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ABSTRACT 

4-O-~-D-Galactopyranosyl-a,~-D-glucopyranosylamine (lactosylamine), B-D- 
gluco-, a- and p-D-galacto-, and /3-D-manno-pyranosylamines were bound to the 
carbodiimide-activated carboxyl groups of lysozyme. Of the 11 free carboxyl groups of 

the protein, -3 were substituted by cr,&lactosylamine, and -2 by the monohexo- 
sylamines. One of the 4 glycopeptides isolated from the tryptic digest of the lysozyme- 
lactosylamine conjugate was identical to synthetic I-N-I_-leucinoyl-4-O+D-galacto- 
pyranosyl-p-D-glucopyranosylamine, indicating the substitution of the carboxyl 
group of the C-terminal leucine residue. The isolation of a glycopeptide containing 
the aspartic acid residue in position 117 indicates that the second a$-lactosylamine 

residue is linked to the carboxyl group of this amino acid. Both of the 2 other glyco- 

peptides contain the same free carboxyl groups (one glutamic and two aspartic acid 

residues in positions 35, 48, and 52, respectively). The third a,&lactosylamine residue 
seems to be linked to one of these carboxyl groups. 

4-O-~-D-Galactopyranosyl-cr,8-D-glucopyranosyla~ne (lactosylamine) ainsi 
que les /?-D-gluco-, CL- and j3-D-galacto- et P-D-mannopyranosylamines ont Ct6 con- 
jugCes avec le lysozyme activt par un carbodiimide. Environ 3 des 11 groupements 

carboxyliques libres du lysozyme sont substituCs dans le dCrivC de I’a$-lactosylamine 
et environ 2 dans les d&iv& des monohexosylamines. Quatre glycopeptides ont ttC 
isolCs & partir de l’hydrolysat trypsique du produit de conjugaison lysozyme-lacto- 
sylamine. L’un de ces produits est identique B la I-N-L-leucinoyl-4-O-/?-D-galacto- 

pyranosyl+D-glucopyranosylamine obtenue par synthkse, ce qui indique la con- 
jugaison de la lactosylamine avec le groupement carboxylique du residu de leucine 
C-termina1 du Iysozyme. L’isoIement d’un glycopeptide contenant I’acide aspartique 

en position 117 indique qu’un autre rCsidu de l’a,&lactosylamine est 1% B ce r&idu. 
L’Ctude de la composition en acide amin& des deux autres glycopeptides indique 
qu’un troisi6me rCsidu de la lactosylamine est Ii6 2 un des trois groupements carboxyli- 
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ques libres des kidus suivants : I’acide glutamique 35 et l’acide aspartique en posi- 
-tion 48 et 52. 

INTRODUCTION 

Une des mkthodes pour obtenir des d&iv& glycosylk des prottines consiste 
B faire r&&r des glycosylamines avec des groupements carboxyliques des protkines 

&tivCes par un carbodiimide hydrosoluble 1-3. Dans ces composks, les glycannes sont 
directement Ii& B Ia chaine polypeptidique. Daus cette communication, nous pr&.en- 
tons I’Ctude de la structure des produits de condensation de la 4-U-B-D-galactopyra- 
nosyl-a$-D-glucopyranosylamine4 (I) ainsi que des glycosylamines de quelques hexoses 

avzc le lysozyme activC par un carbodiimide, 

tiuL-f~Ts m DIscussIoN 

Nous avons choisi le lysozyme pour ces etudes parce que sa structure est 
bien connue et son poids molCculaire peu ClevC5. Le taux des glucides dans les produits 
de couplage lysozyme-glycosylamines (Tableau I) indique la substitution en moyenne 
d’environ 2 des 11 groupements carboxyliques libres du lysozyme’. La teneur en 
oses du lysozyme modifiC par conjugaison de cu,&lactosylamine (1) correspond B la 

TABLEAU I 

PRODUITS DE COUPLAGE DU LYSOZYME AVEC DES GLYCOSYLAMINES 

P,yranosylamines Glycosylamine : 
lysozyme (mo!/mol) 

fl-D-G~UCO 

/h-Gaiacto 
cc-D-Galacto (complexe NH,) 
&D-Mann0 
c+Lacto 
2-Acetamido-3.4,6-tri-C-acetyl-Zde~xy-j?-D-glLlCO (rkf_ 3) 

