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ABSTRACT 

The evidence for neuramir?ic acid as a constituent of isolated plant glycoproteins 

was established by calorimetric and enzymic assay, gas-liquid chromatography-mass 

spectrometry, and radioactive labeling of glycoproteins containing a terminal sia!ic 

acid residue in the carbohydrate chains. 

La presence d’acide neuraminique comme constituant de glycoprodines v+$- 
tales a CtC Ctablie par dosage colorim&rique et enzymatique, chromatographie gaz- 

liquide-spectromCtrie de masse, et marquage radioactif de glycoprot&nes contenant 

un r&idu d’acide sialique terminal dans la capule glycannique. 

INTRODUCTION 

Les Aidus d’acides N-acylneuraminiques, ou acides sialiques, occupent en 
g&&al l’extr6miG non reductrice des chaines oligosaccharidiques et jouent un r6le 

important dans ies activitCs biologiques des glycoconjuguCs solubles et membranaires; 

ils sont ainsi largement presents dans les glycoprodines et glycolipides des ve.rtCbr&, 

chez certains invertCbrCs et quelques bactCries’_ 
Les acides sialiques en revanche n’ont pas tt6 identifib chez les veg&aux. La 

presence d’acides sialiques dans des extraits de plantes a t5d signalie2s3 puis disc&e; 
il a dtC en effet. dCmontrd que lors des analyses colorimCtriques et chromatographiques 
usuelles, divers composis (L-rhamnose, L-fucose, acides 2-&o-3-dCsoxyaldoniques, 

acide shikimique, acide quinique) Ctaient susceptibles de presenter des propri&% 

comparables 5 celles des acides sialiques4- 6_ 

Les glycoprotCines vCg&ales ont donne lieu & peu d’investigations, et seules 

quelques-unes d’entre-elles ont 6th caractCristes; contrairement aux glycoprodines 

d’origine animale, leur structure glycannique s’est r&EICe exempte d’acides sialiques’. 
Des travaux anttrieurs avaient IaissC soupconner la richesse en gIycoprot&nes des 

graines de sarrasin (Fagopyrum e.scrtlentun~)g*Q, et nous avons entrepris l’isolement 
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et la caracterisation de glycoproteines vigetales afhnes de la concanavaline A a 
partir de ce matCrielr”. Au niveau de ces glycoprot&ncs, la presence de d&iv& de 
l’acide neuraminique a pu Ctre envisagie h l-aide de methodes chimiques et enzyma- 
tiques, puis confirmee par chromatographie en phase gazeuse-spectrometrie de masse. 

Les resultats obtenus semblent constituer a notre connaissance la premiere 
mise en evidence de derives de l‘acide neuraminique, ou acides sialiques, chez des 
glycoproteines vegttales. 

R&ULT.\TS ET DISCUSSfOS 

CaractPrisation de.5 gl_woprotiirre.s. - Les gIycoprot&nes ont CtC preparkes par 
chromatographie d‘affinite sur Con A-Sepharose h partir des proteines hydrosolubles 

des graines de sarrasin selon le protocole prkcedemment decrit”. Celui-ci implique 
plusieurs dialyses et trois &apes chromatographiques B partir de l’extrait vtgetal 
aqueux (successivement chromatographie sur HA-Ultrogel, Con A-Sepharose et 

Sephadex G 25) rendant peu probable la contamination de la fraction glycoproteique 

Cl&e darts le domaine d’csclusion du Sephadex G-25 par des composes exogenes de 
faibles poids moleculaire. 

La contamination bacterienne d‘un matiriel v&g&al doit Etre envisagee, car 
l’acide sialique a dte caracterise sous forme d-homopolymere, tel l’acide colominique, 

chez certaines batteries’ * *’ ‘_ Un apport exogene en acide sialique par contamination 
bacthienne ou glycolipidique des giycoproteines semble devoir Ctre ecarte; I’en- 
semencement en eau peptonee par le broyat des graines de sarrasin ne met en evidence 
qu’une tres Iegere contamination, et exclusivement par des germes Gram positif. 
Apres Cpuisemenr de la fraction glycoproteique par un melange chloroforme- 
methanol 2: 1 (v/v), on n-observe pas la formation d’un compose chromogene pour 
la reaction a I’acide periodique-acide thiobarbiturique au niveau de la phase orga- 
nique, indice de l’absence de materiel glycolipidique a acide siaiique associe aux 
gIycoprot&nes’3. 

