
NOTES . SC5 

DQterminatSon du rapport molaire galactose/mannose dans les glyeoprot&nes 
B I’aide de la chromatographie sur Gauche minee de cellulose 

L’Qvaluation du rapport molaire galactose/rnannose clans les glycoprotdines est 
un probleme encore ma1 resolu. On a propose diverses methodes qui, pour une m$me 
glycoproteine, aboutissent a des resultats variables. Ces divergences proviennent 
d’une part des conditions d’hydrolyse pour libkrer les oses-conditions variables 
d’une methode a l’autre -et, d’autre part, des pro&d&s de dosage des oses ainsi 
libdres. 

Le dosage direct par spectrophotometrie, effect& sur le melange de galactose 
et de mannose chauffe en pr8sence d’orcinol sulfurique, n’aboutit pas a une valeur 
t&s sure. Certains ‘auteurs lisent les absorptions a 425 et 520 m,ur, d’autres a 475 et 
516 m,u2. Mais selon la valeur du rapport galactose/mannose, les courbes d’etalon- 
nages sont differentes. Et de plus, les intensites varient avec la duree et la temperature 
de l’hydrolyse. Seules les methodes qui &parent le galactose et le mannose par chro- 
matographie avant leur dosage donnent des resultats satisfaisants, & condition 
d’effectuer les hydrolyses de maniere a liberer entierement les oses sans les detruire. 

Pour &parer les oses, on utilise essentiellement la chromatographie, soit sur 
papier3, rt soit sur couche minces, beaucoup plus rapide. On a rdcemment ddcrit une 
mdthode de separation sur r&sines qui ndcessite un Autoanalyseur et un appareillage 
assez compliqu@. 

Nous avons mis au point une technique simple et rapide et qui utilise la chro- 
matographie sur couche mince de cellulose. Nous en donnerons la description et la 
precision qu’on peut en attenclre. Nous l’avons appliqude a la determination du rap- 
port molaire galactose/mannose clans les haptoglobines d’Homme Hp I-I et de Lapin. 
Nous comparerons nos resultats & ceux des autres’auteurs’qui ont aborde ce probleme. 

Mat&ids et me’tlzodes 
Na$to,alobines. Les haptoglobines humaine Hp I-I et de Lapin ont dte preparees 

dans notre laboratoire selon des m&thodes deja decrites ‘,s. Apres electrophorese en gel 
d’amidon, une seule bande est r&.Glable par 1’Amidoschwarz. Leur teneur en hexoses, 
determinee par la methode a l’orcinol selon WINZLER~, est respectivement de 8 % et 
7-2 %. 

Uydrolyse et #.wification. L’hydrolyse est faite h IOOO clans des tubes scelles, 
par HCl iV et pendant des durees variees. Apres dilution jusqu’a une teneur en HCl 
dgale a 0.1 N puis filtration, on Blimine les acides amines, l’acide chlorhydrique et la 
glucosamine par passages successifs sur des colonnes de Dowex 50 X 8 (50-100 mesh) 
sous forme H+ et d’Amberlite IRA 401 (20-50 mesh) sous forrne formiate. 

Pour determiner le taux de recuperation des oses apres passage a travers ces 
deux colonnes ,de r&sines, nous avons trait& clans les mQmes conditions une solution 
de concentration connue en galactose et en mannose. Nous avons recupere 95 % des 
oses, d’apres leur dosage par la methode de NELSON-S• MOGYI~OJ~. 

Chromatogra#&3 et &h&on aes oses. La chromatographie est effectuee sur 
couche mince de Cellulose 300 MN sans liant selon VOMHOF a! aZ.12. La pate est ddposde 
sur les plaques au moyen d’un Btaleur Desaga puis sckh6e horizontalement B la tem- 
pkature ordinaire; 

En des points &par& de 2 cm, on depose de 40 St 70 ,ug d’hexoses. On effectue 
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d’abord dew chromatographies successives de z h chacune dans le melange de sol- 
vants pr&oni& par VOMHOI? contenant: acide Iormique-butanol tertiaire-m&hyl- 
ethyl&one-eau (15 : 40 : 30: x5), puis une troisieme chromatographie de L h 30 min 
avec le melange acetate d’&hyle-pyridine-eau (30 : ~5 : IO). 

La revelation des bandes “t&moins” est Waite a froid par pulverisation d’une 
solution de nitrate d’argent et de potasse alcooliquel”. 

L’dlution de chaque sucre, a partir de z cm2 environ de cellulose, est Waite par 
I ml d’eau distill&e. Elle semble ainsi plus rapide que par le melange acetone-eau indi- 
qud par VoMHoP. 

La cellulose est ensuite filtree sur verre Irittd (porosite No. 4) et soigneusement 
lavee dew fois par 0.5 ml d’eau distill&e. Les solutions sont ensuite concentrees sous 
vide clans un desiccateur contenant de l’acide 
biante. 

Dosage des Izexoses. 11 est effect& selon 
avec un temps de 15 min pour le galactose et 
bain-marie port6 a 1’9bullition. 