2,3 

2,2 
2,1 
2,3 

TABLEAU II 

RkIDUS GLYCOSYLES LIriS AU LYSOZYME EN FONCTION DU pH 

PH Nombre de rtisidm 
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substitution de 3-4 groupements carboxyliques. Le de& de la substitution des 
groupements carboxyliques ne change pas en fonction du pH entre pH 3,5 et 5. 
Pour les autres pH, la baisse de rendement est considhable (Tableau II). L’identitk 

du taux de couplage obtenu en utilisant la B-D-gaiactosylamine ou le complexe 
a-D-galactosylamine-ammoniaque (Tableau I) pourrait Ctre expliquC par l’ktablisse- 
ment quasiment instantan de l’kquilibre des formes anomCriques6,7 B pH 4,7. La 
chromatographie sur colonne de Biogel (Fig. 1) ainsi que 1’6lectrophorese en gel 
d’acrylamide en prkence de dodkylsulfate de sodium indique qu’environ 80% de 
chaque produit de couplage CtudiC restent SOUS forme de monomtres. La formation 
de 20% de dim&es pourrait Ctre attribke Q la rkaction des groupements carboxyli- 
ques actives avec des groupements amirks libres d’une autre molCcule de protCine, 
conduisant B un pontage intermolkulaire par liaisons peptidiques. 

Fig. 1. Chromatographie d’exclusion de 2 sur colonne de Biogel P-60. I%uant : acide acttique 0,2M; 

enregistrement continu de l’zbsorbance de 1’CIuat B 280 nm; calibration de la colonne : 
- - - -1 pepsine (p. mol. 3.5.000), _ _ _ _ . . _ ., Iysozyme (p. mol. 14.000). 

Fig. 2. Chromatographie de 2 sur colonne de carboxym&hylceliulose (Whatman CM 52) (20 X 2,5 cm); 
Blution : gradient lineaire d’ac&ate de sodium 0,01-0,2~, pH 5,5; enregistrement continu de i’absor- 

bance h 280 nm; - - - -, concentration en acetate de sodium. 

l%ant donnk la teneur Clevie en oses du produit de couplage (2) du lysozyme 
et de 1, nous nous sommes concentrk sur 1’Ctude de ce produit. Purification de 2 
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brut sur une colonne de carboxymCthylcellulose donne un pit principal (80%) 
(Fig. 2) La carte peptidique realisee 8 partir de I’hydrolysat trypsique de 2 est 
differente de celle du lysozyme ‘. La tache correspondant au residu de Ieucine en 
position C-terminale est absente de la carte peptidique de 2, ce qui indique la substitu- 
tion quantitative du groupement carboxylique C-terminal au tours de la reaction de 
couplage2. Sur 1’Clectrophoregramme2 des peptides trypsiques sur plaque de silice, 
on retrouve quatre taches correspondant aux glycopeptides. La mobilite Clectro- 
phoretique et chromatographique du glycopeptide dont la migration anodique est la 
plus ClevCe est indentique & celle de 4 obtenu par synthese ~[R,, 1,1 (butanol-acide 
adtiquc-eau, 12:3:5, v/v) et I,3 (pyridine-acetate d’ethyle-acide adtique-cau, 
5:5:1:3, v/v)]. Dans I’hydrolysat acide du produit isole par Clectrophortse on a mis 
en evidence par c.c.m. la presence de D-glucose, D-galzctose et de r_-leucine. 

OH 

1 R = NH2 

2 R = NHCO-lysozymej” 

3 R = NHCO&H,CHKY,~, 
I 

NHCbz 

4 R = NHCO&;HZCHKk!& 

I 
NH2 

5 R = NHAc 

Pour Ctablir la configuration de la liaison glucosylamine dans 3 et 4, nous 

avons calculC8~9 les pouvoirs rotatoires molCculaires des anomkres cc et p de 3 et de 4 
en prenant pour base les pouvoirs rotatoires mokulaires des anomkes de la h'- 
acCtyllactosylamine’ ‘*I 1 (5), du N-carbobenzyloxy-L-leucylamide’2 et de la L- 

leucine13. Les vaIeurs observees sont assez proches de la valeur calculee pour la 
forme /I de 3 et de 4, ce qui est en faveur de la liaison /I dans Ies deux produits syn- 
thttisCs (Tableau III). 