L’analyse par eiectrofocalisation de ces glycoprotdines revele une forte h&&o- 
geniiti; on identifie une population de bandes proteiques se repartissant dans toute 
la gamme du gradient” de pH 3,5-9,5. La teneur en oses totaux de cette population 

de glycoprotCines est de lo,5 Y0 et se dkompose en mannose, galactose, 2-acttamido- 
2-dkoxyglucose, glucose, fucose, rhamnose, arabinose et xylose dans un rapport 
molaire de 11 I 63 I 3,75 : 2,75 : 2,25 : 1 : 1 : 0,7_ 

Les resultats present& concernant la mise en evidence de derives de i’acide 
neuraminique au niveau de cette fraction glycoproteique ont done Cd obtenus a 
partir dune population heterogene de glycoproteines affines de la concanavaline A. 
Cependant, ces glycoproteines ont &C isolees des autres composants des graines de 
sarrasin et bien caracterisees. Ce materiel d’etude differe done notablement des 
don&es anterieures et contestees de la litterature signalant Ia presence d’acides 
sialiques chez les plantes, qui portent sur des extraits vCg&aux bruts2*3. 

Teneur en acides sialiques des glycoprote’ines de’ternzinte par dosages colori- 



ACIDE XEURAMINIQUE DE.5 GLYCOPR0ThS.S VtGlkALES 23 

m&riqrtes et enzymatiques. - La teneur en acides sialiques des glycoproteines a Cd 
estimee, apres action de la neuraminidase, seton la methode de Hammond et Paper- 

mester14; celle-ci accroit considerablement la sensibilite de la methode colorimetrique 

de Warren” par detection en fluorescence du compose chromogene form6 avec I’acide 
thiobarbiturique aprb oxydation periodique des acides sialiques. 

De nombreux composes ont CtC signal6 comme susceptibIes d’interferer avec 
la methode B l’acide periodique-acide thiobarbituriquer6*“. Dans le but d’eliminer 
notamment l’interference du malonaldehyde et de l’acetaldehyde, resultant de l’oxyda- 

tion periodique de 2-desoxysucres, de certains lipides insaturts et du r_-fucose, nous 
avons repris la modification de la methode de Warren proposee par Codington et 

al.’ 8. Cette modification implique un dosage differentiel, seul &ant pris en compte, 

pour l’estimation de la teneur en acides sialiques des echantillons ayant subi Faction 
de la neuraminidase, le composk qui aprk reduction par le borohydrure de sodium 
ne donne plus de compose chromogene lors de la reaction a i’acide periodique-acide 
thiobarbiturique. Par ce pro&de, on obtient une teneur en acides sialiques de 0,5 
jrg/mg de glycoprottines, soit 0,05 “/;; en poids. En l-absence de la modification apportee 

par Codington et al.” i la reaction de Warren, on obtient une teneur surestimee 

de I,5 &mg de glycoproteines en acides sialiques, probablement imputable aux 

pentoses qu’elles renferment. 
II est a noter que l’on constate une forte augmentation de la teneur relative 

en acides sialiques au tours du protocole d’isolement des gIycoproteines. Les proteines 
hydrosolubles des graines de sarrasin, a partir desquelles sont isolees les glycoproteines 
par chromatographie sur Con A-Sepharose, ne renferment que 0,05 ,~g d’acides 
sialiquesfmg de proteines. En outre, une reaction de Warren non modifiee, appliquie 
a cette fraction proteique, conduit a une estimation quinze fois plus Clevee en acides 

sialiques. 
Ces donnees revtlent une concentration notable de la teneur en acides sialiques 

par chromatographie d’affinite sur Con A-Sepharose et confirment l’omnipresence 
de substances interferentes a la reaction acide periodique-acide thiobarbiturique 

chez les vegCtaux. 
Le dosage enzymatique a CtC realid a l’aide de Ia IV-acetylneuraminate Iyase 

