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Note 

Quelques pr&isions sur la structure de I’amyloide de capucine’ - 

P LE DIZET 
U E R de B&ogre Humaine et Exphmentale et E R A no 99 du C N R S, 
Unroersrtt! RenP Descartes, 4, Avenue de 1’Obseruatorre. 75Parrs VI (France) 

(Re9u le 9 mars 1972, accept& apr& modrficatron le 14 avnl 1972) 

Les amyloides ont CtC decouverts au mrheu du 19eme srecle’. S’I~S paraissent 
absents chez les Monocotyledones, ds ont Cte d&elk chez les Drcotyledones’ En 
g&Gral, les grames renfermant des galactomannannes ou de l’amrdon en sont dipour- 
vues. Ils semblent Ctre constrtues par une chaine centrale d’umtes de &D-glucose 
IrCes en (l-4) sur Iesquelles vrennent se brancher en C-6 des umtCs de D-xylose, 
elles-mCmes substnkes par des molecules de D-galactose chez le tamarm (Tamarmdus 

mdzca)3 Chez la capucme (Tropeolum maJus)4 les branchements serarent constrtuCs 
sort par de courtes chaines de D-xylose, soit par des urn&% de D-galactose : la structure 
de base proposCe par Hsu et Reeves4 &ant la survante . 

- 

L’hydrolyse acrde totale condmt au rapport molaire suivant D-galactose-D- 
glucose-D-xylose 13 2 SI, au tours des hydroIyses acrdes menagtes, nous avons 
retrouve du cellobrose - cordirmant amsr la structure de la chaine cent&e de 
resrdus D-glucose - nous n’avons jamars dCcelC de D-xylosyl-D-xylose, m de D- 

galactosyl-D-glucose Par contre, la prCsence constante de D-galactosyl-D-xylose 
permet de penser que la plupart des harsons glycostdrques du D-galactose sont conju- 
guCes en O-2 du resrdu de D-xylose la methyiatron conduit en effet au 2,3,4,6-tetra- 
U-methyl-D-galactose et au 3,4 dr-O-methyl-D-xylose 

La posrtion termmale du residu de D-galactose est mdiscutable - 11 est hbere 
le prermer au cows des hydrolyses acrdes m&a&es et la mbthyiatron de 1’amyfoIde et 

l DedA au Professeu Jean-&nrle Courto~s B l*occas~on de son 65&me amuversaue. 
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des oligosacchandes qm en dCnvent n’aJamars foumi que 1e 2,3,4,6-tCtra-U-mCthyl-D- 
galactose Quant B la configuration a ou /3 de ces rtsldus termmaux, elle ne parait pas 
Ctabhe avec certitude - forme jI dans 1’amyloIde de tamarm et forme c1 dans l’amy- 
loide de capucme4, celle-a Ctant suggkree en fonction de vanations du pouvolr rota- 
tone au cows de l’hydrolyse 

Toutefols l’hydrolyse Importante du D-galactosyl-D-xylose par la fl-galactosi- 
dase d’Eschericha cob, sa r&stance 2 l’actlon de dlfferentes a-D-galactosldases vkgk- 
tales dCpourvues de B-D-galactoadase et son pouvolr rotatolre Evogyre sont en faveur 
de la configuratIon p de la Ixaxson giycosxdrque du rkdu de D-galactose termmal de 
I’amyloide de capucme - 

La prksence de 2&l-tri-O-methyl-D-xylose dans l’hydrolysat de l’amylo?de 
totalement mCthylC, la formatlon de D-xylosyl-D-glucose au tours de I’hydrolyse 
aclde menagee et la hbtratlon de ce dlsacchande par action de la cellulase commerclale 
“ Astra ” et d’une p-D-g1ucosldase de sarrasm’ ayant la propnetk de dCtacher les 
dlsacchandes, notamment & partlr d’hCt&osldes, prouvent l’exlstence, dans la molC- 
cule d’amyloide, d’un r&du de D-xylose termmal 116 B un rtsldu de D-glucose 

On pourralt supposer qu’au tours de l’hydrolysc aclde mCnagCe, le rCsxdu de 
D-galactose termmal d’une chaine laterale &ant hberC le prermer, un rkdu de D- 

xylose dewenne & son tour termmal Mals le fait que des enzymes hbkent dlrectement 
le D-xylosyl-D-glucose sans dktacher un rkdu de D-galactose permet d’admettre que 
ce r&du de D-xylose terminal preexlste dans la molecule d’amyloide de capucme 
L’ensemble des rksultats que nous avons obtenus nous permet de modtier le schema 
propose par Hsu et Reeves4 et de proposer la structure smvante : 
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PARTIE EXPJkIMENTALF 

