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INTRODUCTION 

L'existence d'une glucidurie d iscrè te  dans toutes l e s  urines 

normales é t a i t  connue depuis plus de cinquante ans, lorsque MONTREUIL e t  

BOULANGER (1)  entreprirent  de carac tér i ser  e t  d ' i den t i f i e r  l e s  constituants glu- 

cidiques responsables du l ége r  pouvoir cupri-réducteur des urines physiologiques. 

Parallèlement, l eu r s  travaux portèrent s u r  l e s  glucides conjugués de l 'u r ine ,  e t  

ils précisèrent  bientôt  l a  composition de ces oses l i é s ,  avant d'entreprendre des 

ten ta t ives  de fractionnement de ces glycoprotides. Ils s 'e f forcèrent  en particu- 

l i e r  de doser ces constituants glycoprotidiques ur ina i res  par un procédé précis  

e t  reproductible, problème qui  é t a i t  l o i n  d 'ê t re  résolu s i  l ' o n  considère l ' ex t rê-  

me dispersion des r é su l t a t s  fournis  jusqulà présent par d i f f é ren t s  auteurs. Le 

but e s sen t i e l  de ces travaux é t a i t  de comparer l e s  urines normales humaines avec 

des urines pathologiques, e t  plus particulièrement avec des urines de cancéreux, 

de manière à mettre en évidence des différences quanti tat ives e t  qual i ta t ives  

dans l a  composition des urines. 

SPiX e t  MONTREUIL (2) montrèrent ultérieurement que de nom- 

breuses causes d 'e r reur  intervenaient dans l e  dosage des hexoses e t  des acides 

uroniques par l e s  r é a c t i f s  classiques à l ' o rc ino l  sulfurique e t  au carbazol 

sulfurique e t  proposèrent b ientô t  des solut ions à ce problème. 

C'est  donc s u r  des bases nouvelles e t  B p a r t i r  de r é su l t a t s  

acquis durant plus de dix années qu'une équipe de chercheurs (LOIEZ-HENNETTE, 

MBLLEVAIS-GOUBET, MONTREXJïL, SPIX, STREClCER e t  VAILLBN!C-~E$~CROIX) (3) s ' efforce 

aujourd'hui de résoudre l e  problème posé par l'extrême complexité des urines. 

Notre t r a v a i l  personnel a plus particulièrement porté su r  

1 ' étude des glucides l ib res ,  -mono e t  oligosaccharides-, des urines normales. 

Le but que nous avons poursuivi f u t  de dresser  l a  l i s t e ,  l a  plus complète possi- 

b le  des const i tuants  glucidiques des urines. 
I 
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Dans une première s é r i e  de recherches, nous avons i s o l é  e t  

i den t i f i é  un grand nombre de glucides présents dans l e s  urines normales, dont 

la plupart n'avaient pas encore é t é  déc r i t s .  

Dans une seconde s é r i e  de travaux, nous avons m i s  au point 

des méthodes précises e t  des procédés de routine qui permettent d'explorer rapi- 

dement e t  d'une manière t r è s  précise, l a  composition en glucides des urines. 

Dans une dernière s é r i e  de recherches, nous avons commencé 

à appliquer nos techniques à l 'analyse d 'ur ines pathologiques, d 'ur ines cancé- 

reuses, en pa r t i cu l i e r .  Les r é su l t a t s  que nous avons obtenus à propos de ces 

dernières sont  encore t rop  fragmentaires pour ê t r e  interprétables.  Toutefois, 

l ' e f f i c a c i t é  de ces procédés a é t é  démontrée par l a  découverte e t  l a  description 

du premier cas de s i a lu r i e .  

Nous ferons précéder l 'exposé de nos travaux par une courte 

revue générale consacrée aux problèmes que posent l e s  glucides des urines. 

Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus ont f a i t  l ' o b j e t  des 

mémoires suivants  : 

1 - G. STmCKER, B. GOUBET e t  J, MONTREUIL : Les cétoses de L'urine humaine. 

Ident i f ica t ion  du ~ ( + ) a l l u l o s e ~  C .B. Acad. Sciences, 1965, 999 

Description d'un nouveau type de méli turie  : l a  s i a lu r i e .  C.R. Acad. Sciences, . 
1967, 255 D, 97 t 

' ! 3 - 3. MONTREUIL, G. BISERTE, G. STRECKER, G. SPIK, G. FONTAINE e t  J P r  FARRUUX : .< 
Description d'un nouveau ty-pe de méli turie  : l a  s i a lu r i e .  Clin. Chim. Acta, 

1 
:A 
' i  . -2 

1968, 21, 61 

4 - G. STRECKER e t  J. MONTREUIL : Procédés d'isolement e t  d ' i den t i f i ca t ion  des 

cétoses. Applications à 1 'urine humaine. Chromatographie Symposium II, 

Bruxelles, 1 1968, 340 

5 - G. STmCKER e t  J. MONTFEUIL : Les glucides l i b r e s  des urines humaines. 

Z.  Fhysiol. Chem., 1969, m, 14 



Les glucides de l ' u r i n e  



Les glucides existent, dans les urines, sous des formes libres 

ou conjuguées. Nous ferons donc successivement le point sur chacune de ces deux 

questions, en nous limitant aux urines humaines. 

Les travaux anciens concernant les glucides de l'urine ont 

porté principalement sur les urines pathologiques, parce que les techniques de 

l'époque ne permettaient pas d'isoler ces composés, dans les urines, & de très 

faibles concentrations. Ce n'est qu'en 1953 que MONTREUIL et BOULANGER (4) 

devaient, pour la première fois, effectuer de telles recherches, dans le but 

de mieux définir ce milieu biologique extrêmement complexe. 

1 - MECANISPlE DE L'ELIMINATION RENALE 

La présence de glucides dans l'urine est sous la dépendance 

des mécanismes rénaux de filtration glomérulaire, de réabsorption et de sécré- 

tion tubulaire. Les substances plasmatiques utiles à l'organisme (eau, glucose, 

sels minéraux) sont réabsorbées dans le sang en parcourant le tube urinaire, 

tandis que les substances de déchet ou étrangères à l'organisme se concentrent 

dans l'urine. La réabsorption tubulaire du glucose est dÛe à l'action de deux 

enzymes, une phosphophérase et une phgsphatase alcaline. Si d'autres sucres 

échappent la barrière hépatique, ils ne seront pas réabsorbés par les 

tubules auxquels font défaut les enzymes correspondant. Ces phénomènes de 

réabsorption tubulaire expliquent l'existence de substances à seuil, comme le 

glucose qui ne passe dans l'urine que lorsque le taux plasmatique dépasse 1,7 g 

p. 1OOOml ( ~ i ~ .  1 ; p. 5). 
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La ttClearancew ou coefficient d'épuration plasmatique d'un 

constituant urinaire mesure, en mi l l i l i t r e s ,  l e  volume de plasma sanguin que l e s  

reins sont capables, en une minute, de débarrasser de ce constituant. 