(N-adtylneuraminate pyruvate-lyase, EC 4.1.3.3) couplie a la lactate deshydrogenase 
dans Ies conditions d&rites par Schauer et al_’ ‘; la quantid de NADH oxyde au 

tours de la r&action a CtC estimee par fluorimetrie. Deux systemes d’etalonnage ont 

Cte utifise’s, a partir d’acide N-acetylneuraminique et de mucine, afin de relier la 
quantit6 de NADH oxyde 5 la concentration initiale en acides sialiques dans le milieu 
reactionnel. La mucine sous-maxillaire de veau (5% en acides sialiques lies) a et& 

utilisee comme sialoglycoproteine de reference et traitee par la neuraminidase parah& 
lement aux Cchantillons de glycoproteines vegetales. Les rtsulrats obtenus en fonction 
de ces deux systemes Ctalons sont concordants; la quantite de NADH oxyde obtenue 
5 pa&r d’echantillons de 15 mg de glycoproteines correspond a celle observie pour 
7,4 ,ug d’acide N-adtylneuraminique. ou lib&es a partir de 0,220 mg de mucine 
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Fig. l_ Estimation de la teneur en acides sialiqucs d’kchantiiIons de 15 mg de gIycoprot&rs (GP) 
ayant subi I’action de la neuraminidase. La quantite d’acides sialiqucs lib&& cst ivalu&s ?I ! aide de 
la h’-ac&yhwnaminate lyase coup!ke a la lactate deshydrogenase comparativement ?I deux systemes 
d’etalnnnage: (A) Variation de l’intensite de fluorescence, correspondant B Ia quantitt de NADH 
oxydi, en fonction de la concentration en acide N-acetylneuraminique. (B) Variation de l’lntensiti 
de fluorescence en fonction de la concentration initiale en mucine (5% en acides sialiques Ii&) trait&z 
par la neuraminidase. 

(Fig. 1). Cette methode enzymatique trb specifique confirme la teneur en acides 
sialiques de 03 yg/mg de glycoproteines de la methode coiorimitrique. 

Chromatographie phase gazeuse-spectromktrie de masse. - L’analyse en chro- 
matographie phase gazeuse couplee Q la spectrometrie de masse a id e%xuie & 
partir des derives trifluoracetyles des methyl-glycosides obtenus apres methanolyse 
des glycoproteines, suivant les conditions d&rites par Zanetta et aLzO. Dans des 
conditions identiques, l’acide IV-acCtylneuraminique de reference conduit a l’ester 
methylique du m&hyl-glycoside de l’acide N-trifluoracetylneuraminique pertrifhtor- 
accityli. La formation de ce d&iv& peut impliquer une N-dkacetylation au tours de la 
methanolyse, suivie dune N-trifluoracetylation et pertrifiuoracitylation au tours de 
la derivation trifluoracCtique_ En chromatographie en phase gazeuse, ce derive 
presente une temperature de retention de 180” sur une colonne capillaire de 25 m 
impregnie de CP-Si15 avec une programmation de temptrature de 5”/mic. 

La fragmentation de ce pit en spectrometrie de masse est representee par la 
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Fig. 2. Spectre de masse de l’ester mithylique du mithy!-glycoside de l’acide N-trifi uoradtyIneura- 
minique pertri%oracttyE. 

Fig 2. Celle-ci montre en particulier un fragment A correspondant 5 la masse la 

plus Clevie B nz/z 716. Ce fragment A doit provenir de l’elimination du groupe car- 
boxyle-1 de la molCcule dont la masse moltculaire peut Etre estim&e & 775, et qui ne 
donne pas lieu & un ion moliculaire observable sur le spectre de masse. Cette Climina- 

tion a d&j& &tE not&e par Kochetkov et al.” avec les d&iv& acCtylCs d’acides sialiques. 
D’autres fragments importants du spectre de masse peuvent Etre dCduits de cet ion 

majoritaire: le fra_ment B (A - CF,C02H - CF3C02) 5 m/z 489; le fragment C 5 
m/z 367 par coupure simultante entre les iiaisons C-5-C-6 et C-2-O-6, type de coupure 
Cgalement observe par Kochetkov et aZ.*l; le fragment D 2 m/z 253 pourrait Ctre 

deduit de C par perte d’un radical CF,CO,H ou coupure de la liaison C-7-C-8. En 
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ce qui concerne !es fragments E (A - CF$O,H - CHsOH) h m/z 570 et F (A - 

2 x CFsCO,H - CH,OH) & m/z 456, leur interpretation resteincertaine car l’elimina- 

tion simultanee de CHsOH et CO,CH, de C-2 n’a pas &e preddemment signalee 
(voir Schema 1). 