Le spectre de r.m.n. du 13C de 3 a etC interpret6 a I’aide des spectres de la 
L-leuciner4* ’ 5 et du methyl-fi-lactoside 1 6 On retrouve les signaux correspondant . 
aux atomes de carbone des residus du D-galactose [6 103,7 (C-l), 71,Sl (C-2): 73,18 
(C-3), 75,51 (C-4), 76,36 (C-5), 60,38 p.p.m. (C-6)] et du D-glucose [S 80,59 (C-l), 
68,ll (C-2), 75,58 (C-3), 79,42 (C4), 75,58 (C-5), 60,58 p-p-m. (C-6)] pratiquement 
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TABLEAU III 

ROTATION hlOLfCULAlRE DE 3 ET DE 4 COMPARdE A LA SOMME 

DE LA ROTA-l-ION MOLhXJLAIRE DES CONSTITUANTS 

5, forme z (ref. 10) 
5, forme B (ref. 1 I) 
N-Carbobenzyloxy-r-Ieucinamide’Z 
I_-Leucine’ 3 
3. forme a, calculke 
3, forme b, caIculCe 
3. mesuree 
4, fcrme a. calculee 
4, forme B, calcuEe 
4, mesur~e 

+ 274 
+S,S 

-31,9 
+21,9 

+ 242, I 
-26,l 
+35,2 

+295,9 
+27,7 
- 27,2 

aux mCmes frequences que celles du methyl-/&lactoside (D-galactose: S 104,l (C-l), 
7X,1 (C-2), 73,9(C-3), 69.8 (C-4), 76,4 (C-5), 62,l (C-6); D-glucose: is 104,l (C-l), 73,4 
(C-2), 75,9 (C-3), 79,s (C-4), 75,6 (C-5), 61,4 p_p_m_ (C-6)], except6 pour C-l et C-2 
du rbidu de D-ghCOSe. Ce deplacement est dfi B la presence du substituant lie a C-l. 

L’identite de deplacement chimique de C-3 et C-5 du rtsidu de D-glucose de 3 et du 
methyl+lactoside est en accord avec une liaison C-i-N de configuration p. En effet, 

dans le cas d’une liaison a, C-3 et C-5 devraient resonner B un champ plus fort 
(entre 72 et 74 p.pm_) comme dans le spectre du methyl-P-D-glucoside’ ’ B cause de 

I’interaction 1,3-diaxiale due au substituant axial en position 1. On peut done conclure 
zi la formation de liaisons P-D-glyCOSyhtk% avec le groupe carboxylique C-terminal 
du Iysozyme. Ce rksultat suggtre que deux autres residus de lactosylamine, sur le 
groupement carboxylique de l’acide aspartique ou Cventuellement sur celui de i’acide 
glutamique, doivent Ctre lies Cgalement par une liaison P-D-glycosylamine. 

Dans le but d’etudier les trois autres glycopeptides observes sur l’electro- 
phoregramme’, l’hydrolysat trypsique de 2 a CtC soumis B une chromatographie 
d’exclusion sur Sephadex G-15. Le pit exclu renferme environ 80% des hexoses 
presents. Les fractions reunies correspondant a ce pit ont CtC soumises h une chro- 
matographie sur colonne de resine Aminex A5 (Fig. 3). L’ttude de la composition 

en acides amines des trois glycopeptides majeurs obtenus de cette colonne (Pits 1, 2 
et 3) a permis de localiser les autres groupements carboxyliques lies & la lactosylamine, 
par comparaison aux peptides obtenus par digestion trypsique de lysozyme non- 
modifie5. La composition en acides amints (Tableau IV) du Pit 2 correspond au 
peptide trypsique Ti5_16 du lysozyme’. Le seul acide amine dans ce peptide ayant 
un groupement carboxylique libre est I’acide aspartique en position 117. Le deuxicme 
residu de lactosylamine est done lie a ce groupement. La composition en acides 
amines des glycopeptides (TabIeau III) provenant des Pits 1 et 3 (Fig. 3) indique 
qu’ils renferment un segment assez long de la chafne peptidique, a proximitt du 
groupement N-terminal. Leur colmposition indique que le Pit 1 correspond aux 
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20 - -40 - 
Picl PIG 2 PlC 3 

60 ml 

Fig. 3. Chromatographie de la fraction exclue de la colonne de Sephadex G-15 sur une cotonne de 
r&ine Aminex A5 (20 x 1 cm); Clution : gradient lineaire d’acbtate de pyridine [de 0,2hr (pH 3.1) H 
2,Ohl (PH 5,011; , absorbance B 280 nm. Des fractions de 1,O ml ont et6 recueillies. 

