
Jorrrrrnl of Ci~roi~~crlr~~r~pI~_v. 1 IO (1975) 43-52 
0 Elscvicr Scientific Publishing Company. Amsterdam - Printed in The Netherlands 

CHROM. 8256 

ELECTROPHOR~ZSE PRWARAT~I~ DES CLYCOSAMINOGLYCANES- 
PEPTIDES 

APPLICATION AU FRACTIONNEMENT DES GLYCOSAMINOGLYCANES- 
PEPTIDES DE LA PAR01 ARTtRlELLE 

SUMMARY 

A new procedure for the fractionation of glycosaminoglycuns by electro- 
phoresis on Pevikon has been described. Mixtures of glycosaminoglycans were 
fractionated by preparative electrophoresis on Pevikon in pyridinc formate or 
glycine-HCI buffers, By this procedure, 200 mg of a mixture of hyaluronic acid. 
hcparun sulphate. dermatan sulphate and chondroitin sulphate isolated from arterial 
wall could be successfully separated without loss of m;\terial. The purified fractions 
were analysed by enzymatic and chemical procedures. The &olar ratios of uranic acid 
to hexosamine and of sulphnte to hexosamine and the amino acid content of each 
glycosaminoglycan have been determined. The peptidic content (less than I ‘%,I is 
represented by five amino acids, viz. serine. glycine. alanine. nspartic acid, un’d 
glutamic acid. 

INTRODUCTION 

De nombreuses methoda analytiques permettent de caract6riser les diff&ents 
glycosaminoglycanes mais la pr&paration de ces substances il I’Ctat pur se rdvCle sou- 
vent laborieuse. Des mCthodes prCparatives ont Ctd pr6alablement envisagCes par 
fractionnement sur colonne de cellulosel, ECTEOLA-celluloseZ*3~2* et DEAE- 
celluloseJ*“. Ces mCthodes ant dtb d&rites avec succ~s pour I’isolement des glycos- 
aminoglycanes de cartilage, tissu ne renfermunt que deux types difl’&ents de glycos- 
aminoglycanes. Ces methodcs sont difficiles :I utiliser dans le cas de tissus se distin- 
guant par une grande varidtd dans leur composition en glycosaminoglycanes. L’abon- 
dance des fractions obtenues tie permet pas d’obtenir avec un bon rendement des glycos- 
aminoglycnnes Si I.&at pur. 
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Pour ces raisons, nous nous sommcs proposes de d&ire une tnethode de 
fractionnement dlectrophor~tique permettant d’obtenir avec un rendcment satisfaisant 
des glycosaminoglycanes $ partir de mdlanges complexes tels que la paroi artdrielle 
en renferme. En outre, dans toutes les m&hodes de fractionnemcnt d&rites. les dif- 
fdrents glycosami,noglycanes prdsents dans les fractions dtaient identifids par des 
m@thodes souvent peu spdcifiques et les determinations des rapports hexosamines/ 
acides uroniques ne pouvaient constituer des criteres de puretd satisfaisants. Gans le 
prCsent travail, au tours du fractionnement nous avons eu recours h des tests enzyma- 
tiques specifiques pour l’identification de nos produits. 

MATGRIEL ET MBTHODES 

IWparaliort des glycosa~nirloglyca~lw-peptil~es 
Les art&-es aortes de port sont pr$levbes, IavCes dans une solution de NaCl h 

0.9‘%,. Les differentes tuniques (media-intima, adventice) sont sCparees. Les tissus 
finement coupes sont d&lipid& i\ i--4” par lavage dans trois bains d’acetone. Les 
glycosaminoglycanes-peptides sont obtenus apres digestion protdolytique de la poudre 
acf?tonique par la pronase : 1 g pour 100 g de tissu set en 0.1 M Tris-0.004 M CaCIZ 
(pH 8.5) g 56”. 

La digestion s’effectue pendant 96 h; I’cnzyme est renouveld toutes les 24 h. Ce 
temps d’hydrolyse a dte retenu apr&s une Ctude cinCtique syst&matique de la degrada- 
tion des protCoglycanes par la pronase. 