S i  : 

C = clearance (débit plasmatique en m l  par mnj 

U = concentration de l a  substance dans l 'ur ine  (en mg par ml) 

V = débit urinaire (en m l  par mn) 

P = concentration de l a  substance dans l e  plasma (en m g  par m l )  

UV 
o n a C  = -  

P formule qui doit ê t r e  corrigée chez l 'enfant par l a  détermination 

de l a  surface corporelle : S 

S i  une substance qui passe dans l e  tube urinaire par l e  

glomérule n ' es t  n i  &absorbée n i  sécrétée par l e s  parois du tube, son coefficient 

d'épuration doit  titre égal au débit g l~rnéru la i re~  C'est l e  cas de l ' inuline,  

qui e s t  u t i l i s é  comme composé de référence, dont l a  "~ l ea r ance '~  e s t  de 120 chez 

l'homme sain. Lorsque l a  "clearance" d'un composé sera inférieure à 120, on 

pourra conclure que ce composé e s t  réabsorbé en part ie e t  une clearance supé- 

rieure à 1 20 indiquera que l a  substance e s t  sécrétée par l e s  tubes urinaires (*) . 
II - U S  GLUCIDES DES URINES PATHOLOGIQUES 

U n  grand nombre d'affections pathologiques e t  génotypiquesb 
. - 

7 .  '1 ou de simples phénomènes d'intolérance alimentaire sont responsables de nom- * 
breuses gluciduries, dont l a  caractérisation res te  aisée meme en u t i l i san t  

(*) Pour l e s  déta i ls  techniques de détermination d'une "Clearance", voir  p. 193 



d'anciens probédés classiques comme le pouvoir cupri-réducteur, la rotation opti- 

que, la formation d'osazones, la fermentation par la levure ou les réactions 

colorimétriques spécifiques de chaque classe de glucides. 

Les méthodes chroaatographiques et électrophorétiques mises 

en oeuvre depuis plus de vingt ans apportent souvent des solutions définitives 

dans les cas de gluciduries qui restaient difficiles à caractériser avec les 

méthodes conventionnelles. Des méthodes plus récentes de chromatographie sur 

couche mince proposées par PETEK et EBERHARD (5) et LAW et al. (6) ou de chro- 

matographie en phase gazeuse, décrite par BHATTI et C W  (7) ont en outre le 

mérite d'être rapides et sont appelées à rendre de grands services dans les 

laboratoires d'analyses cliniques. 

A - LES GLUCOSURIES (*) 

Les glucoauries sont le plus souvent la conséquence d'une 

hyperglycémie, c'est-à-dire d'une élévation du taux du glucose sanguin. Elles 

peuvent Qtre également le signe d'une anomalie de la réabsorption tubulaire du 

glucose. 

Lorsque la sécrétion d'insuline est insuffisante pour assurer 

und pénétration cellulaire nomle du glucose, l'organisme développe et maintient 

une hyperglycémie qui assure la pénétration du glucose dans les cellules par 

effet de masse. Quand cette hyperglycémie dépasse le llseuillt, le tubule rénal 

n'est plus capable de réabsorber tout le glucose filtré, et la glucosurie appa- 

raP t . 
2 - AUTRES GLUCOSURES 

Elles résultent de l'hypersécrétion d'un facteur hyperglycé- 

h t  , On les observe dans les cas d hyperf onc tionnement cortico-surrénal (syn- 

drome de CUSHING, ou syndrome d1 hypercorticisme métabolique), thyroïdien (mala- 

die de BASEDOW) et hypophysaire (acromégalie). 
.- 

(*) Revues générales : POLONOVSKI (8 ) ,  BENARD et RAMBERT (9). 



3 - LA GLUCOSURIE ALIMENTAIRE 

La glucosurie alimentaire peut t raduire dans cer ta ins  cas un 

é t a t  pr&diabétique, qui sera a l o r s  m i s  en évidence par l 'épreuve dlhyperglycé- 

mie provoquée. 

4 - LE DIABETE RENAL 

Le diabète rénal  e s t  carac tér i sé  par une glucosurie sans 

hyperglycémie. Sa découverte ne peut ê t r e  que for tu i te ,  car  l a  f u i t e  ur ina i re  

du glucose e s t  en général trop d iscrè te  pour que l'hypoglycémie s e  manifeste 

cliniquement. 

Le diabète r éna l  correspond à une af fec t ion  génotypique, 

e t  son origine e s t  due à un abaissement du s e u i l  rénal du glucose. On distingue 

néanmoins deux diabètes rénaux : diabète du type A où l e  seu i l  d 'appari t ion de 

l a  glucosurie e t  la réabsorption tubulaire maximuin du glucose sonttout  deux 

abaissés, e t  diabète du type B, où seul  l e  s e u i l  d 'apparition de la glucosurie 

e s t  abaissé. Le diabète rénal du ty-pe A e s t  dû à une ammalie enzymatique du 

système assurant  l a  phosphorylatioti du glucose, tandis que 1 on a t t r ibue  ce lu i  

du type B à une dispersion anormale de l ' a c t i v i t é  glomérnlo-tubulaire, qui dé- 

passe a l o r s  l e s  l imi t e s  physiologiques permises. 

B - LES GALACTOSURIES (*) 

La galactosurie e s t  une maladie assez peu fréquente, l i é e  à 

l'absence plus ou moins complète d'une enzyme habituellement présente dans l e  

fo ie  e t  l e s  hématies, e t  se caractér ise par l laccuaulat ion de galactose-1-phos- 

phate dans l e s  ce l lu l e s  de l'organisme e t  par  l 'é l iminat ion u r ina i r e  de galactose* - 

On distingue classiquement deux formes de galactosurie : 

(*) Revues générales : ALaGILLE D. ( IO) ,  HSIA (1 1 ), WOOLE' (1 2). 



1 - LA GAMC TOSURIE PAR $NSUFF ISANCE HEPATIQUE. 

Dans ce cas, une altération cellulaire hépatique globale 

(hépatite argue ou chronique) s'accompagne d'une difficulté de métabolisme du 

galactose. La rétention du galactose-1-phosphate ne s'observe alors que dans les 

cellules hépatiques, exclusivement . 
2 - LA GALACMSEMIE CONGENITAU DU NOURRISSON. 