Rbwltats 

sulfurique pur, 2~. la temperature am- 

la methode de NELSON-S• MOGYP~~~ 

de 30 min pour le mannose, dans un 

Le Tableau I rassemble les resultats obtenus sur l’haptoglobine humaine EIp 
I-I et sur l’haptoglobine de Lapin. Pour Hp I-I, nous avons essay6 3 durees d’hydro- 
lyse differentes. Au bout de 4 h, une partie du galactose n’est pas encore entierement 
detach&e; le rapport galactose/mannose est faible, mais il n’y a pas encore eu destruc- 
tion des hexoses. Au bout de 6 h, le rendement en hexoses est bon, mais les oses doivent 
commencer & se detruire. Par contre, au bout de 8 h, cette destruction est cl&j& 
forte pour les deux hexoses. 

Le rapport molaire galactose/mannose de I .03 obtenu au bout,de 6 h d’hydrolyse 
est done le plus probable. Dans les mGmes conditions, il est de 0.94 chez le Lapin. 

TABLEAU1 

VARIATIONS DU TAUX DE RhXPkRATION DES OSES ET DU RAPPORT GALACTOSE/MANNOSE EN 
FONCTION DE LA DlJRlb DE L’HYDROLYSE 

HapogZobine 

I-Ep I-I 
2 

84 0.87 & 0.07 
87 1.03 f 0.07 

8 73 1.08 & 0.06 

1-1~ Lapin G SG 0.94 f; 0.06 

Discmsion 
La chromatographie sur couche mince de cellulose, plus rapide que la chromato- 

graphie sur papier, donne une excellente separation des oses. Pour savoir si la r&u- 
p&ration des oses a partir de la plaque de cellulose Btait totale, nous avons effect& des 
dosages de solutions de galactose et de mannose(r : I) de concentrations croissantes, 
avant et apr&s chromatographie. Pour des quantites d&posees inferieures a 20 ,ug d’ose, 
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la r&cup&&ion est mauvaise, de l’ordre de 70 %. Pour des valeurs supkieures S 30 pg, 
elle est de 98 T/o en moyenne. On retrouve les rnQmes valeurs limites que pour la chro- 
matographie sur pap&r, dues dans les deux cas probablement 
mdthode de dosage de SOMOGYI (Fig. I). 
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5, la sensibilitb de la 

Fig, I, Dosage specbophotomdtriquc du galactose (I) et du mannose (2) sans chromatographie 
(- 0 - 0-) et apr&s chromatographie (- a- a--). Dosage selon SOMOGYI~~. Les points se 
siLuanL sur Ies mQmes droites, le rendemeni; de 1’8lution est voisin de I00 %. 

Pour hydrolyser les glycoprot&ines, nous avons prdIdrc5 l’acide chlorhydrique, 
plus facile & Bliminer clue l’acide sulfurique. De plus, NCl, mQme i chaud, ne dkuit 
pas les oses comme le fait l&SO,. Pour chaque cas particulier, il est nkessaire de 
d&enniner la dur&e optimale de l’hydrolyse, c’est-k-dire celle clui permel la r&cup& 
ation la plus Clevhe des oses lib&s. Une hydrolyse de 6 h tk 100~ par HCl N nous a 
permis dans le cas des Hp, de retrouver 87 y0 des oses initiaux. 

En ce qui concerne le rapport galaclose/mannose dans les Wp, diverses valeurs 
ant dej& 8tG publikes: Pour Wp humaine, quel que soit le ph&notype, CLOAREC~~ trouve 
une valeur de 2 par la m&hode de MIHALYI ET GODFREY~ (dosage par l’orcinol, lectures 
& 475 et 516 mp). Par la m&me m&hode, pour les Hp de Lapin et de Rat, LOMBART 
et aZ.1~ trouvent un rapport galactose/mannose &gal B 0.5. RBsultat identique apr&s 
hydrolyse par HCl et chromatographie sur papier, Ablution et dosage par l’orcinol. 
Pour Hp 2-1 eL Hp 2-2, RAFELSON et aZ.3 trouvent un rapport qui varie selon la durke 
de l’hydrolyse sulfurique. 11s &parent les sucres par chromatographie sur papier, les 
r&&lent par le phosphate d’aniline, les Bluent par l’acide acktique glacial et les dosent 
par absorption & 400 rnp. 11s trouvent les valeurs don&es dans le Tableau II. 

Cette technique est Bvidemment supdrieure & celle de MIHALYI et donne une 
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TABLEAU II 

VARIATION DU RhPPORT GALACTOSE/MANNOSR EN FONCTION DE Lh DURfiE DB L'WYDROLYSE 

I I.2 1.1 
2 0.8 I.0 
3 0.8 0.9 

s 0.8 1.0 0.8 I.0 

valeur voisine de I au lieu de 2. Nous trouvona de notre c&8 une valeur tr&s voisine de 
I pour Hp I-T humaine. Pour EEp de Lapin, nous trouvd~s 0.94 & 0.06. 

Si l’on adople pour Hp I-I un poids mol&culaire de IOO.OOO~‘J et pour Hp de 
Lapin UR poids de 7o.00016, on calcule aisf5ment que Hp I-1 contient 44 rksidus 
d’hexoses et que Hp de Lapin en contient 28. Dans le premier cas, les rapports 23/2x = 
I.09 et 24/20 = 1.20 s’&zartent trop de la valeur 1.03 que nous avons trouvke. Dans 
le second cas, de m6me, le rapport x3/15 = 0.87 est trop faible puisque nous avons 
trouv@ 0.94. On peut done conclure que, clans les deux cas, la valeur exacte du rapport 
molaire galaclose/mannose est &ale A l’unit6. 
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