La chromatographie en phase Sazeuse de I’echantillon de glycoproteines fournit 
un pit qui sort h la mZme temperature de retention de 180” que l’acide N-a&$- 

neuraminique de reference, et dont le spectre de fragmentation est identique a celui 
de la Fig. 2. Les glycoproteines de sarrasin semblent done bien renfermer de l’acide 
neuraminique ou un de ses d&iv& sialiques. On ne peut en effet identifier 5 partir 
de ces rkrltats le dCrivC de l’acide neuraminique de depart, puisqu’une N-desacylation 
et meme une 0-desacylation a pu se produire au tours de la mtthanolyse. 

dfarqrrage radioactif des sialogl~coprot~irr~~s- - La methode &Grale de mar- 
qua,ge radioactif des sialoglycoprotkines d&rites par Van Lenten et Ashwell” a et6 

utilisEe afin de preciser la prkence de ces d&iv& de l’acide neuraminique en tant que 
constituants de la chaine oligosaccharidique des gIycoprotCines_ 

Un ichantillon de glycoprotknes est soumis 2 une oxydation periodique 
menagee puis reduit par du borohydrure tritii: dans ces conditions, les acides sialiques 

en position terminale des chaines glycanniques sont convertis en Ieurs analogues 
marquCs en C-7 et C-S_ Ces residus radiomarques sont lib&es par hydrolyse sulfurique 
et identifib par chromatographie sur papier en presence des temoins correspondants. 

Le chromatogramme des produits d’hydroly-se d’un echantillon de glycoprot6ines 
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Fig. 3. Chromatographie sur papier pendant une nuit dans le systtme solvant acetate de butyle- 
acide acktique-eau 3 :2: 1 (v/v) et comptage apr&s d&coupe des bandes de papier en fractions de 1 cm: 
(A) Chromatogramme des produits solubks marqub aprks hydrolyse sulfurique des glycoprot&nes 
tritikes- (B) Chromarogramme des analogues en C-7 et C-8 d’acides TV-a&ylneuraminiques tritib. 
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r&ZIe des residus marques dont la distance de migration de deux d’entre-eux corre- 

spond 5 ceIIe d’un melange tCmoin d’homologues en C-7 et C-S d’acide IV-adryl- 

neuraminique tritiis (Fig. 3). 
DonnPes complhentaires concernant la prksence de siaiogl~cocofljlrglcC;s chew 

ies plantes. - Cet ensembIe de donnees, dosage colorimetrique et enzymatique, 

analyse en chromatographie phase gazeuse-spectromitrie de masse et marquage 

radioactif, constituent un ensemble de presomptions en faveur de la presence de 
derives de I’acide neuraminique au niveau d‘une fraction glycoproteique bien carac- 
t&see. Ces glycoproteines ont Cft5 isoltes a park des “albumines”, glycoproteines 
hydrosolubler considerees comme issues du cytoplasme, des graines de sarrasin. 

Des donnies analogues ont pu ttre obtenues a partir d’une autre fraction glyco- 
protiique des graines de sarrasin, preparees 5 partir des “globulines”, proteines 
solubles en milieu saIin considerees comme issues des structures de reserve. Ces 

glycoprotiines non hydrosolubles afines de la concanavaline A ont et& iso!Ces selon 
Ie protocole precedemment decrit’ ’ avcc quelques modifications nicessitees par des 
imperatifs de solubilite. Cette nouvelle fraction giycoproteique revtle en electro- 
focalisation un profi1 proteique egaIement complexe, mais different de celui des 

glycoproteines IlydrosoIubIes: sa teneur en oses totaux est de 2,6 o/o et se decompose en 
mannose, 2-adtamido-2-desoxyglucose, galactose, glucose, arabinose, xylose et 
rhamnose dans un rapport molaire de 19 : S,5 : I: I : 1 : 0,9 : 0,4. 