Cette maladie est liée à un déficit en galactose-1-phosphate- 

uridyl-transférase et se transmet comme un gène autosomique récessif. Toutes les 

cellules de l'organisme accumulent du galactose-1-phosphate, et plus particuliè- 

rement, les hématies. Le schéma ci-dessous explique le mécanisme de cette accumu- 

lation : 

ADP UDP glucose glucose-phosphate 

Galactose Galactose-1 -phosphate 

Galac tokinase ~alactose-1 -phosphate- 
uridyl-transf érase 

ue galactose se comporte alors comme une substance toxique 

et entraîne une maladie grave, identifiable grâce à la mise en évidence d'une 

galactosurie et d'une galactosémie élevée, et au dosa82 dans le sang de l'acti- 

vité de la galactose-1 -phosphate-uridyl-transférase (test de KALCKBR) (1 3) .  



C - LES FRUCTOSURIES (*) 

Les fructosuries ont pu être individualisées sous Les cinq 

formes suivantes : 

1 - JA FRUCTOSURIEl PHYSIOLOGIQUE DU NOUVEAU-NE3 qui nt est observée que durant les 

premiers jours de la vie, avec une forme plus niarquée chez les prématurés. Le 

fructose provient alors du placenta, qui semble avoir vis à vis du fructose un 

comportement particulier. 

2 - L A  FRUCMSURIE PKYSIOLOGIQUE ALWNTAIRE, qui s'observe après ingestion 

importante de fruits chez des sujets atteints d'insuffisance hépatique. Cette 

fructosurie, bénigne elle aussi, existerait chez 10 p. 100 des sujets normaux, 

après ingestion de 100 g de fructose. 

3 - LA FRUCMSURIE HEPATIQUE, qui se rencontre spontanénkent dans les insuffi- 

sances hépatiques sévères, ictères graves, cirrhoses décompensées, etc.... 

4 - LA FRUCMSURLE BENIGNE HEREDITAIFB, ou fructosurie essentielle, qui est une 
anomalie génotypique sans manifestation clinique. Cette maladie métabolique 

extremement rare serait transmise par un gène totalement récessif, puisque les 

su jets hé tdrozygo tes ne présentent aucune anomalie du mét&bolisme du fructose. 

On suppose que le trouble provient d'un dysfonctionnement de la fructokinase. 

5 - LtJNTO@RANCE,HEAEDITAIRE AU FRUCTOSE, qui se traduit par contre par des 
troublés cliniques assez marqués consécutifs à l'ingestion de fruits ou de fruc- 

tose, accompagnés d'une fructosémie et d'une hypoglycémie, et qui serait due à 

l'absence d'une enzyme hépatique nécessaire à la dégradation du fructose-l-phos- 

phate ou trioses. 

Les lactosuries s'observent également dans des circonstances 

très variées. La plupart sont physiologiques. 

( *  Revues générales : SIDBURY (14 1, (15) 
(**) Revue générale : HSIA (16) 



1 - LA LACTOSURIE DE LA FE%@ ENCEINTE 

Elle s'observe chez 99 p. 100 des parturientes quatre jours 

après l'accouchement. On ignore par quel mécanisme le lactose passe des glandes 

mammaires dans la circulation. 

2 - LES LACTOSURES PAR MALADIES INTESTINALES AIGUES 

Elles se rencontrent essentiellement dans les gastroentéri- 

tes aigües et s'expliquent par une diminution de la sécrétion de la lactase 

intestinale du fait de llinfimation de la muqueuse. Le lactose, inutilisable 

par l1organisme est alors éliminé par les reins. 

3 - La LACTOSUfRIE PRIM1T)YE OU, CONGENITA&E 

Il sf agit ici d'une affection génotypique rare, affectant 

le Nourrisson. Elle se caractérise par llabsence de sécrbtion de la lactase par 

la muqueuse intestinale et une accumulation du 18ctose non hydrolysé dans l'intes- 

tin. La lactosurie est alors importante et ne cède qu'à la suppression du lactose 

de l'alimentation. 

E - LES SIACCWOSURIES (*) 

Les saccharosuries s'observent chez des sujets normaux, 

après l'absorption de quantités massives de sucre, et chez des malades qui pré- 

sentent un trouble de l'absorption intestinale. Le saccharose non hydrolysé 

franchit alors la muqueuse. La saccharosurie congénitale peut provenir également 

de formation endogène de saccharose par trouble enzymatique, au niveau du rein, 

fort probablement. La saccharosurie peut parfois s'accompagner d'encéphalopathie 

qui demeure longtemps réversible si le saccharose est supprimé de l'alimentation. 

La maltosurie est observée parfois chez les grands buveurs I 
de bière. 1 
(*) Revues générales : ROSENFEUI et al. (1 7), KAPLAN et al. (1 8) ,$j 



G - LES PENMSURIES (*) 

1 - LES FTZNTOSURIES ALIMEWULRES 

Les pentosuries alimentaires peuvent s'observer à la suite 

d'ingestion excessive de certains fruits (cerises, pommes, prunes). Le sume 

urinaire est alors le D-L-arabinose (mélange racémique). 

2 - LES PENTOSURIES ACCOMPAGNANT LES MYOPATRIES 

L'excrétion de U-ribose accompagne certaines myopathies 

et serait la conséquence d'un catabolisme plus rapide des nucléotides dans les 

muscles en voie de dégénérescence. 

3 - LA PENWSURIE ESSENTIELLE 

L'excrétion anormale de L-xylulose dans les urines qui a 

fait l'objet d'observations répétées chez des sujets sains, presque toujours 

d'origine israélite ou sémite, est transmise génétiquement selon le mode récessif. 

La nature de L-xylulose fut reconnue en 1914, après de 

nombreuses confusions avec llarabinose ou le xylose. Cette pentosurie est pr'ovo- 

quée par une déviation du catabolisme de l'acide glycurdnique ( ~ i ~ .  2 ; p. 13) 

et ne s ' accompagne d 'aucun trouble clinique. 

H - LES TIEPTULOSURIES 

Le manno-heptulose se rencontre parfois dans l'urine norma. 

le en petites quantités et disparait si 1' on supprime les végétaux de l'alimenta- 

tion. Il est très abondant dans les urines des consommateurs de fruits d'Avoca- 

tier, au point de donner une réaction positive avec la liqueur de Fehling 

(RELYVELD) (19). 