Apr&s inactivation de l’enzyme par la chaleur, le milieu de prot&olyse est 
centrifuge puis dialyse contre de I’eau courante et de I’eau distillde. Les glycosamino- 
glycanes-peptides sont ensuite pr&ipit& par le chlorure de cetyl-pyridinium h la con- 
centration finale de I “/, en 0.03 M NaCI. Le prdcipitd est solubilise en 1.25 M NaCl- 
0.3 “/, CPC. Les glycosaminoglycanes-peptides sont alors prcScipit&s par trois volumes 
d’dthanol pendant une nuit it -t-4” en presence d’acetate de sodium si S’j/,. 

Sc+nrariott cfcs ~lycosantirtoglyca,les-pc~pticf~s 
Dans un but prdparatif, les glycosaminoglycanes-peptides sont fraction& par 

Clectrophortise sur un copolymere de chlorure de polyvinyle et d’ac&ate de polyvinyle 
(Wvikon). 

Le PCvikon est mis en suspension dans de I’eau distil1Ce pr&alablement chauffee 
ri 50”. Apres decantation, le surnageant est prelevC par aspiration. L’opCration est 
renouvelde plusieurs fois de man&e h assurer une granulation homo@ne. Apr&s la 
derni&e d&antation, le PCvikon &tale sur plusieurs 6paisseurs de papier filtre est s&M 
si I’Ctuve h 37”. Le P6vikon sdcll6 est mis en suspension dans le tampon quelques 
heures avant l’utilisation. AprGs ddcantation, l’exc&s de tampon est pr&levC par 
aspiration. Le Pevikon est alors etaI6 sur la plaque rCfrigCrCe d’un appareil d%lectro- 
phor&se h haut voltage de type Pherograph. 

Le support electrophor&tique ainsi constitue mesure 350 mm de long sur I50 
mm de large et 15 mm d’Cpaisseur. Une gouttiere de 50 mm de long sur 10 mm de 
large et 10 mm d’Cpuisseur est. creusde’ h 100 mm de I’extr6mitd cathodique de la 
plaque. Dans cette gouttiere est dCposde la solution de glycosaminoglycanes i\ 
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separer prealablement reprise par du PCvikon sec. Lateralement et dans le prolonge- 
ment de cette goutti&re sont egalement creusees deux gouttieres annexes de 10 mm de 
long sur 10 

Preparation des marqueurs colorck 
La migration electrophoretique est conduite en pr&ence dc marqueurs color&s. 

Dans le CRS present ce seront des glycosaminoglycanes d’aortc prepares selon la me- 
thode de Dudman et Bishop 6. A cette fin IO-20 mg de glycosaminoglycanes totaux 
isoles de paroi art6rielle sont color& par le rouge procion (I.C.I., Macclesfield, 
Grande Bretagne) soumis & une gel filtration sur Sephadex G-25 pour climincr I’exces 
de colorant et les sels. comme cela a 6tb dCcrit par ailleurs’. Les glycosaminoglycanes- 
ainsi color& sont concentrbs. Leur mobilitd dlectrophordtiquc reste inchangee apres 
coloration. 

L’dlectrophorese est effectuee h 0” sow une diffkrence de potentiel de 600 V 
pendant 5 h dans les systcmes tampons suivants: glycocolle-HCI, 0.05 M. pH 2.0; 
acetate de baryum, 0.015 M, pH 7.0; formate de pyridine, 0.05 M, pH 2.3. Le depot 
de glycosaminoglycanes totaux est compris entre 50 et 100 mg. La presence de 
marqueurs color-es deposes latdralement permet de suivre aisement la migration. 

Apres migration, la plaque de Pevikon est ddcoupde par zones de 1 cm de 
largeur. Les glycosaminoglycanes sont dluds par de I’eau distillCe. Le PBvikon est aldrs 
Blimine par filtration sur verre frite. Les solutions aqueuses de glycosaminoglycanes 
sont alors 6vaporees it set et pour chacune d’entre elles des controles analytiques sont 
effect&s. 