Ces glycoprodines non hydrosolubles ont une teneur de 0,20 ,ug d’acides 
siaIiques/mg de prodines, soit de 0,02% en poids. Apres methanolyse et derivation 
triffuoroacetique, on obtient un spectre de fragmentation en chromatographie phase 

gazeuse-spectrometrie de masse superposable B celui obtenu prCcCdemment et 
represent& par Ia Fig. 2. Ces deux fractions glycoproteiques afiines de la concanavaline 
A, sCparkes initialement uniquement en fonction de leur crit&re de solubiliti sont 
bien diff6rencikes tant en ce qui concerne leur hCt&ogCnGti protkque que la composi- 
tion en oses de Ieurs parties glycanniques; elles semblent renfermer toutes les deux 
des sialoglycoconjugues. Ces deux fractions glycoproteiques ont ete isolees B partir 
des graines non germees de sarrasin. Au tours du processus de germination, on ob- 

serve une disparition precoce de ces glycoproteines, et parallelement l’absence d’acides 
sialiques decelables au niveau des protiines des graines germ&es. Cette disparition 

prkcoce au cows du processus de germination des glycoprottines affines de la con- 

canavaline A des graines de sarrasin peut correspondre ?r un rGle mCtabolique de 
reserve, identique en ceci aux glycoprodines de Ieguaineusesz3. 

Quelques rep&ages effectues a partir de fractions proteiques de graines de 

diverses esptces vegetales, prtparees par chromatographie sur HA-Ultrogel de la 
fraction soluble en tampon phosphate de ces graines, semblent indiquer non pas une 
repartition ubiquitaire des sialoglycoconjugds chez les plantes, mais neanmoins 
que cette identification dans Ies graines de sarrasin ne represente pas un cas isold 
En particulier, nous avons dtcelt seIon la methode de Codington et ai.’ *, une teneur 
en acides sialiques superieure ou du meme ordre de grandeur que pour la fraction 
correspondante des graines de sarrasin, avec Raphmrus sativus, Lens culinaris et 
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deux varit%s de Pisrm sativrmi. II est 5 noter que ces dernieres graines de ICgumi- 

neuses sont Cgalement riches en gIycoprotCines affines de la concanavaline A. 
L’isolement et la caractkrisation d’une sialoglycoprodine vCgCtale proprement 

dite reste Q rkaliser. Manmoins, I-ensemble de ces rkultats sembie constituer une 
forte prCsomption en faveur de la prksence de dCrivCs de I’acide neuraminique, ou 

acides sialiques, en tant que partie intkgrante de la chaine oligosaccharidique de 

certaines glycoprotknes vCgCtales. 

JMTiRIEL ET &THODES 

Produits. - L’acide N-acPtyIneuraminique. la mucine, Ia neuraminidase et la 
N-acktylneuraminate lyase de Cfostridium perfringens (EC 4.1.3.3) sont des produits 
Si_gma. La lactate deshydrogenase a Ctk fournie par Boehringer (Biochemica Test 
Combination)_ 

MHtodes ana!ytiques. - La reaction B I’acide periodique-acide thiobarbitu- 
rique est effect&e selon Ie protocole de Codington e? al.’ *, suivi d’une extraction du 
composk chromogkne par le 1-butanol(2 mL) renfermant 5 % (v/v) HCl. La diffkence 
d’intensitC de fluorescence: (excitation 550 nm/emission 570 nm) entre l’essai ayant 
subi la reduction par le borohydrure de sodium et le tCmoin, est rapportke B une 
gamme Ctalon de 0.1 H 0,25 pg en acide IV-achyineuraminique traitee dans ies mCmes 
conditions. 