(*) Revue générale : TOUSTER (20). 1 
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III - LES GLUCIDES DES URINES NORMUES 

L'étude des glucides des urines normales posait-un grand 

nombre de problèmes pratiquement insurmontables jusquîà l'avènement de l a  chro- 

matographie sur  papier, Toutefois, au moment où nous avons entrepris nos recher- 

ches, l e  nombre de travaux qui avaient é t é  réalisés é t a i t  encore t rès  res t re in t  

e t  l e s  mémoires r e l a t i f s  aux glucides l ib res  de l 'ur ine  se l imitaient  & ceux 

de M0NTRF:UIL e t  BOULANGER en 1953 (a) , de MONTRRTIL en 1955 (22) e t  de WHITE 

e t  i93SS en 1956 (23). 

A - LES MONOSACCHARlDES URINAIFES 

La glucidurie discrète observée chez tous l e s  suje ts  sains 

se s i tue  autour de 0,2 e t  0,5 g par l i t r e ,  détehinée par réductimétrie e t  

exprimée en glucose. MONTREUIL e t  BOULANGER ( 2 4 )  appliquèrent l e s  premiers 

à l 'urine l a  méthode générale de fractionnement e t  de purification par l e s  
4 

échangeurs d'ions, qui permet de déminéraliser l 'urine,  e t  de procéder sirnulta- # A  , 2 
nément à un fractionnement en dérivés "acides", llbasiquesll e t  "neu tres" . Les 

auteurs mettaient a in s i  en évidence de façon constante dans l e s  dialysats 

d'urine l e s  glucides suivants : glucose, fructose, arabinose, xylose (30 à 50 m g  

par l i t r e )  ; fucose, mannose, saccharose (3  à 15 mg par l i t r e )  ; Phamnose, 
8 '  

galactose, à 1' é t a t  de traces. Ils relevaient également l a  présence d'un dérivé j 

cétosique inconnu, possédant l e  comportement chromatographique des pentoses 

h g .  3 ; p. 15) A 

La fraction acide retenue par 1' échangeur d' anions, éluée 

par l 'acide formique, renfermait des conjugués uroniques e t  des es ters  phospho- 

riques des oses. L a  fraction basique éluée de l'échangeur de catiohs é t a i t  

dépourme de sucres aminés l ibres.  



Glucides urinaires mis en Mdence par MONTRENIL (25). A : r&dlation 
B ltoxalate d'aniline ; B : r4vBlation à. l~ur4e-cNorhydrique. 



En u t i l i s a n t  une méthode analogue, WHITE e t  RESS (26) 

devaient un peu plus  ta rd  mettre en évidence l e s  mêmes oses, e t  en out re  montrer 

q u ' i l  e x i s t a i t  également dans l ' u r ine  de f a i b l e s  quant i tés  de manno-heptulose, 

de sédoheptulose, de xylulose e t  de ribulose. 

Le r é a c t i f  au c i t r a t e  d'a-viiline r é v é l a i t  d ' au t re  par t ,  dans 

l a  zone des té t roses ,  une substance fournissant  une colorat ion jaune-orangé carac- 

t é r i s t i q u e  e t  qui, se lon  l e s  auteurs,  correspondait à l 'érythrose.  Le r é a c t i f  à 

l ' o r c ino l  t r ich loracé t ique  r éag i s sa i t  en out re  avec deux substances inconnues, 

l ' une  fournissant la colorat ion jaune des cétohexoses, l a  seconde, la  colorat ion 

rose des cétopentoses, mais l e  composé migrai t  dans la  zone des hexoses 

( ~ i g .  4 ; p. 1 7 ) ~  

La présence des deux cétopentoses signalée par  WHITE e t  HESS 

f u t  confirmée ultérieurement par FUTTERMAN e t  ROE (27)+ qui  s ' i n t é r e s sa i en t  plus 

particulièrement au  problème des pentuloses e t  qu i  i so l è ren t  de l ' u r i n e  normale 

l e  L-xylulose e t  l e  r ibulose,  en associant  l a  chromatographie s u r  colonne de 

ce l lu lose  e t  l a  chromatographie s u r  résine échangeuse d' ions.  Les au teurs  

estiment que l e s  u r ines  renferment environ 1 mg de r ibulose e t  2 à 4 mg de 

xylulose par l i t r e .  

FiXTJRY, HALANGEAU e t  EBERHARD ( %) ont étudié  l e s  ur ines  

de prématurés par chromatographie c i r cu l a i r e  s u r  papier, e t  décelé, de manière 

constante, l e  lac tose  (92 p. 100 des cas) ,  l e  glucose ( t r è s  fréquent),  l e  galac- 

tose (assez fréquent) ,  l e  saccharose e t  l e  f ructose.  En outre,  l e s  auteurs  

s igna la ien t  la présence de t r o i s  sucres inconnus dont l ' u n  s e r a i t  l e  xylulose. 

FLEURY e t  EBERHARD (2 9)  ont  é tudié  l e  pouvoir réducteur 

l imi t e  de l ' u r i n e  désionisée e t  ont trouvé une valeur  de 0,8 dl, exprimée en 

glucose. La  chromatographie s u r  papier effectuée su r  58 urines a m i s  en évidence 

avec des fréquences var iab les ,  divers  glucides dont la l i s t e  e s t  précisée 

dant l e  Tableau 1 (p .  18).  

DATE (30) a dosé quelques glucides de d i f f é r en te s  ur ines  

normales, à l ' a i d e  d'une méthode de dosage chroinatographique (DATE) (31 ) e t  a 

obtenu l e s  valeurs suivantes  : lactose : 1 5 à 40 mg/24 h ; galactose : 3 à 25 m g  

par 24 h ; glucose : 57 à 170 mg/24 h ; arabinose : 12 à 56 mg/24 h ; xylose : 

14 à 78 md24 h. 



Planche 

'. "1 
Glucides urinaires identifids par e t  BESS (32). B.&-Blatione : 
planche A 8 aitrate dt&line ; 1 : lactose ; 2 : mannose ; 3 : 
galactose ; 4 : glucose ; 5 o fmtose  ; 6 : azabinose ; 7 : g lose  ; 
8 P mcose ; 9 .D ribose ; 10 : giu-mltlctone ; 11 : incormu ; 
ylanche B : orcinol trichloracétique ; 1 t saccharose ; 2 : DEEDO- 

heptuiose ; 3 : sédoheptuiose ; 4 : fniotoee ; 5 r inconnu ; 6 : 
inconmi ; 7 : xylulose ; 8 : ri.bulose. 



T a b l e a u  1 

Glucides identif iés dans l 'ur ine  de 58 suje ts  (FLEURY e t  EBERKBRD) (33). 