Zckrttifcatiot~ des ~lycosamir70gIycanes 
L’identification des glycosaminoglycanes et le controle de lcur purete s’effec- 

tuent par des analyses electrophordtiques associds it des tests enzymatiques par des 
mucopolysaccharidases specifiques -hayluronidase et chondroitinase- selon la 
technique prdcddemment dCcrite”tg. 

Hydrolyse par /‘liyalurot~idme 
Elle s’effectue dans les conditions experimentales d&rites par_Thunell’O. L’in- 

cubation a lieu en presence d’hyaluronidase (Sigma, St. Louis, MO., Etats Unis; Type 
I) dans 80~1 d’une solution tampon de MacIlvaine a pH 7 contenant entre 20 et 50 
pug de glycosaminoglycanes a identifier. L’hydrolyse est effectuee it 37” pendant 2 h; 
un tube tdmoin ne contenant pas I’enzyme est incube dans les mQmes conditions. 

Hydrolyse par /es clrondt+ol’titlases 
La digestion par ces enzymes est realisbe dans les conditions experimentales 

decrites par Yamagata et al. ‘I. Le milieu d’incubation est constitue par IO~LI d’une 
solution de tampon Tris enrichi $ pH 8.0 h laquelle sont ajoutes 25-6Opg de glycos- 
aminoglycanes, et 0.1 unite de chondroitinase. L’incubation. dont le volume final ne 
d&passe pas IOO/JI, est realistic si 37” pendant 30 min. Un tube temoin sans enzyme 
est incube dans les mdmes conditions. 
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Corrstituatlfs glucidiques. Les concentrations en hcxosamines, acides uroniques 
et sulfates sont ddterminees pour chacun des glycosaminoglycanes-peptides. Les acidcs 
uroniques sont doses par la m&ode au carbazol de Discl~e*r. Les hexosamines sont 
do&es apr&s une hydrolyse r&Ii&e en 4 N HCI, 4 h g 100” selon la mCthode modifide 
d’Elson et Morgan13. Les sulfates sont doses apr&s une hydrolyse r&l isee en 4 N HCI. 
4 11 h 100” selon la mCthodc de Terho et HartialalJ. 

CoIwf itualtrs pepticliyws, Les amino acides sont doses aprbs une hydrolyse 
acide en 6 N HCI. 100” durant ‘24 h. sur un analyseur Beckman Unichrom selon la 
technique de Dcvenyi15. 

Les masses mol&ulaires des diffdrents glycosaminoglycanes ont bte dCtermin&es 
selon la mdthodc de Mathews et Decker’“. L’dlectrophort%e a 6te r&.lisCe dans un gel 
de polyacrylamide & 5% en tampon 0.05 M phosphate h pH 8.0 pendant 4 11, 5 mA 
par gel. Des glycosaminoglycanes-peptides de masses molCculaires connues. g6nC- 
reusement donnds par Mathews et Decker, sont pris comme rCf&ence. 

Apr&s blectrophor&e. les gels sont color&s par une solution nqueuse. au bleu 
d’Alcian 0.5 ‘x, (w/v) contenant 3 ‘x, (v/v) d’acide acCtique pendant 1 II. La dCcoloration 
s’effectue pendant 15 h dans une solution d’acide ac&ique h 7’1: (v/v). 

R&U LTATS 

La sCparation des glycosaminoglycancs, effectuCe par Glectrophor&se prCpara- 
tive sur P&vikon dans les differents syst&mes tampons, donne par ordre de mobilitd 
croissante: l’acide hyaluronique, I’heparane sulfate, le dermatane sulfate puis les 
chondroitines sulfates A et C, dont les mobilitds relatives par rapport au chondroitine 
sulfate sont respectivement 0.19, 0.53 et 0.75. 

La Fig. 1 reprdsente le profil d’6lution des diErents glycosaminoglycanes- 
peptides de la media de paroi arterielle de port. Une seule Blectropllor&se preparative 
rBalisCe en tampon glycocolle-HCI nous permet de &parer les trois principaux 
glycosaminoglycanes de la mCdin. 

Le dermatane sulfate &ant present h l’dtat de traces dans la media aortique de 
port. il est prCferable de s’adresser h l’adventice pour preparer ce glycosaminoglycane 
avec de bons rendements. La Fig. 2 montre l’obtention du dermatane sulfate h partir 
d’un melange de glycosaminoglycanes d’adventice. 