Le dosage enzymatique des acides sialiques lib&% par la neuraminidase s‘effectue 

dans les conditions d&rites par Schauer et al. I9 - la variation de fluorescence du milieu , 

rktionnel (excitation 340 nm/Cmission 460 nm), correspondant B la quantitk de 
NASH oxydC au tours de Ia reaction, est proportionnelIe & la concentration initia!e 
en acide N-acCtyIneuraminique (l-10 pg) ou en mucine (40-400 pg) traide par la 

neuraminidase. 
La cornpositIon en sucres des fractions glycoprot&ques a CtC determike par 

chromatographie en phase gazeuse avec un chromatographe Intersmat modele 120 
FL CquipC d’un ditzcteur & ionisation de flamme. En prkence de wzyo-inositol B 
titre &&Ion inteme, les khantillons de glycoprot&nes (2-12 mg) et de sucres de 
refkrence (20-100 ug) subissent une mithanolyse (methanol chlorhydrique 0,5%1, 
20 h, 80”); Ies mt%hyl-gIycosides obtenus sent transformis en d&-iv& trifluor- 
acCtylCs selon la mkthode de Zanetta et al. ‘O L’analyse des dk-ivts trifluoradtyk est _ 

rgalisce B l-aide d’une colonne de verre (3,0 m x 3 mm) impr&Ce d’OV 2lO B 3 % 
sur Cbromosorb WHP (SO-100 mesh), avec une programmation de 2”/min de 75 & 
220 =* 

Le spectre de masse de 70 eV de l’ester mCthylique du mCthyl-glycoside de I’acide 
N-trifluoracCtylneuraminique pertrilluoracitylk ainsi que des d6rivCs sialiques des 
glycoprotkines a itC obtenu avec un spectromktre Ribermag R lo-10 (temperature de 
la chambre d’ionisation 190 f; courant d’ionisation 200 ,uA), combine ti un chromato- 

graphe muni d’une colonne capillaire de 25 m imprkgnee de CP-Si15 (programmation 
de 5 q/min de 150 B 200 “)_ 
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PGparation des fractions glycoprot&ques. - Les glycoproteines hydrosolubles 
affines de la concanavaline A des graines de sarrasin ont ete preparees selon le 
protocole dejja dCcrit lo- des imperatifs de solubilid nkessitent quelques modifications , 

pour la preparation des glycoprottines non hydrosolubles. 
Les graines de sarrasin sont broyees dans un tampon phosphate 0,l &I (pH 7)- 

NaCl 0,2hr. Apres centrifugation du broyat, le surnageant est dialyse contre de l’eau 
distillee pendant 3 jours. La fraction insoluble apres dialyse est remise en suspension 
dans de l’eau, solubilisee par addition de NaOH hr, et adsorbee sur une colonne 
d’hydroxyIapatite (HA-Ultrogel, Pharmindustrie-France) equilibree avec un tampon 
phosphate rnsr, pH 6. Les proteines non hydrosolubles (“globulines”) precipitent 
sur le sommet de la colonne, sont desorbees par un tampon phosphate O,~M (pH 7)-- 
NaCl 0,2br, puis de nouveau precipitees par dialyse. 

La chromatographie sur Con A-Sepharose (Pharmacia) de cette fraction 
proteique est effectute suivant les precautions dCcritesiO, et les glycoproteines Cluees 
par une solution de methyl-r-D-mannoside O,Sw-NaC10,2br. Les glycoproteines sent 
prkipitees par dialyse, solubilisies par une solution de NaCl 0,231 ajustee 5 pH 9, 
et chromatographiees sur une colonne de Sephadex G-25 Cquilibree avec la mCme 
solution. Les glycoproteines sont eluies dans le pit correspondant au volume d’exclu- 
sion du Sephadex G-25 et lyophilides. 

Marquage radioactif des sialoglycoprotPirzes_ - La methode g&kale pour le 
marquage radioactif des glycoproteines renfermant de l’acide sialique a Cte rkalide 
dans les conditions decrites par Van Lenten et Ashwel12’ a partir d’un Cchantillon de 
10 mg de glycoproteines. Apres hydrolyse sulfurique des glycoproteines tritiees 
(HZS04 50mhr, 1 h, SOa), l’hydrolysat est soumis B une chromatographie sur papier 
pendant une nuit dans Ie systeme solvant acetate de butyle-acide acetique-eau (3 : 2 : 1 
v/v), et ceci paralltlement B un melange temoin d’analogues en C-7 et C-S d’acides 
N-acetylneuraminiques tritik. Les residus tritib sont 1ocalisCs par comptage aprk 
dicoupe des bandes de papier en fractions de 1 cm. 
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