) [ Nature du sucre : Ndmbre de fo i s  : Pourcentage ) 

1- I 

55 ( 
Glucose 95 1 

( Lactose 
( 
( Sacdiarose 
( 
( 
( 

Fucose 

( Fructose 
( 
( Xyiose 
( 
( Maltose 
( 
( Arab inase 
( 
$ Galactose 
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Les hexamines l i b r e s  de l ' u r i n e  ont rarement é t é  mises en 

évidence e t  PECW (34) indique que l e  taux de N-acétyl-glucosamine l i b r e  uri- 

na i re  var ie  autour de 1 à 2 m g  par litre. 

B - LES OLIGOSACCHARIDES URINAIRES 

L'étude des oligasacharides urinaires  posai t  des problèmes 

plus complexes encore. Depuis longtemps, l e s  auteurs ont i n s i s t é  su r  l 'extrême 

complexité de l a  composition en polysaccharides de f a ib le  poids moléculaire des 

d ia lysa ts  ur ina i res ,  e t  ce n ' e s t  que durant ces cinq dernières années que quel- 

ques en t i t é s  bien définies  du point de vue physico-chimique ont pu ê t r e  i so lées  

e t  étudiées i 

HAMERMAN e t  H A e H  (35), en 1955, avaient montré que 65 p. 100 

des osamines conjuguées to t a l e s  é t a i en t  dialysables. BOAS (36) confirme c e t t e  

observation e t  i s o l e  t r o i s  f rac t ions  hétérogènes su r  une colonne de cellulose, 

sans cependant i s o l e r  d ' e n t i t é  bien définie.  HIEWINEN (37) confirme c e t t e  hété- 

rogénéité e t  fractionne l e  matériel u r ina i r e  s u r  g e l  de Séphadex en t r o i s  f rac t ions  

d i s t inc te s  (A, B e t  C ) ,  chacune d 'entre  e l l e s  renfermant des hexoses, des osamines 

e t  de l ' ac ide  s ial ique.  Seules l e s  f rac t ions  B e t  C sont dialysables. Par chro- 

matographie s u r  colonne échangeuse d'anions ou s u r  charbon act ivé,  MDli"PllE% e t  

HETTSUNEN (38) e t  HüTTCTNEN (39) obtiennent plusieurs sous-fractions de l a  f rac t ion  B 

e t  plusieurs d 'entre  e l l e s  renferment de l ' a c ide  s ial ique.  

PECHAN (40) s ' e s t  efforcé d1 i s o l e r  l e s  oligosaccharides 

renfermant des osamines, par chromatographie préparative su r  charbon-Célite, 

mais encore une f o i s ,  il n ' a  pas pu poursuivre l 'isolement de ces composés obte- 

nus en mélanges t rop hétérogènes. L'auteur pense cependant que cer ta ins  osides 

ur ina i res  possèdent une composition identique à ceux du l a i t  de Femme. En 1958, 

MONTREUIL ( *  ), en u t i l i s a n t  exclusivement l a  chromatographie su r  papier, ava i t  

i s o l é  une dizaine d'osides de d ia lysa ts  ur ina i res ,  e t  ava i t  précisé l eu r  composi- 

t ion .  di able au II ; p. 20) : galactose, mannose, fucose e t  osamine, dans des pro- 

portions variables.  Ces premiers r é su l t a t s  l u i  avaient permis de soupçonner une 

double origine de ces osides : l 'une alimentaire,  l ' a u t r e  l i é e  au métabolisme des 

(*) Communication personnelle. 



T a b l e a u  II 

Composition de quelques osides isolés des urines de sujets sains 
(MONTREUIL) (*) 

1 galactose, fucose (1 : 1 ) 

2 galactose, mannose (1 : 1 ) 

3 galactose, fucose (2 : 1 ) 

4 galactose, fucose, acétylosamine (2 : 1 : 1 ) 

5 galactose, mannose, fucose, acétylosamine (1 : 1 : 1 : 1 ) 

6 galactose, fucose (2 : 2) 

7 galactose, mannose, fucose (2 : 1 : 1 ) 

8 galactose, mannose, fucose, acétylosamine (2 : 1 : 1 : 1 ) 

9 galactose, mannose, fucose, acétylosamine (1 : 1 : 2 : 1 ) 

10 galactose, mannose, fucose, acétylosamine (2 : 1 : 3 : 1 ) 

(*) Communication personnelle 



glycoprotéines, et de montrer 1' intérêt que présentait 1' étude de la structure 

de tels Osides dont ltorigirie pouvait se rechercher dans le sang et dans diffé- 

rents tissus. 

LUNDBLAD (41) a étudié les oligosaccharides urinaires en 

fonction de la nature du groupe sanguin des individus, et a isolé d'urines de 

sujets de groupes sanguins A et B de ty-pe "sécréteurs", deux pentasaccharides 
1 

dont ,il a précisé la composition : 

1 : Wcose, glucose, galactose (2 : 1 : 2) 

2 : fucose, glucose, galactose, N-acétylgalactosamine (2 : 1 : 1 : 1 ) 
Dans les deux cas, le glucose était en position terminale. 

Plus récemment, LUNDBLBD (42) a mis en évidence dans les 

urines de sujets de groupe O(H) sécréteur un lactodifucotétraose qui possède 

toutes les propriétés du lactodifucotétraose isolé du lait de Femme par RIiHN (43) 

et par MONTREUIL (44) : 

Ga1 ' 1?4 >Glc 
T a  1,2 7 a l,3 

Fuc Fuc 

HITTTtINEN (45) a montré la présence dans l'urine normale 

de 6, à 8 oligosaccharides renfermant de l'acide N-acétylneuraminique, et a 

isolé quatre d'entre eux, dont il a précisé la structure ( ~ i ~ .  5 ; p. 22). 

En étudiant plus particulièrement l'urine de Femmes encein- 

tes, DATE (46) a mis en évidence six oligosaccharides (~igure 6 ; p. 22) dont il 

confirme l'identité parfaite avec les osides du lait isolés par KUHN (47) et par 

MONTREUIL ( 48) . 
BOUFüUTiLûN et GOUSSAULT (49), enfin, ont décrit récemment 

l'isolement et la composition chimique d'un fucohétéropolysaccharide, d'une masse 

moléculaire d'environ 4 000, et possédant une activité de groupe sanguin O(H) 

 a able au III ; p. 23). 



NANA 
;1. 

,.. -"W.-- --\-.,.o."" 