Les diff&entes fractions isolees apr&s dlectrophortise priparative ont et6 
systCmatiquement soumises ;I des contrbles enzymatiques et it des analyses chimiques. 
Pour contrBler leur puretb. ces fractions ont 8tk mises en prCsence des diverses 
mucopolysaccharidases: chondroitinase AC, chondroitinase ABC et hyaluronidase. 
Des 6lectrophorCses analytiques sur cellogel ont dt6 pratiqu8es avant et apres I’action 
des enzymes sur ces fractions. La Fig. 3 montre les r&ultats de cette etude. 

Des fractions pures ne renfermant qu’un seul glycosaminoglycane sont 
obtenues avec des rendements satisfaisants. Le Tableau I montre qu’apr& une Glectro- 



l?LECTROPl-IORtXE DES GLYCOSAMINOGLYCANES-PEPTIDES 47 

Fractlans 
Fig. 1, d'blution dcs glycosaminoglycancs (GAG) dc media d’aortc dc port sur Pdvikon. HA = 
Acidc hyaluronique: HS = hL:pamnc snlfatc: CS r= chontlroi’tinc suITntc. 

Fractions 

Fig. 2. Profil d’dlution dcs glycosaminoglycancs (GAG) d’ildvcnticc d’aortc dc port SLIT PBvikon. 
HA = Acidc hymluroniquc: HS =.- hdparanc sLIlfiltc: DS -. dcrmiitiitlc sull’atc: CS T:= chontlro’itinc 
sulfate. 

phorhe prdparutive les ~lycosanlinoglycanes-peptides sont rdcupdrCs avec un rende- 
ment qui peut atteindre 90’%,,. Plus de GO’%, de chacun des glycosaminoglycanes est 
obtenu h I’Ctat pur. 

CntwcrcWsfiqu~~s dri~rlitpies ifcs al~cosat?7inogl),c’alles 
Pour chaque type de glycosaminoglycane rCpondant aux crithres de puretd 

electrophordtique et enzymatique dthrits prCc&dcmment. les principales cat-act&isti- 
ques chimiques de composition ont 6t@ prhis6es. 
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Acide hyaluronique Heparane sulfate 

I 

-- --- -- --- 

9 9- -I 
TE AC ABC TE l-E -‘necTE AC 

-lyaluronidase Chondroltinases Hyaluronidase Chondro’ltinases 

Chondro’l’tine sulfate 

-m m 
TE AC ABC TE 

Hyaluronidase Chondro’itinases 

Fig. 3. ElectrophorGses sur ccllogcl dcs glycosaminoglycanes d’aortc dc port s&par& sur Pdvikon 
apr6s action dcs mucopolysaccharidascs. 

TABLEAU I 
FRACTIONNEMENT BLECTROPHORBTIQUE PREPARATIF DES GLYCOSAMINO- 
GLYCANES DE MEDIA AORTIQUE DE PORC 
(I) Proportions rclativcs dcs diffdrcnts glycosaminoglycanes cxprimdes en mg pour 100 mg d’un 
mblangc. (II) Rbcupbration dcs glycosaminoslycancs apr&s Blcctrophorhsc sur Pbvikon: (a) cn mg 
pour 100 mg du m6lnnge. (b) rcndemcnt rclatif (lx,,) ri chaquc glycosaminoglycanc. (III) Quantite dc 
glycosaminoglycancs obtcnus h I’dtat pur: (a) cn mg pour 100 mg du mblange, (b) rcndcmcnt rclatif 
(%) & chaquc glycosaminoglycane. 
.._ .._... ..__ . ~.. . . ..-... _ . . . . . .._ ._-.. ..-..... -- 
Gl.r~costl??rirro~t~~carre I II III 

__. 
a 0 a b 

_ _.._ ___.___. _.. -. _... _. . . . . .-. -- 
Acide hynluronique 5 4.6 92 4 87 
Heparane sulfate 21 37 81 8 47 
ChondroVtine sulfate 74 70 94.5 42 67 