TABLEAU IV 

COhlPOSlTION EN ACIDES AhfINk DES GLYCOPEPTIDES TRYPSIQUe SfPARriS SUR R&NE AMINEX A5 

Acide ntnitt& (rkidtts) Pep tides 

Pit 1 T&-7--8 Pie 2 TIS-16 Pit 3 TS--6--t--8 

Acide aspartique 
Thrtinine 
S&rine 
Acide glutamique 
Glycine 
Alanine 
Valine 
Isoleucine 
Leucine 
Tyrosine 
Ph&nylalanine 
Lysine 
Histidine 
Arginine 
Tryptophaneb 

7,5 
396 
3-5 
3.1 
4,2 
331 
1 
291 
I,8 
1-7 
231 
171 
0 
I,8 

8 
4 
4 
3 
4 
3 
1 
2 
2 
2 
2 
1 
0 
2 
I 

0,95 
079 
0,8 
1,05 
0,2 
190 
1 
0,95 
0,1 
- 

091 
0,9 
0 
0 

1 

I 
1 

1 
0 

1 
1 
1 
0 
0 
0 
1 
0 
0 
1 

9,2 
335 
3,5 
330 
431 
229 
1 
I,9 
3,1 
2,5 
2,2 
0,9 
0.8 
2,7 

10 

4 
4 
3 
4 
3 
1 
2 
3 
2 
2 
1 
1 
3 
1 

“Les glycopeptides ont et6 obtenus 2 partir de 2 et du lysozyme selon Canfield et Anfinser?; les 
pits correspondent 6 ceux qui sont indiqu& dans Fig. 3. *La teneur en tryptophane n’a pas ete 
diterminee pour 2. 

peptides trypsiques T,_, , tandis que Ie Pit 3 doit renfermer le segment du lysozyme 

correspondant aux peptides’ T,_, . Dans ces pepiides on retrouve trois groupements 

carboxyliques: un du r&idu d’acide glutamique en position 35 et deux des rksidus 

d’acide aspartique en positions 48 et 52. Le troisiCme rkidu de la lactosylamine est 

done 1iC 5 un de ces trois groupements carboxyliques. La cause de la rkistance de 
cette r&ion de la chaine protidique de 2 B la digestion trypsique n’a pas CtC ttudite 

en d&ail. 

Les rksultats obtenus indiquent que la vitesse de reaction de certains groupe- 
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ments carboxyliques du lysozyme par la lactosylamine est plus ClevCe que celle des 
autres groupements, meme en solution de chlorure de guanidinium 5~, oii la molecule 
de proteine est presque entierement depliCe’*. Nous pensons que les proteines modi- 
frees par des residus de glycosylamines permettront une etude plus approfondie du 
role physiologique des chalnes glucidiques des glycoproteines. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

MHzodes. - La carboxymethylation des produits de condensation a CtC effec- 
tuee comme decrit par Butler et al. 2G La digestion trypsique a Cte effect&e 5 dans du _ 

carbonate d’ammonium 0,5&f. L’electrophorese des peptides ainsi que les cartes 
peptidiques ont etC realisees sur couche mince de silice (Selecta 1500 de Schleicher et 
Schtill) et les glycopeptides ont CtC rtvClCs par le reactif orcinol-acide sulfurique”. 
La separation preparative des peptides trypsiques a Cte effectuee dans une premiere 
&ape sur colonne de Sephadex G-15; le pit exclu, la fraction la plus importante 
renfermant des hexoses, a itt soumis a une chromatographie sur Cchangeur de cations 
Aminex A5 a 50” utilisant un gradient d’acetate de pyridine pour l’Clution22 et les 
peptides ont &C detect& par l’acide 2,3,5-trinitrobenzenesulfonique23 et par la 
mesure de l’absorbance a 280 nm (Fig. 3). L’Clectrophor&se sur gel d’acrylamide en 
presence de dodecylsulfate de sodium a CtC realisee suivant Weber et Osborne’“. 
La methode B l’orcinol a CtC utilisee pour le dosage des hexoseslg qui ont CtC identi- 
fies par chromatographie sur couche mince sur feuilles Kodak Chromagram V511” 
et sur cellulose (Selecta 1440). L’analyse des acides amines a CtC realisee a l’aide de 
l’auto-analyseur Technicon TSMl . 

Les pouvoirs rotatoires ont CtC pris sur un Quick Polarimttre Roussel-Jouan 
et les points de fusion sur un bloc Maquenne (Prolabo). Le pouvoir rotatoire mole- 
culaire a CtC calcule suivant une variante de la methode de Klyne’. Le spectre r.m.n. 
du r3C a ttC enregistre en solution dans le dimethyl sulfoxide-& sur un spectrometre 
Bruker HX 90E muni d’une transformie de Fourier. Les deplacements chimiques 
exprimes en p.p.m_ sont don&s par rapport au tetramethylsilane. Le spectre de masse 
a &C pris sur un spectroscope SM9 (fabrication AEI). 