NANA 4 Ga1 -3 ~alNÀc : di-N-acétylneuraminyl-3-galactosyl-N- 
a-2,3 8-1,4 acé tylgalac tosmine 

NANA Ga1 j Gf c . : 62-~-acé tylneuraminyl-lac tose 
a-2,6 P-1,4 

NANA --+ Ga1 -3 GlcNHAc : 62-N-acé tylneuraminyl-N-acé tyllac tosamine 
a-2,6 P-1,4 

NANA + Ga1 .-} Glc : 32-~-acé tylneuraminyl-lac tose 
"-29 3 P-1?4 

Figure 5 

Structure des oligosaccharides urinaires identifiés par HüTTüNEN (48) 

Fuc -+ Ga1 --+ Glc : 2'-fucosido-lactose 
a-1 ,2 Fi-1 9 4 

Fut + Ga1 > Glc 
a-1 ,2 P-1 ,4 a-i , 

Fuc 

: Lac to-difuco-té traose 

Fuc .--+ Ga1 -3 GlcNAc + Ga1 ,-+ Glc : Lac to-N-fucopentaose I 
a-1;2 @-1,3 8-1 9 3 P-194 

Fuc Ga1 GlcNAc - Ga1 - Glc : Lacto-N-difucohexaose I 
&1,2 P-173 F - 1 9 3  f i  P-194 1 a-1,4 

Fuc 

Figure 6 

Structure des oligosaccharides du lait de Femme mis en évidence dans l'urine 
par DATE (49) 



T a b l e a u  III 

Composition en glucides du fucohétéropolysaccharide isolé de 
l'urine humaine normale par BOURRILLON et GOUSSAULT (52) . 

............................... Galactose 

................................ Mannose 

Glucose ................................ 
Fucose ................................. 5 

N-acétylglucosamine .................... 1 

N-acétylgalactosamine ................... 1 

Acide sialique ......................... ( 0.05 

.............................. Protéines (0902 

...................... Masse moléculaire environ 4 000 
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m présence dans l ' u r i n e  de glucides conjugués 

à des protides e s t  connue depuis l e s  travaux de MORNER (53), en 1895, mais ce  

n ' e s t  que cinquante ans plus tard que l a  nature des oses l i é s  f u t  précisée pour 

l a  première f o i s  par MONTRFlTIL e t  BOULANGER (54) : l e  galactose, l e  mannose, l e  

f icose,  des osamines de l ' ac ide  glucuronique e t  des t races  de glucose e t  de 

xylose. L'importance des glucides l i é s  aux protéines dans l ' u r i n e  f u t  reconnue 

également à l a  même époque par WALDRON (55) e t  HANE!FIMBN e t  a l .  (56) qui montrè- 

r en t  que l a  f rac t ion  non dialysable de l ' u r i n e  contenait  15 p. 100 d'hexoses, 

tandis que l a  f rac t ion  correspondante du sérum en possédait 2 p. 1001 KING (57) 

é t a b l i t  que l e  poids moléculaire de ces substances e s t  compris ent re  1 000 e t  

100 000 (uromucoïde) e t  remarqua que l a  majeure p a r t i e  de l a  f rac t ion  non dialy- 

sable é t a i t  principalement constituée de composés t r è s  riches en sucres, notam- 

ment en fucose, par rapport aux constituants glycoprotidiques sériques. Des 

travaux d'ordre chimique, électrophorétique e t  immunologique ont permis par la 

s u i t e  à BERGGARD (58), BOURRILLQN W. (59), BOYCE e t  a l .  (Go), BISERTE e t  a l .  

(61 ) , e t  HEREMANS e t  a l .  (62) de confimer la nature glycoprotidique de l a  frac- 

t i on  non dialysable de l ' u r i n e  e t  de carac tér i ser  un grand nombre de ces compo- 

sés,  sans permettre cependant de l e s  i s o l e r  à l ' é t a t  pur, à de rares  exceptions 

près. 

Le terne de glycopeptide e s t  t r è s  général e t  ne 

présume pas de l'importance de l a  masse moléculaire de ces composés. Par ce même 

vocable sont  a i n s i  dé f in i s  l e s  glyco-aminoacides, l e s  glycopeptides e t  l e s  glyco- 

protéines, de même que l e s  mucopolysaccharides acides. Il e s t  t r è s  d i f f i c i l e  de 

fournir  une c l a s s i f i ca t ion  homogène des glyco-aminoacides e t  des glycopeptides 

ur ina i res ,  car ,  d'une par t ,  seules des études fragmentaires ont é t é  effectuées 

à l eu r  su je t ,  e t  d 'autre  par t ,  la grande d ive r s i t é  de l e u r  origine (urinaire ,  

plasmatique ou t i s s u l a i r e )  demanderait en premier l i e u  une connaissance appro- 

fondie des glycoprotéides dont ils sont l e s  produits de dégradation. 



Deux revues générales récentes, de NALIDJAIS-GOUBET (63) 

e t  de VAILLANT-DELACROIX (64), font l e  point sur l 'aspect  qual i ta t i f  e t  quantita- 

t i f  de ce t te  question. 

Actuellement, un t rès  pe t i t  nombre de glycoprotéines e t  de 

glycopeptides ont é té  isolés à l ' é t a t  pur. Ce sont surtoot des travaux de nature 

électrophorétique e t  immunolo$ique qui ont permis de mettre en évidence l e s  

protéines des urines normales. 

1 - LES GLYCOPROTEINES URINAIRES 

A - LES PROTEINES SERIQUES 

L'étude immunoélectrophorétique décri te en 1953 par GWAR 

e t  WILLIAMS (65) s ' e s t  révélée une méthode de choix pour étudier l es  protéines 

urinaires e t  &terminer leur origine. Elles sont au nombre de 18 : 

1 - l a  préalbumine de SCHüLTZE (66), riche en tryptophanne PATTE 
e t  a l .  ( 67) ; B E R 0  ( 68) ) . 

2 - l a  sérumalbumine (GRANT) (69). 

3 - l ' a  -séromucoiide (PATTE e t  al.) (70). 1 
4 - l1 al -1ipapro téide (BERGGBRD) (71 ) . 
5 - l ' a  -globuline (ou a antitq-psine) (PATTE e t  a l ,  (7'2)) 

1 1 
6 - la céruléoplasrnine . (BERGGARI, (73) ; ROWE e t  a l .  (74)). 

7 - llhaptoglobine (BERNAi3.D (75) ; PATTE e t  a l .  (76)). 

8 - 1 a -macroglobuline (BERNARD) (77 ) . 
2 

9 - l a  a -Ba-glycoprotéine (BERGGARD) (78). 
2 

1 O - l a  a2-Zn-glycopro téine (BERNARD) (79) . 
11  - un composant de groupe spécifique (BERGGARD) (80). 

12 - l a  transferrine (PATTE e t  a l . )  (81 ). 