Ch-onratographre - Pour l’ldent&catlon et la stparatlon des oses et des 
ohgosaccharldes nous avons utrhd, en chromatographe descendante, le papler 
Schlelcher et Schull 2043b Mgl avec le solvant alcool butyhque-pyrldine-eau 
(9 5 4, v/v), les r&elatlons Ctant effect&es avec le rkachf B la /I-naphtylamme Les 
d&&s methyl& ont ktk Identti.Cs et &part% sur paprer Whatman no 1 traltC par le 
chlorure d’ammonmm B 2%, en chromatograpke ascendante, avec le solvant 
octane-2-propanol-ammoniaque 10 % (50 25 2, v/v) La r&Clation est effectuee 
avec le rCacti B l’oxalate d’amlme 
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Exfracfron - Nom avons repris, sans modifications importantes, Ie protocole 
dcjja dicnt4, rendement 21%, [&’ +80,8” (c 0,5, eau) 

MAhyIatron - Le polysaccharrde a CtC methyl& d’abord par la mcthode de 
Haworth6, pms par Ia mtthode de Purdre et Irvme ’ Le polysacchande methyl6 est 
ensmte somms A une methanolyse’ et a une hydrolyse actde Les d&w% mithylb 
rdenties ont CtC separes par chromatographre sur paprer . 2,3,4,6-tetra-O-methyl-D- 
galactose, 2,3,Ptrr-0-methyl-D-xylose, 2,3,6-trr-O-methyl-D-glucose, 3,4-dr-O-methyl- 
D-xylose et 2,3 dr-O-methyl-D-glucose 1 

Nous avons toujoursremarque un dbficit en 2,3 dr-O-methyl-D-glucose, ce qul 
peut s’exphquer par I’encombrement stcrrque de la moICcuIe rendant l’acces drfficrle 
du reactif methylant aux glucoses tnsubstrtuts Nous avons parfors observe une tache 
correspondant B un d&v6 monomCthyI6 du glucose sans que nous pmsslons Juger ~$1 
s’agrt de Ia presence reeIIe de queiques umds de D-glucose tetrasubstrtue ou d’une 
methylatron mcomplete Cans tous nos essars nous n’avons rencontre qu’un seul 
d&we du D-galactose, le 2,3,4,6-tetra-0-mcthyi-D-galactose, ce qur confirme la 
position terminale des umtes de galactose dans la molecule Nous avons obtenu deux 
derives methyl& du D-xylose, Ie 2,3,4-trr-0-methyle et Ie 3,4-dl-0-metbyle Les 
umt& de D-xylose sont done sort termmales, sort substltuees en C-2 Enfin, nous 
avons identrfie deux dCnvCs methyl& du D-giucose le 2,3,6-tn-0-methyle d&want des 
umtes de D-ghrcose de Ia chaine centrale, et Ie 2,3-dr O-mcthyle provenant de ces 
mCmes umtes mars supportant une chaine IatCraIe 

Hydrolyse acrde totale - Nous avons utlhse I’acrde sulfurlque 2,%x agtssant 
pendant 4 h a 100” La determmatlon quantitatrve des sucres reducteurs hberb a 
four-m la composnion suivante par rapport au D-g&iCtOSe : D-galactose, 1, D- 

glucose, 2,82-3,50, D-xylose, 1,82-2,15, D-arabmose present en tres farble quantlte 
HydroiJse aade n&agPe - L’amyloide, en solutron aqueuse, chauffe A 100” 

pendant 3 Jours n’a pas Ctt hydrolyse et, soumls A l’actron de I’aclde sulfurrque 5M 

5 froid, II demeure mattaque II est done nccessane d’effectuer I’hydrolyse en mrheu 
acrde et A chaud L’ttude analytrque de I’hydrolyse acide menagee en vue d’obtemr 
le rendement maxrmum en ohgosacchandes nous a condurt h I’utrhsatron des acrdes 
sulfurrque et oxahque 

Hydrolyse par I’acrde oxakque Soumrs a I’actron de I’acrde oxalique M pendant 
2 h A 100” suwie d’une draIyse pour recuek Ies ohgosacchandes form& (D-galactosyi- 
D-XyIose, D-XyIosyI-D-glucose, ceIIobrose, trr-, tetrasacchandes et homologues sup& 
meurs), I’amyloide a fourm une fractron adralysable qm precrprte par I’addmon de 3 
VOI d’Cthano1 & 95 % Le pr&prtC obtenu, [XI;’ +57 2” (c 0,816, eau), plus soluble 
dans I’eau que I’amyloide, hydrolyse par I’acrde sulfunque 1,25~ pendant 5 h B 
100” donne du D-galactose, du D-glucose et du D-xylose dans Ie rapport 1.6.3 
Le pouvoir reducteur, exprlme en glucose par rapport au pords set de prodult, s’eleve 
Q 3,84 % (amyioide 0,5 % de pouvou rCducteur) 

Hydrolyse par i’acrde sulfurzqzre II ressort des essars que nous avons effect& 
avec des concentratrons en acrde variant de 2-5mM que le D-galactose est touJours 
hbCre le premrer, le D-xylose appararssant ensuxte 
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Avec l’acide lOmar, le D-glucose n’apparatt en qua&t& notable qu’apres 3 
Jours de contact La hberatron du D-glucose coincrde avec la presence dans l’hydro- 
lysat du cellobrose et des ohgosaccharrdes supeneurs. 