Compositiort en hesosamir~e, acide urotricjue et sdfate cm cliaims de glycaue. 
La composition en acide uronique. hexosamine et sulfate figure sur le Tableau II. Les 
rdsultats indiquent que les rapports molaires acide uronique/hexosnmine sont tous 
voisins dc I’unitC. Seul I’hbparane sulfate prdsente un.rapport plus &WC 8gal ri I.5 en 
accord avec des ddterminations rkentes *‘. Le rapport molaire sulfate/hexosamine est 
voisin de I’unite pour I’hCparane sulfate et le chondroitine sulfate. II est ldg&ement 
plus Edible pour le dermatane sulfate. 
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TABLEAU 11 

COMPOSITION EN HEXOSAMINE. ACIDE URONIQUE ET SULFATE DES DlFFl?RENTS 
GLYCOSAMINOGLYCANES ISOL& DE L’ARTGRE AORTE DE PORC APRi% Z&PA- 
RATION ELECTRO~HORGTIQUE sm PGvrKoN 

_ 
Glycosunri~ro~lycarle Hcxosardrre Acirle’ .. Slllf~~te’ Hc.~osarnirre’ l 

__ _ _ ___. __. _ . .._ . . 
Art&a aorte Cartilage 

rrrottiqirc” 
Glc N -Gal G _ 

._ .__ ._ ._ _ . .._ _ _ -, .. 
Acidc hyaluronique 1 1 .os 0 95.4 4.6 
Hdparanc sulfate I I so 0.93 97.4 2.6 
Dcrmatano sulfate I 1.07 0.70 2.0 98.0 
Chondroltinc sulfate 1 0.87 0.98 2.0 98.0 

Chondro’itine 
sulfate I I .09 0.94 i-4 97.6 

- -. 
* Lcs r6sultats sont cxprimds en rnolc pour une mole d’hcxosaminc. 

l * Proportions relatives des deux hcxosamincs aprb identification ct dosage h I’auto analyseur 
Beckman. Lcs r6sultats sont cxprimds cn moles pour 100 molts ciu mdlangc des dcux hcxosamincs. 

L’hexosamine de I’acide hyaluronique et de I’heparane sulfate est representee 
b plus de 98 “/0 par la glucosamine. La galactosamine caractkise le chondrortine sulfate 
et le dermatane sulfate. 

Composition eu acidcs ami/lk. La composition en acides aminds cst indiquCe’ 
sur le Tableau 111. Elle reste tr&s voisine quelque soit le type de glycosaminoglycane 
consid&%. Elle est caract&isCe par une forte proportion en glycocolle (un acide amtnC 
sur 3 ou 4). en s&ine (un acide amind sur 5), en acide aspartique. acide glutamique 
et alanine (un acide amine sur 10). II n’y a pas d’acides aminds soufrds, et en &&al 
peu d’acides amines basiques et aromatiques. Toutefois I’acide hyalwronique et 
I’hdparane sulfate renferment une lysine pour dix acides aminCs et le chondroitine 
sulfate contient une ph&ylalanine pour six acides amink 

Sur le Tableau 111 figure, h titre de comparaison. les compositions en acides 
amin& des chondroitines sulfates de cartilage de port et de rat pr6par6s au laboratoire 
par la mdme methode de fractionnement. La composition en acides amines des glycos- 
aminoglycanes varie peu selon la nature et I’origine tissulaire du glycosaminoglycane. 

Peu de variations importantes sont notees en fonction de I’espke. la composi- 
tion en acides aminds des chondroitines sulfates de cartilage de port et de rat &ant 
tr& voisines (voir Tableau III). Pour tous ces glycosaminoglycanes-peptides, I’acide 
aspartique, la s&ine, I’acide glutamique, le glycocolle et I‘alanine representant pr&s 
de 80 “/, des kidus d’acides aminbs. 

NBanmoins, le contenu peptidique de ces glycosaminoglycanes reste faible; 
pour 100 moles d’hexosamine, I’heparane sulfate et le dermatane sulfate renferment 
5 moles d’acides amines et le chondroitine sulfate 2. 