13 - l a  BIA-globuline ( B E R G O )  (82). 

14 - (ou hémopexine La cytochromophiline) (BERGGARD) (83). 



1 5 - la E-globuline (BERNARD) (84). 

1 6 - des 1; globulines (PATTE et al. ) (85). A- 
1 7 - le fibrinogène (BERGGARD) ( 86). 

18 - des XGglobulines (GRANT) (87). 

Il reste dependant à préciser si ces constituants caracté- 

risés et dosés par des méthodes immunoélectrophorétiques sont réellement iden- 

tiques aux glycoprotéines sériques correspondantes. BERNARD (88) , à ce su jet a, 

en effet, montré que les fractions de protéines urinaires, séparées par électro- 

phorèse préparative, contenaient des quantités plus importantes de glucides que 

les fractions correspondantes du sérum. Mais ces variations de la composition 

en glucides sont en réalité le fait d'interférences dues à des glycopeptides 

très riches en sucres et qui se superposent, en électrophorèse de zone, aux 

glycopro téines sériques (BOURRILLON et oou , ) (89) r 

B - HORMONES GONBDOTROPES 

Ces hormones de nature glycoprotidique existent en faibles 

quantités dans l'urine humaine. GûT et BOURRILLON (90) ont en particulier étudié 

la gonadotrophine post-ménauposale et ont conclu qu'elle était riche en acide 

sialique. Le taux de gonadotrophine chorionique atteint des valeurs élevées dans 

l'urine de la Femme enceinte (GURIN, BACHMAN et WILSON) (91 ) . 
C - SUBSTANCES DE GROUPES SANGUINS 

Des substances spécifiques de groupes sanguins ont été 

isolées des urines (FREXDENBERG et EICREL) (92) et leur activité, -en particulier 

celles des substances se rapportant aux groupes A et B-, a été mise en évidence 

par KING, FIELDEN et BOYCE (93 ) et par KING, FIELDEN, GOODMAN et BOYCE (94 ) . 
Ce sont des glycoprotéides qui renferment jusque 80 p. 100 de glucides totaux 

et qui sont essentiellement constitués de galactose, de fucose, de N-acétyl- 

glucosamine et de N-acé tyl-galac tosamine. 



L ' urine renferme des mucopolysaccharides acides (ou glyco- 
samino-glucurono-glycannes, selon la terminologie de B A W S  et JE~LNLOZ) (95), 

apparemment identiques à ceux qui ont été isolés, depuis une trentaine d'années, 

du tissu conjonctif. Il s'agit de polysaccharides constitués par une longue 

chafne résultant de la upolymérisationll d'une unité disaccharidique composée 

d'une molécule d'osamine et d'une molécule d'acide uronique (remplacé par le 

galactose dans le cas de l'acide kérato-sulfurique) ( ~ i ~ .  7 ; p. 28). A l'état 

natif, ces mucopolysaccharides acides sont conjugués à des proteines par des 

liaisons O-glycosidiques de la sérine avec le xylose (RODEN) (96) et p e d t r e -  éga- 

lement de la thréonine, dans le cas de l'acide hyaluronique (RODEN) (97). Les 
+ 

mucopolysaccharides acides suivants (10 mg - 2 par 24 h) ont été, jusqulà pré 
sent, isolés cu identifiés dans l'urine humaine normale par VARADI, CIFONGILLI 

et DOFü?MAN (98), par KA0 et al. (99) et par BERENSON et DALFERES ( 1 00) : 

Composés ma,ieurs : 

Acide chondroltine sulfurique A 

Acide chondroltine sulfurique C 

Acide chondror tine 

Composés mineurs : 

Acide chondroltine B 

Acide hyaluronique 

Kéra tane sulfate 

Héparine sulfate et "urohéparine" 

8 p. 100 

1 p. 100 

1 p. 100 

traces 



1 Ancienne dénomination 
L / Acide hyaluronique 
i 

Hépari tine-monosulfa te 

Héparine 

Kérato-sulfate 

1 Nouvelle dénomination / Composition l 

Héparine 

Kéra tane Sulfate 

Acide hyaluronique / GlcUr -> GlcNAc 

Chondroltine Sulfate A Chondroïtine 4Sulfate GlcUr -> GlcNAc-4-SO H 
. @il-3 3 

I 

Héparine monosulfate 

Chondroïtine Sulfate C Chondroïtine 6-Sulfate G l c U r . ~ )  GlcNAc-6-SO H 1 B,1-3 
3 

PSI-3 

GlcUr .-> GlcNSO H 
a,l-4 3 

Figure 7 

Composition des glycoaminoglycannes 



La plupart des ten ta t ives  d'isolement de glycoprotéides 

spécifiquement ur ina i res  s e  sont jusqu'à présent soldées par des échecs par- 

t i e l s  e t  l a  substance de DONAGGIO ( 1  01) ou encore l e  mucoïde d'ANDERSON e t  

Mac LAGAB (102) sont des mélanges hétérogènes dans lesquels  f igurent  en particu- 

l i e r  un grand nombre de glycoprotéines plasmatiques. Seule, l a  mucoprotéine de 

TAME e t  HORSFALL ( 103) semble posséder tous l e s  caractères d'une substance 

spécifiquement u r i n a i r e e t  ê t r e  bien déf in ie  du point de vue physico-chimique, 

bien que de nombreuses e n t i t é s  antigéniques a i en t  é t é  caractér isées par immuno- 

électrophorèse. Il s ' a g i t  d'une glycoprotéine insoluble, qui renferme 20,7 p. 100 

de glucides totaux, pour une masse moléculaire de 28 000, calculée à p a r t i r  de 

l a  composition en acides aminés e t  en glucides  a able au N ; p. 30). La masse 

moléculaire, mesurée par des méthodes physiques, var ie  considérablement en 

fonction de s a  s t ruc ture  physique : l a  glycoprotéine de TaMM e t  HORSFALL s e  

présente sous deux formes prédominantes, l 'une é t an t  un tétramère de l ' au t r e .  

L ' act ion  d ' agents divers  (urée, a l c a l i s ,  acides) dissocie l a  glycopro téine en 

fragments de plus en plus courts,  comme en témoigne l e s  variat ions des proprié- 

t é s  physiques comme l a  v iscos i té  GU la constante de sédimentation. Au terme 

de dissociat ions poussées, des part icules  sphériques de masse moléculaire de 

27 000 ont pu Q t r e  observées par ultracentrifugatiofi,  sans que l ' o n  puisse cepen- 

dant l e s  i s o l e r  e t  l e s  caractér iser .  

