
d’ongmes dwerses 
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