Institutul de Chimie Fiziologica al Universitatii Ruhr din Bochum, R.F.G.
(director: prof. dr. H. Faillard) si Laboratorul de biochimie clinicd a I.M.F.
Tirgu Mures (cond.: conf. dr. E. Mody doctor in medicind)

IZOLAREA S$I CARACTERIZAREA MUCINEI SUBMAXILARE DE
CAL. LEGATURILE GLUCIDO-PEPTIDICE POSIBILE. Il
CARACTERIZAREA CHIMICA *

dr. H. Huser, dr. E. Mody, dr. H. Faillard
Compozitia glucidicd si aminoacidica a mucinelor submaxilare de
porc, bou si oaie a fost publicata recent (1. 2). Spiro (3) si Tipson (4) pre-
zinta sinteze ample referitoare la diferitele tipuri de legaturi glucido-pep-

tidice si caracterizarea chimica a acestora. In cele ce urmeaza compozitia
glucidica si aminoacidica a glucoproteinei submaxilare de cal (GSC) a fost

*) Lucrarea a fost efectuatd cu sprijinul Fundatiei Humboldt din R.F. a Germaniei
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studiatd in compozitie cu cea a mucinelor submaxilare de porc, de bou si
de oaie.

Material si metode
1. Cercetarea continutului glucidic al GSC
a) Determindri cantitative:

Acidul neuraminic a fost determinat dupa Aminoff (5) si Svenner-
holm (6). Ca standard s-a utilizat acidul N-acetilneuraminic.

Fucoza a fost determinatd cu ajutorul metodei Dische si Shettles (7).
Ca standard s-a utilizat L-fucoza (Fluka, Buchs, Elvetia).

Galactoza si fucoza au fost determinate cu ajutorul metodei cu fenol
— acid sulfuric a lui Dubois si colab. (8). Valorile de fucozad determinate
independent au fost multiplicate cu factorul 0,574 (7), apoi au fost scazute
din cantitatea totald a glucidelor neutre (Dubois, 8). Dupa aceasti scadere
s-au obtinut valorile pentru galactoza. Ca standard s-a utilizat D-galactoza
(Merck, Darmstadt, R.F.G.).

Hexozaminele au fost determinate cu ajutorul metodei lui Elson si
Morgan (9), utilizindu-se ca standard un amestec 1:1 de glucozamina-
HCI si galactozamina-HCl (Fluka, Buchs, Elvetia).

Acidul neuraminic a fost eliminat prin hidroliza acida (1 ora hidroliza
cu acid sulfuric 0,1 N la 80°C) inaintea determinirii glucidelor totale (5),
hidroliza fiind urmata de o dializi fatd de apa distilata la rece, GSC de-
sialinizata si liofilizata a fost apoi incubati cu diferite concentratii de acid
sulfuric, pentru diferite intervale de timp si la diferite temperaturi.

Dupa 1, 5, 10 si 15 ore de hidrolizd s-au scos probe, s-au ricit cu
gheatd si s-au neutralizat cu hidroxid de bariu substanta, respectiv solutie
saturatd. Sulfatul de bariu format s-a indepartat prin centrifugare. Super-
natantele au fost purificate cu ajutorul coloanelor de Dowex 1 X 8 (200—
400 mesh, incadrcate cu formiat, 2 X 11 cm). Eluatele au fost evaporate in
vid intr-un evaporator rotativ la temperatura de 40° C. Resturile uscate
au fost redizolvate in apad deionizata si au fost purificate prin coleane de
Dowex 50 X 4 (2 X 12 cm, forma H*, 200—400 mesh), Glucidele neutre
au fost eluate cu apa deionizata, iar hexozaminele cu procedeul descris
de Gardell (10) si Crumpton (11).

b) Determindri calitative:

Identificarea monozaharidelor obtinute a fost efectuata cu ajutorul
cromatografiei in strat subtire (13—15).