Pour l’obtentron du D-galactosyk-xylose et du D-xylosyl-D-glucose qm nOUS 
mteressent particuherement, nous avons retenu l’actron de l’acide sulfunque 5m~ 
agssant pendant 8 pours B 100” La quanut& totale des ohgosacchandes obtenus ne 
represente que 20 a 30 % de l’amyloide, le reste &ant constrtu6 par Ies monosaccharr- 
des hbres Au tours de l’hydrolyse apparait une fraction msoluble qm, separte et 
hydrolyde, renferme 8 residus de D-gh3COSe pour 2 de D-xylose Tout se passe done 
comme sr une fractron peu substltuee de la chaine centrale avan CtC toupee fractron 
pr~exlstante ou demasquee par I’acrde d&chant les chakes IatCrales 

~-GaZactosyZ-~-xyl - Ce compose a CtC obtenu 8 I’Ctat amorphe par chro- 
matographre preparative sur paprer de l’hydrolysat par les acrdes drluCs, [cz]$’ -2,1-, 
-6,3” a 1’Cqmhbre (c 0,95, eau) Koorman3 a 1so1C 2 partrr d’un hydrolysat partrel 
d’amyloide de tamarm un 2-O-#I-D-galactopyranosyl-D-xylose ayant [& + 30” 

L’hydrolyse acide totale par l’acrde sulfunque O,~M pendant 45 min B 100” 
fommt du D-galactose et du D-xylose en quantrtes tqmmolarres 

La methylanon complste smwe d’une hydrolyse donne le 2,3,4,6-t&a-0- 
methyl-D-galactose et le 3,Pdr- O-methyl-D-xylose Le pouvorr r&ducteur, expnmk 
en D-xylose, est de 5,5% 

Sur des solutions aqueuses du drsaccharrde nous avons fart agrr dwerses 
or-D-galactosidases depourvues de p-D-galactosrdase ainsi que la /?-D-galactosidase 
d’Escherzchza cob, qm est sans actron sur la rafhnose et sur le phenyl-cr-D-gdacto- 
pyranosrde Apres 3 h d’mcubatron B 37’, ?t pH 5,6, l’c+D-galactosldase du cafeg, 
l’a-D-galactosrdase de fenugreclo et l’a-galactosrdase de lucerne” se sont n&lees 
mactlves Dans le mgme temps la 8-Dgalactosldase d’Escherzchza coli hberart 61,5 % 
du D-galactose de la molecule 

D-ikjdOSJ’&D-&COX - Apres avow ISOIC ce gluclde par chromatograpke 
sur paprer, d’une part a partrr de l’hydrolysat obtenu par l’acrde sulfunque drluC et, 
d’autre part, apres action enzymatique, nous avons fart agrr les enzymes smvantes - 

8 cellulases, 3 hCrmcellulases, 2 pectmases, l’enzyme de Rhamnus cathartrcus et 

l’enzyme de sarrasm En 24 h, ZI 37” et ii pH $6, I’enzyme de sarcasm hydrolyse 29 % 
de la mokule d’amyloide, en hberant du D-galactose, du D-xylosyl-D-ghrcose et 
d’autres oligosacchandes qui seront ttudres ulteneurement Les h&rucellulases, les 
pectmases et l’enzyme de Rhamnus cathartzcus sont restees pratiquement mactwes 
Parmi les cellulases, seule la cellulase commercrale “Astra”, apres 48 h a 37” et a 
pH 6,8, d&ache une grande quantrte de D-xylosyl-D-glucose accompagne d’un trr- et 
d’un tetrasaccharrde sans qu’rl y art hberatron notable de D-galactose et de D-xylose 

Ce D-XylOSyl-D-ghlcose, [a]Zp +56,3” (c 0,37, eau), obtenu a l’etat amorphe, 
l&&e dn D-xylose et du D-glucose en quantrtes Cqurmolarres apr& hydrolyse totale 
par I’acrde sulfunque O,~M pendant 45 min B 100”. Pour l’rsoprimeverose obtenu 
apres Isolement, Penla et Bishop” ainsi que Hsu et Reeves4 doMent les [a]n respectrfs 
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i-70” et +73,8”, tan&s que ZemplCn et B~gn&r’~, pour un Cchantillon synthkbque, 
rapportent [aID -I- 127” 

La m6thylatlon a fourm les deux d&w& smvants - le 2&l-tn-O-m&thyl-D- 
xylose et le 2,3,4-tn-O-mCthyl-D-glucose 
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