Ces resultats montrent la presence dans I’acide hyaluronique d’un rt+sidu 
peptidique dont la composition est proche de celle des autres rksidus peptidiques des 
diffkents glycosaminoglycanes-peptides. Ces rCsultats sont en accord avec la prksence 
d’un hyaluronate proteine dans le tissu conjonctif’“. 

D&et-miuatiorr c/es masses molkulaires 
L’analyse des glycosaminoglycanes prCalablement separ& par Clectrophor6se 
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TABLEAU 111 

COMPOSITION EN ACIDES AMIN& DES DIFFl%ENTS GLYCOSAMINOGLYCANES 
ISOL& DE L'ARTkRE AORTE DE PORC ET DES CHONDROYTINES SULFATES DE CAR- 
TILAGE DE roRc ET DE RAT APRI% SEPARATION ~~LECTR~PI-~OR~TIQUE SUR 
PI%IKON 
Lcs rdsultats sont cxprimds cn nombrc dc rdsidus pour 100 rbidus. 

Acidc aniirld Gi~cosanrirro~l~ra~re d’aricbv aorte de port Chorrdroi7itre sirtf~fe de 
cartihge 

Asp 
Thr 
Scr 
Glu 
Pro 
GUY 
Ala 
VZ!l 

Lcu 
Phe 
Lys 

A cidc Hc+ararre Lkvwatmc Cho~rdroTf irrc Port Rar 
I~~*alrrrot~ir~rre .vrrl/c:tc sl~lfirrc srrlf~llc 

11.0 10.9 61 8.5 5.1 6.9 
6.4 6.1 3.1 5.6 2.8 4.5 

12.9 17.3 15.0 20.5 43.0 40.2 
10.3 13.2 10.0 10.1 9.5 8.2 
5.3 -- 5.5 - 6.0 6.1 

23.4 26.4 28.3 30.0 18.4 IX.0 
9.6 10.5 Il.5 8.6 4.0 4.6 
6.5 5.2 3.2 .-. -._ - 

3.8 3.6 2.5 _- 4.5 4.8 
% - - 7.3 14.0 4.5 4.7 

10.8 10.5 I.8 3.0 2.5 2.0 

prdparative 51 CtC cornpI&& par la d&crmination de leurs masses mokwlaires qui 
figurcnt SUI le Tableau IV. On voit que la masse mokkuluire du chondroitine sulfate 
de mCdia artkielle cst deux fois sup+icure ri la masse molbculaire du chondroiIine 
sulfiite de cartilage p&p&e par la mdme mdthode. La masse moldculaire de I’acide 
hyaluronique. supkieure 2, 90.000, ne pcut Ctre d6terminde avcc prkision. 

TABLEAU IV 

MASSES MOLkULAIRES DES GLYCOSAMINOCLYCANES ISOLl% D’ARTgRE AORTE 
DE PORC ET DE CARTILAGE DE PORC ET DE RAT 

Masse ntol&vtJairc 
(rinlto,rs) 

Hepamne sulfate media 38,000 
Dcrmatanc sulfate advcnticc 16,000 
Chondroi’tinc sulfate media 25,000 
Chondroltine sulfate cartilayc (port) 13,000 
Chondroltinc sulfate cartilage (rilt) I 1,000 

- 

DISCUSSION 

La presence de melnnges de glycosaminoglycanes dans le tissu conjonctif rend 
dificile la separation de ces macromolCcules. Si ces diRicult& ont dt6 surmontees d’un 
point de vue analytique”, peu de mdthodes prCparatives npparaissent satisfaisantes. 
C’est ainsi que les m&hodeschromatographiquessur DEAE-celluloseJ*s ou surcolonne 
d’ECTEOLA-cellulose2*3 nc prdsentent une bonne rdsolution que pour des quantitk 
de produit n’excddant pas 5 mg. La mCthode chromatographique sur colonne de CPC- 
cellulose proposCe par Thunell et nl.’ ;L 8t6 appliquee h la sCparation d’un melange ren- 
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fermant 100 mg deglycosaminoglycancs aortiques 19. Dwns ces conditions, il est impos- 
sible d’obtenir A I’dtat pur I’heparane sulfate malgrb I’importance quantitative de ce 
compose au niveau de la paroi artbrielle. 