Plicile de celuloza au fost preparate in felul urmator: 16 g de MN-
celuloza (Macheray, Nagel et Co, Diiren, R.F.G.) au fost amestecate cu 90
ml de acid boric 0,1 M. Pe placi de sticla de 20 X 20 cm au fost trase stra-
turi de 0,3 mm grosime cu ajutorul unei instalatii ajustabile (Desaga, Hei-
delberg, RF.G.). Placile au fost uscate la temperatura camerei, tinute
peste noapte la 40°C si depozitate in exsicator, peste clorura de calciu
uscata.
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Inaintea aplicarii probelor, placile au fost imbibate cu solventul res-
pectiv, apoi uscate. Probele (eluatele de pe coloanele Dowex) aplicate au
fost cromatografiate de doua ori succesiv in acelasi solvent. Developarea
cromatogramelor s-a ficut in mediul alcalin cu azotat de argint (15, 16).

c) Analiza compozitiei aminoacide a GSC

Numerosi autori (17, 18) recomanda hidroliza unei solutii cit se poate
de diluate de glucoproteina. in vederea evitarii formarii substantelor hu-
minice.

3—4 mg de GSC (uscata peste KOH in exsicator, la temperatura ca-
merei timp de 24 de ore) au fost dizolvate in 15 ml de acid clorhidric cu
un punct de fierbere constant (107—108,5° C). Tuburile au fost umplute
cu azot, inchise si apoi supuse hidrolizei la 110°C pentru 24, 48 si 72 de
ore. Probele au fost uscate cu un curent de azot, evaporind acidul clor-
hidric la 40° C. Reziduurile uscate au fost dizolvate in acid clorhidric 0,1
N, continind 12,5"0 zaharoza. Pentru fiecare interval de timp s-au efectuat
cel putin trei hidrolize. Analiza aminoacizilor s-a facut cu ajutorul unui
autoanalizator Technicon (20), dupa metoda lui Spackmann (19).

2. Legdtura posibild a glucidelor cu proteinele

Beta-eliminarea alcalind este o proprietate caracteristicA pentru
tipurile de legaturi dintre glucide i aminoacidul serind, respectiv treonina
(3, 4, 21). Serina si treonina cuprinse in legaturi peptidice se reduc in acid
2-amino-acrilic, respectiv acid 2-amino-crotonic. Acesti doi acizi prezinta
un maximum de absorptie la 241 nm (22, 23). Cresterea absorptiei la aceas-
td lungime de unda poate indica deci tipul legaturii glucidice.

Pentru acest scop 20 mg de GSC au fost incubate in 100 ml NaOH
0,1 N la 20°C timp de 7 ore. Drept control au servit 4 mg de N-acetil-
galactozamina in 10 ml NaOH 0.1 N. S-a urmarit din 30 in 30 de minute
modificarea absorptiei la 241 nm.

In vederea reductiei acidului 2-amino-acrilic si 2-amino-crotonic in
alanina, respectiv in acid alfa-amino-butiric, s-a efectuat scindarea reduc-
tivd a substantei cu borohidrida de Na. Un procedeu similar a fost descris
de Carlson (24).

1 g de GSC a fost dizolvata in 400 ml de NaOH 0,01 M continind 0,5
M de BH:Na. Solutia a fost incubati la 45° C pentru citeva ore. Probe de
cite 100 ml au fost scoase din ora in ora, acidificate cu acid acetic glacial
pina la un pH de 5,0 sub racire. Solutia acidificata a fost apoi dializata
fata de apa deionizati la rece. Reziduul liofilizat a fost cercetat dupa con-
tinutul lui in glucide legate covalent.

