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‘The nature of the carbohydrate-peptide linkage in the glycopeptides isolated after proteolytic digestion of the 
structural glycoproteins of the insoluble stroma of porcine and horse aorta was studied. The isolation and identifica- 
tion of 2-acetamido-l-(L-/%aspartamido)-1,2-dideoxy@D-glucose from an electrophoretically purified glycopeptide 
proves the presence of aspartamido-glucosaminidic linkage in these glycoproteins. 

I. Introduction 

Les glycoprot6ines de structure (GPS) ont BtB ex- 
traites et purifi6es g partir de nombreux types de tissu 

conjonctif, comme la comee, la SclCrotique, I’aorte, la 

peau et le cartilage [l]. Nous nous sommes attach& d 

1’8tude des GPS de l’aorte qui semblent jouer un raIe 

dam le dtklenchement d’un processus athkromateux 
chez le lapin [2]. La mdthode que nous avons pro- 
pose rkemment [3,4 ] permet de fractionner l’extrait, 
urke brut de l’aorte et de s&parer les GPS des sub- 

stances lipidiques et des peptides ‘liposolubles’. Le 
residue d&pidd contient les glycoprotknes de struc- 

ture de l’aorte. 
Dans la prksente note nous rapportons les resultats 

concemant la nature de la liaison glycanne-protide 
dans les glycopeptides isolks des hydrolysats pronasi- 
ques des glycoprotckes de structure de I’aorte de 
port et de cheval. Nous avons mis en Evidence une li- 
aison du type ‘N_P-aspartyl-N-ac&ylglucosaminyla- 
mine’. 

* Ce travail a b&&icii de l’aide de la DBl&gation G&&ale P 
la Recherche Scientifique et Technique (Convention 
66 00 441). 

2. Prkparation et propri&s des glycopeptides 

Les glycoprotkines de structure d&pidt?es sont 
soumises 6 une hydrolyse pronasique et au fractionne- 
ment sur colonne de Sephadex G-25 comme d&it 
[3 J. L’Clectrophorkse sur papier g 5000 V dans un sys- 
t&me de solvant pyridine-eau-acide acktique 
(25 : 1: 225) tamponnk & pH 6,3 nous permet de sipa- 
rer quake g sept constituants rkagissant avec la nin- 
hydrine et parmi lesquels les deux plus importants ont 
un caractere ‘neutre’ (16ger diplacement vers I’anode). 
Ces deux fractions majeures ont CtC isolkes par Blectro- 
phorcse preparative et dCsig&es comme glycopeptides 
A et B. Leur rendement est de 7,9 et 6,4 mg pour 10 g 
de glycoprot&ne de structure deiipide (aorte de port). 

Le tableau 1 donne la composition glucidique de 
ces deux glycopeptides. Le dosage colorim&rique des 
hexoses est effectue par la methode d I’orcinol [S] et 
celui des hexosamines par la reaction d’Elson-Morgan 
modifiee par Palmer, Smyth et Meyer [6]. La dCter- 
mination des rapports molaires des oses est r&We par 
chromatographie sur couche mince en polycarbonate 
(feuilles chromatographiques de Kodak 5 11 V) suivie 
d’une Evaluation quantitative par photodensitom&ie 

[71* 
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Tableau I 
Composition en oses et osamines des glycopeptides &pares 
par electrophorese a partir des GPS purifiees de l’aorte de 

port. 

oses 
neutres 

hexosamines rapport molaire 

(%) 
(%) gal man glucose 

Glycopeptide A 28 13 1 1 0,9 
Glycopeptide B 35 20 1 1,5 1,4 

La composition en acides amines du glycopeptide A et du 
glycopeptide B determinee par chromatographie sur couche 
mince est la suivante: - glycopeptide A: alanine, acide aspar- 
tique, acide glutamique, glycine, serine et threonine. - glyco 
peptide B: alanine, acide aspartique, acide glutamique, gly- 
tine, hydroxylysine, proline, thrdonine et cystine. 

3. Mise en evidence d’une liaison de l’acide aspartique 
et de la glucosamine 

Les glycopeptides A et B resistent a I’action de la 
soude 0,s N pendant 48 h a 200. Ce fait n’exclue pas 
l’existence de la liaison U-sky1 ou O-threonyl-glycosi- 

dique en position C-terminale [8,91. Nous avons done 
applique aux glycopeptides A et B de l’aorte de port 
et de cheval le pro&de d’hydrolyse partielle (H2SO4 
2N a 1000 pendant 20 min) decrit par Bogdanov, Ka- 
verzneva et Andrejeva [lo] a propos de l’ovalbumine 
[ 1 I]. Dans un essai temoin la I-N-(P-aspartyl)1,2-di- 
deoxy-2-acetamido-glucosylamine a Ctd isole 1 partir 
de l’hydrolysat sulfurique du glycopeptide de l’oval- 
bumine. 

L’hydrolysat acide obtenu selon Bogdanov et al. 
[lo] a Cte neutralise par l’eau de baryte. Apres cen- 
trifugation, l’hydrolysat est concentre et soumis a 
l’electrophorese preparative. A pH 6,3 dans la solu- 
tion tampon pyridine-eau-acide acetique (25 : 1: 225) 
les taches ayant une mobilite analogue a celle de l’as- 
paragine sont BluCes et chromatographiees pendant 
36 heures, en presence de I-IV-(P-asparty@1,2-did& 
oxy-2-acetamido-glucosylamine comme temoin, en 
cuve horizontale dans les systemes de solvants: n-bu- 
tanol-acide acetique-eau, 12 : 3 : 5; n-butanol-pyridine- 
eau, 6 : 4: 3 [lo]. Les Cluats sont hydrolyses et chro- 
matographies pour l’identification des acides amirk. 

Apres revelation a la ninhydrine, prCcCdCe d’une pul- 
vcrisation de dicthylamine-mCthylCthylc6toneCthanol 

(0,l: 1:98,9), la tache donnant une colaration orange- 
marron [ 121 et ayant le meme Rf que la substance tB- 
moin darts le systeme de solvants n-butanol-pyridine- 
eau (6 : 4 : 3) est 61&e; l’hydrolysat chlorhydrique 6N 
de l’eluat a fourni comme unique constituant l’acide 
aspartique et la glucosamine. 

La vitesse de migration de la N-/3-aspartyl-N-a&y1 
glucosaminylamine isolce des GPS par rapport a celle 
de l’asparagine est de 0,70 dans le n-butanol-acide ace- 
tique-eau (12 : 3 : 5) et de 0,9 1 dans le n-butanol-pyri- 
dine-eau (6 : 4 : 3). 

4. Conclusions 

Nous avons isole les deux glycopeptides majeures 
de l’hydrolysat pronasique des glycoproteines de 
structure de l’aorte. Apres hydrolyse sulfurique de ces 
glycopeptides nous avons isole et caracterise la N-b-as- 
partyl-N-ac8tylglucosaminylamine. Ces resultats prou- 
vent qu’une partie au moins de la couple glucidique des 
glycoproteines de structure de l’aorte est like par des 
liaisons IV-glycosidiques a la chafne peptidique. 
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