Condensatiotz dzi lysozynze auec des D-&COSyhmi?ZeS. - Les glycosylamines du 

D-glucose, du D-galactose et du D-mannose ont CtC preparees comme decrit par 
Frush et Isbel16; la lactosylamine par Micheel et aL4. On dissout le lysozyme (10 mg) 
(3 x crist., Sigma Chem. Co., St-Louis, 1MO) et la glycosylamine (0,s mmol) dans une 

solution de chlorure de guanidinium 5M (1 ml). On ajoute sous agitation B la tempCra- 

ture ambiante le chlorhydrate de I-ethyl-3-(3-dim~thylaminopropyl)carbodiimide 

(30 mg) (Ott Chem. Co., Muskegon, R/II). Le pH est ajust B 4,8 h l’aide d’acide 

chlorhydrique 3~ et maintenu a cette valeur B I’aide d’un pH-stat (Radiometer, 
Copenhague). La consommation d’acide est terminee apres 60-100 min. Le melange 
reactionnel est ensuite dialyse contre une solution d’acide chlorhydrique mu, puis 
contre de l’eau distillte. 

Le pH optimum pour la condensation a CtC determine par la condensation de 
la b-D-glucosylamine et du lysozyme (dans les conditions d&rites ci-dessus), en 
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faisant varier le pH de la reaction entre 3,0 et 5,8. La teneur en hexose des produits 
de la reaction a CtC determince par la m&ode B l’orcinol lo (Tableau II). 

Le produit de condensation du lysozyme et de 1 a CtC purifie par chromato- 

graphie sur une colonne de Biogel P-60 (80 x 1 cm) avec elution par l’acide acktique 
Q 2 % (Fig. l), ou par chromatographie sur colonne (20 x 2,5 cm) de carboxymethyl- 
cellulose (Whatman CM 52) CluCe par un gradient lineaire d’une solution tampon 

d’adtate de sodium d’une force ionique de 0,01-0,2~ (pH 5,5) B 4” (Fig. 2). 
I-N-(N-Carbobettz~,ioxy-~-lerrcinoyl)-4-O-Q-D-galactopyrat~osyl-D-gI~rcopy- 

rat&amine (3). - On dissout la N-carbobenzyloxy-L-leucine (0,s g) dans le methanol 
aqueux a 50% (20 ml). On ajoute l(2,O g) et le chlorhydrate de I-ethyl-3-(3-dimethyl- 
amino-propyl)carbodiimide (0,7 g). Le pH est ajuste a 4,s 2 l-aide d’acide chlorhydrique 
et maintenu B cette vaieur pendant 2,5 h. Le melange reactionnel est diluc par 
le methanol B 50% (100 ml), les ions sont elimines par echangeur d’anions et de 

cations [Amberlite IR 120 (Hi) et 45 (OH-)], la solution est evaporee a set sous 
vide et le rkidu est repris par le methanol B 30 % (10 ml). Le lactose forme par 

l’hydrolyse de 1 est CliminC par chromatographie sur colonne (4 x SO cm) de Sephadex 
G-l 5. La colonne est Cluee avec eau-methanol-acide acetique-pyridine 89:9: 1: 1 (v/v)_ 
On obtient deux pits contenant les fractions renfermant les hexoses repCrCes 2 l’aide 
du reactif ti l’orcinol. Les i?actions reunies du pit retard6 sont Cvaporees a set sous 

vide; on obtient une substance (0,5 g) chromatographiquement pure (RLnc 3,6 sur 
couche mince de silk, developpee par butanol-acide adtique-eau 12:3:5, v/v)_ 

On recristallise dans eau-methanol (9:1, v/v), p.f. 205”, [a]:’ +7,5” (c 1, methanol- 
eau 1:l); sm. du produit peracetyle (pyridine-anhydride adtique, 1:1, v/v, 24 h, 
20”): 882 (Mf), 826 (M + - 56), 747 (M* - 135), 535 (M * -347). 

Ana!. Calc. pour C26~140013N2-HZO: C, 51,50; H, 6,98; N, 4,62. Trouve: 

C, 51,20; H, 6,93; N, 4,44. 
I-N-~-Lerrcinoyl-4-O-P_D-galactopyrmtos~~l-~-D-gI~tcop~~rat~os~~~antine (4). - 

Une solution de 3 (200 mg) dans methanol-acide adtique-eau (20:3:2, v/v, 25 mlj 
est hydrogenee en presence de charbon palladZ 2 5% (60 mg), pendant 
3 h a la temperature ambiante. On recristallise dam l’ethanol a 95% (rdt. 60 mg), 
p.f. 320” (dec., brunissement a 1 go”), [a];’ - 6” (c 1, eau). 

Anal. Calc. pour C,,H,O, ,N,, -0,5HtO: C, 47,75; H, 7,26; N, 6,05. TrouvC: 
C, 46,55; H, 7,42: N, 5,85. 
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