Rezultate

In urma analizei hidrolizatelor obtinute dupa diferite intervale de
timp s-a constatat c3, cantitatea maxima de fucoza este deja eliberata
dupa 30 de minute de hidrolizi cu acid sulfuric N 1,0 la 100" C, Valorile

medii ale diferitelor glucide obtinute prin hidroliza sint cuprinse in tabe-
Jul nr. 1.
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Tabelul nr. 1

Compozitia glucidica a GSC

Componentul glucidic Cantitatea 9,

Acid neuraminic 115+1,5
Fucoza 8,010,7
Galoctozi 18,3+1,0
Hexozamine 20,1+1,3

Dupa Spiro (26) si Payza si colab. (27), cu cit un glucid este situat
mai periferic in lantul glucidelor, cu atit apare mai devreme in hidrolizat.
S-a constatat ca, rata de eliberare a galactozei si a fucozei este aproxima-
tiv aceeasi. Valoarea maxima a fucozei apare insd mai devreme, ceea ce
pledeaza pentru pozi{ia terminald a acesteia. In interpretarea acestei ob-
servatii trebuie tinut cont insi de faptul, ci in aceste conditii nu toate le-
gaturile glucozidice sint suficient de stabile (21). Hexozaminele se elibe-
reazd mai tirziu, decit fucoza si galactoza.

Identificarea glucidelor:

Cromatografia in strat subtire prezinta multe avantaje fata de croma-
tografia pe hirtie, mai ales in ceea ce priveste timpul necesar pentru ob-
tinerea cromatogramelor. Separarea diferitelor glucide este buni si de-
pinde de prezenta sau absenta sarurilor, precum si de o echilibrare buna
a camerei. Atit glucidele neutre, cit si hexozaminele au fost separate cu
ajutorul cromatografiei in strat subtire de celulozi, utilizind 2 sisteme
diferite de solventi (fig. nr. 1 si 2).

Asadar, GSC contine urmatoarele glucide: fucoza, galactoza si acid
neuraminic (determinat prin metode chimice), precum si galactozamina si
glucozamina.

Analiza aminoacizilor prezenti in GSC:

Pentru evitarea degradairii, respectiv interactiunii aminoacizilor cu
glucidele prezente in molecula (17, 18, 21), 3—4 mg de GSC au fost hi-
drolizate in 15 ml acid clorhidric cu un punct ebulioscopic constant
(107—108,5° C). Rezultatele analizei aminoacizilor sint cuprinse in tabelul
nr. 2.

Din datele prezentate in tabelul nr. 2 reiese ci aminoacizii cu Eonti-
nut de sulf sint prezenti numai in urme. Cantitatea aminoacizilor aroma-
tici, ca tirozina, fenilalanina si histidina este la fel scizuti. Dintre amino-
acizii alifatici predominé treonina, serina. acidul glutamic, prolina, glicina,
alanina si acidul aspartic.

Legdtura probabild dintre glucide si porfiunea peptidica

In cursul primelor experiente s-a urmarit absorptia cititd in mediu
alcalin la 241 nm. Reactia se stabileste dupi 4 ore de incubatie. Aceeasi
experienta s-a efectuat i cu o incubatie la 45° C. Scindarea legiturilor are
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Tabelul nr. 2

Compozitia aminoacidica a GSC in umol g GSC

Durata hidrolizei cu HC1

Aminoacid 24 ore 48 ore 72 ore
Asp 147,94+ 6.0 1458+ 6,3 1515+ 7,4
Thr 219,7+12,9 213,3+ 9.5 2151+ 17,7
Ser 213,54+13,7 217,74+11,7 203,81+10,5
Glu 229,34+120 233,1-+10,8 2334+ 84
Pro 274,8+19,5 251,9+114 272,8+25,6
Gly 3222+16.4 323,7410,7 3378+ 1,7
Ala 234,0+12,2 2343+ 7.6 243,21+ 4,3
Val 127,74+ 9,5 1341+ 7,2 1544+ 44
Cys cantitati prea reduse pentru a putea fi evaluate
Meth
Ileu 49,0+ 29 497+ 16 49,0+ 48
Leu 126,21+ 8,4 12724+ 1.8 129,24+ 4.2
Thyr 35.2+ 2,3 235+ 80 25,5+11,2
Thre 45,7+ 4.9 452+ 2,1 46,9+ 26
NH, 919,5+97,4 926,6+128,0 11725+ 4,6
Lys 800+ 47 798+ 29 84,2+ 4,6
His 29,0+ 2.8 299+ 7.8 30,9+ 29
Arg 87,5+ 4,5 875+ 7.6 90,9+ 2,1