La mdthode proposee par electrophor&se preparative sur Pdvi kon presente 
I’avantage d’obtenir une separation de tous les constituants d’un melange de 200 mg 
de glycosaminoglycanes de paroi arterielle. Elle prdsente en outre une resolution et 
un rendement satisfaisants. Elle offre les mCmes avantages lorsqu’elle est appliquee a 
la separation d’un melange de glycosaminoglycanes n’excbdant pas 10 mg. 

Une seule Clectrophorese preparative nous permet d’obtenir a I’etat pur les 
quatre types de glycosaminoglycanes prdsents au niveau de la paroi arterielle. L’appli- 
cation de cette methode ;I des fractionnements de glycosaminoglycanes provenant 
d’autrcs formations conjonctives ndcessite des verifications prdalables. En effet la 
den&C de charges anioniques d’un glycosaminoglycane peut subir des variations selon 
I’origine tissulaire du compose. Cette mdthode d’excccution aisee est rapide et repro- 
ductible. L’identification et Ie contrdlc de la purete de nos produits ont 6td facilites 
par I’emploi de I’analyse blectrophordtique sur cellogel associc A dcs tests enzymati- 
ques et A des determinations chimiques. 

L’etude des principales caracteristiques chimiques des glycosaminoglycanes 
ainsi isoles, en particulier les rapports molaires acide uronique/hexosamine et sulfate/ 
hexosamine, est en accord avec Ies donnees structurales proposees par differents 
auteurszO. 

Le residu peptidique de tous ces glycosaminoglycanes est principalcment re- 
prdsente par cinq acides amines: acide aspartique, shrine, acide glutamique, glycocolle 
et hlanine totalisant h eux seuls SO’%, des rdsidus d’acides amines. Les proportions 
6levCes de ces acides amin&+ retrouvees par ailleurs par d’autres auteurs”L-LJ plaident 
en faveur d’une sequence. Glu-Gly-Ser-Gly z5~2h, envisagee au voisinage de la liaison 
0-glycosidique. 

Nos resultats mettent aussi en evidence la prbence d’un hyaluronate peptide 
dont I’existence dans les tissus conjonctifs n’a 8te que recemment CvoqubelH. 

Bien que la determination des masses molCculaires dcs glycosaminoglycanes nc 
puisse Ctre determinee avec precision, comme dans Ie cas des proteines, Mathews a 
montre que les mdthodes habituellement utilisees dans I’btude des masses molCculaires 
des glycosaminoglycanes (gel filtration, Blectrophorcse en gel de polyacrylamide) 
donnent des resultats concordants. Ces methodes ont 8tt5 discutecs dans un precedent 
travail dans Ie cas de diverses mucines’. 

Les resultats que nous nous avons obtenus sont en accord avec les estimations 
habituelles des masses moleculaires des glycosaminoglycanes. II faut remnrquer en 
outre, que la masse mol6culaire de l’acide hyaluronique est. comme usuellement. 
beaucoup plus ClevBe que celle des autres glycosaminoplycanes. 

Les donnees analytiques rassemblees dans ce travai I sont en faveur de la purete 
des produits obtenus et justifient I’utilisation de cette mbthode Clectrophoretique dont 
les avantagcs ont Ctb rappel&. 
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Rl%UMl? 

Une nouvelle methode de fractionnement est proposde pour preparer les dif- 
ferents glycosaminoglycanes par blectrophorese sur Pevikon. Par cette methode, 200 
mg d’un melange de glycosaminoglycanes contenant de I’acide hyaluronique, de l’he- 
parane sulfate, du dermatane sulfate et du chondro’itine sulf _. suvent Qtre scpares 
avec une resolution et un rendement satisfaisants. La purete de chacune des fractions 
a et6 contrdlee par des pro&d& chimiques et enzymatiques. Les rapports molaires 
acide uronique/hex&amine. sulfate/hexosamine et le contenu en acides amines ont et6 
determines. Le residu peptidique inferieur a 1 % est represent6 par cinq acides amines 
principaux: la serine, le glycocolle. I’alanine, I’acide aspartique et I’acide glutamique. 
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