loc mai rapid la aceasti temperaturd, se pare insi ci si N-acetil-galacto-
zamina se degradeaza intr-o oarecare masura.

Cu prilejul scindarii reductive alcaline cu borohidrida de Na (24) se
elibereaza numai 40% din acidul neuraminic, 70°s a hexozaminelor, 80%
a glucidelor neutre si 75% a fucozei.

Discutarea rezultatelor

Rezultatele analizelor referitoare la continutul aminoacidic al muci-
nelor submaxilare de pore, bou, oaie, ciine si de cal sint redate in tabelul
nr. 3.

Se constatd ca compozitia aminoacidicd a GSC seamiand cel mai mult
cu cea a glucoproteinei submaxilare de ciine. Cea din urma contine insa
mai multd fucozid si hexozamine, dar mai putin acid neuraminic si galac-
toza decit GSC.

Yosizawa si colab. (32) au gasit in glucoproteina submaxilara de oaie,
de bou si de porc un continut in triptofan mai mic decit 0,004 #mol/mg
de glucoproteina. Circa 50—70% din acizii aspartic si glutamic sint pre-
zenti sub formi de asparagini, respectiv de glutamind. Din datele cuprin-
se in tabelul nr. 3 reiese ca, glucoproteinele submaxilare contin in urme,
sau nu contin de loc aminoacizi sulfurati. Cantitatea aminoacizilor aroma-
tici este mai redusi decit de obicei. Aceste substante prezintid din aceasta
cauzd o absorptie relativ scazuta la 280 nm (21).
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Fig. nr. 1: Cromatografia in strat subtire de ce-
luloza a componentilor glucidici neutrali ai GSC
intr-un sistem de solventi: N-butanol:piridi-
ni:apad dist. = 6:4:3. L-fuc = 20 ug fucoza,;
Glc = 20 ug glucoza; Man — 20 ug manoza,
gal = 20 ug galactozd: all = aceleasi cantitati
din fiecare monozaharid, aplicate simultan:
1. 2. 3. 4. 5 = hidrolizate de GSC dupa diferite
perioade de timp
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Fig. nr. 2: Cromatografia in strat subtire de ce-
lulozd a hexozaminelor din GSC intr-un sistem
de solventi piridina etilacetat:acid acetic:apa
dist. = 5:5:1:3. GIcN = 20 ug clorhidrat de
glucozamina; GalN = 20 wug clorhidrat de ga-
lactozamind; all = 10 — 10 «g fucozi, manoza.
galactoza, glucoza si 20 — 20 pg clorhidrat de
glucozamini si galactozamina, aplicate simultan;
1.2 = hidrolizate de GSC



Tabelul nr. 3

Amino- BSM BSM OSM OSM OSM PSM CSM BSLM GSC
acid: maj. min. maj. min. Gottsch,

Ala 12,2 5.1 13,6 10,4 11,3 149 10,0 9.5 10.6
Asp 2.1 13,3 1.7 73 47 2,2 40 47 6.6
Cys urme 5.0 0 0 2.7 1.1 1.8 2,3 urme
Giu 5,8 8,3 53 84 6,2 6.7 6,2 7.0 10,1
Gly 17,7 9.9 19.8 11,0 15,8 19,6 21,8 6.8 14,7
Ileu 1,6 4.0 1,3 3,1 29 30 2,1 16 2,1
Leu 0.4 4.7 5,2 5,7 45 1.2 43 4,1 5,6
Met 0,1 0.8 0 0 0 0,2 0.5 1.4 urme
Phen 0,4 25 1,6 3.6 24 0,6 2,6 1,4 2,0
Pro 11,1 59 9.6 6.4 9.7 7,7 9,0 9.9 11,9
Ser 20,1 11,5 175 118 14,3 19,9 11,0 11,3 10,1
Thr 15,3 11,5 14,8 12,6 11,7 12,8 12,8 24,1 9,5
Tyr urme 3,2 urme 14 0.8 0,6 1,2 1,1 1,5
Val 6,7 5,4 6,0 6,7 71 1,5 5,0 8.6 6,3
Arg 4.3 3.4 36 3,7 3,8 0.3 5.0 34 4,0
His 0,2 1,2 0 1,1 04 0,3 1,3 1.4 1,3
Lys 0.6 4.6 0,3 3,8 2,0 1,2 2,0 1,8 3.7

Compozitia aminoacidicd a mucinelor submaxilare (2) in mol 100 mol aminoacizi
(BSM = mucina submaxilard de bou, OSM = de oaie, Gottsch. = dupa Gottschalk,
PSM := de porc, CSM = de ciine, BSLM = mucina sublinguald de bou, GSC =
glucoproteina submaxilara de cal. maj., min. = component major, respectiv minor).

Continutul in triptofan (32), histidina si arginind este la fel de redus.
Acesti aminoacizi dupa Lowry si colab. (33) joaca un rol important in me-
canismul reactiei de dozare a proteinelor. Prin urmare, atit citirea ab-
sorbtiei la 280 nm, cit si metoda lui Lowry pot fi utilizate numai cu re-
zerve in dozarea cantitativd a glucoproteinelor submaxilare.

Pe baza datelor din literaturd, pind in momentul de fati nimeni nu
a reusit si scindeze totalitatea lanturilor laterale glucidice din molecula
glucoproteinelor submaxilare cu ajutorul scindarii alcaline cu borohidrida
de Na (24, 34, 35). In mediu alcalin se pot hidroliza si unele legaturi pep-
tidice (36, 37). Glucopeptidele rezultate pot avea o stabilitate crescuta fata
de beta-eliminare (38, 39).

Se cunosc glucoproteine care dispun de doud tipuri diferite de lega-
turi glucido-proteinice (3, 4). Unele lanturi oligozaharidice pot fi legate
prin legituri stabile fata de alkali.

Fucoza si acidul neuraminic au fost gasiti ocupind un loc terminal in
structura glucoproteinelor (1, 4). Deocarece GSC contine ambii componenti
glucidici, se poate presupune ci exista oligozaharide ramificate in aceasti
macromoleculd, in mod similar ca in cazul glucoproteinei submaxilare de
porc (24. 40).

Concluzii

Cu 'ajutorul unor metode chimice s-a analizat compozifia glucidici
cantitativd, iar cu ajutorul cromatografiei in strat subtire de celulozi cea
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calitativa a GSC. GSC contine 11,5% acid neuraminic, 8,0% fucoza, 18,3%
galactoza si 20,1% hexozamine, continutul total glucidic fiind de 56,4%
*1.1. Compozitia in aminoacizi a GSC a fost studiatd cu ajutorul unui
autoanalizator Technicon. S-a remarcat absenta aminoacizilor sulfurati,
cantitatea redusd a aminoacizilor aromatici si predominanta treoninei,
serinei, acidului glutamic, a prolinei, glicinei, alaninei i a acidului aspar-
tic. Pe baza scindarii cu borohidrida de Na in mediu alcalin, precum si
a hidrolizei partiale a GSC este probabila localizarea terminald a acidului
neuraminic si a fucozei, ceea ce pledeazi pentru existenta unor catene
glucidice ramificate.

Sosit la redactie: 27 iunie 1972
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