L'  or igine de l a  glycopro téine de TAMM e t  HORSFALIL e s t  à 

rechercher au niveau du t rac tus  urinaire ,  sans qu'on a i t  pu jusqu'à présent 

l a  préc iser  avec cert i tude.  L'homme en excrète environ 25 mg par l i t r e  d'urine. 

E l l e  e s t  responsable en outre de l a  formation de ca lculs  ur ina i res  dont e l l e  

représente l a  matrice protéidique. 



T a b l e a u  IV 

Composition en sucres et en aminoacides de la glycoprotéine de TAMM et HORSFALL 

d'après MAXFIELD et STEFBNYE (104) 

Nombre derésidus 

( 
Composants Résidus en % par masse mol6culaire 

minimum (28 100) 1 
( ) 
( ) 
( Alanine 3,05 12,l 

1 Groupes amidés 
( minine 
( Acide aspartique 
( 
( Cystine 

( Acide glutamique 
( 
( Glycine 

[ Histidine 
( Isoleucine 
( ( Leucine 

t ( Méthionine 
( Phénylalanine 

[ Praline 
( Sérine 

( Tryptophanne 
( ( Tyrosine 

( Valine 
( 
( 
Galac tosamine 

( Glucosamine 

[ Galactose 
( Mannose 

( Acide N-acétylneurami- : 
( nique 
( 



F - L'INHIBITEUR TRYPSIQUE DtASTRUP 

ASTRIE' (105) a i solé  des urines un inhibiteur de la tryp 

sine e t  de hyaluronidase tes t icula i re  ! l e  "mingintV e t  l a  "minginine" (asialo- 

mingine). Il s ' ag i t  d'un glycoprotéide qui renferme 4 à 5 p. 100 de glucides e t  

dont l 'élimination augmente sous l ' influence de llACTH, des hormones surrénalien- 

nes e t  de "stress" divers. 

G - GLYCOPROTEllC3S DE FAIBLE POIDS MOLECULAIRF1 

L'urine renferme un grand nombre de glycoprotéines de 

fa ible  massa moléculaire (10 000 à 30 000) dont l a  constante de sédimentation 

osci l le  en t re  2 e t  2,5 S. Jusqulà présent, deux seulement de ces composés ont 

é té  i solés  dans un é t a t  de pureté sa t is fa isant  : 

1 - LA "GLYCOPROTED'Q RICHE EN ACDE SIALIQUE" 

Cette glycoprotéine, isolée par BERCGARD (1 06)  (1 967) 

renferme 25 à 30 p. 100 d1 acide sialique, e t  représente 1 41 d'urine. Elle 

f u t  également rencontrée par B O U R R I L W  e t  a l .  (1 07) e t  par EYLAR (1 08). 

2 - LA $-MIGROGLOBUL~E 

Cette glycoprotéine, d'une masse moléculaire de 9 500 

a également é té  découverte par B E R G 0  (1 09 ) . 

II - LES GLYCOPEPTIDES URDIAIRES 

Il exis te  dans l 'ur ine  un grand nombre de substances de 

masse moléculaire inférieure à 1 5 000, renfermant jusqut à 80 p. 1 00 dl oses, e t  

dont l ' ident i f ica t ion e t  l a  caractérisation sont rendues d i f f i c i l e s  par l 'absence 

de réact iv i té  antigénique. Il e s t  malaisé de déf in i r  exactement ces constitaants 

urinaires lorsque di f férents  auteurs l e s  fractionnent en u t i l i s an t  des méthodes 

différentes d'extraction. Les comparaisons ne sont possibles que lorsque des 

substances pures peuvent ê t r e  isolées e t  que leur composition en oses e t  en aci- 

des aminés e s t  déterminée. Il e s t  possible néanmoins de distinguer à l 'heure 

actuelle t r o i s  groupes de glycopep t ides  : 



1 - des glycopeptides riches en fucose et possédant assez souvent des activités 
de groupe sanguin ; 

2 - des glycopeptides riches en acides sialiques, d'origine inconnue, mais pou- 
vant dériver des glycoprotéines plasmatiques, de l'uromucoïde ou des glyco- 

protéines tissulaires, encore mal caractérisées. 

3 - des glycopeptides riches en acides uroniques et en hydroxyproline, dérivant 
des glycoamino-glycannes du collagène. 

KING, FIELDEN et BOYCE (110) ont isolé de l'urine normale 

une fraction ultrafil-krable riche en fucose, qui est très hétérogène et présente 

une activité de gr&upe sanguin A et B. 

B E R G 0  ( 1 1 1) décrit également une fraction ultraf iltra- 

ble, mais non dialysable, riche en fucose, mais différentes des fractions obte-L+- 

nues par d 1  autres auteurs par des méthodes différentes . 

LUNDBLBD ( 1 1 2) traite le matériel urinaire non-ultraf il- 

trable par électrophorèse de zone et isole plusieurs fractions glycopeptidiques, 

de masse moléculaire de 5 à 10 000, et très riches en fucose. Leur composition en 

oses est proche de celle des substances de groupes sanguins, mais aucune activité 

sérologique n'est détectée. 

BOURRIUON, CORNILLOT et GOT ( 1  13) fractionnent llurine 

par précipitation éthanolique et étudient la composition en glucides de vingt 

fractions différentes obtenues après chromatographie sur DEBEcellulose et élec- 

trophorèse de zone sur amidon. Leurs éléments constitutifs sont le galactose, le 

glucose, le mannose, le fucose, la glucosamine,. la galactosamine et l'acide sia- 

lique, c'est-à-dire les mêmes constituants glucidiques que ceux des glycoprotéines 

sériques. La teneur en glucides est très élevée et peut dépasser 90 p. 100. 

CARRION, BOURRIUON et CABEZAS ( 1 14) ont isolé et caracté- 

risé récemment deux sialoglycopeptides particulièrement ric~es en acide sialique 

(30 p. 100) dont les compositions sont décrites dans le Tableau V (p. 33). 



T a b l e a u  V 

Composition en substances glucidiques et en aminoacides (*) 

des deux sialoglycopeptides urinaires 

isolés par CARRION, BOURRILLON et CABEZAS ( 1 1 5) 

( Hexoses ' Hexosamines 
( 
( Fucose ' Acides sialiques 
( 
( Aspartique 

[ Sérine 

( Glycocolle ' Glutamique 
( 
( Alanine 

( Thréonine 0,02 0,29 

, , 

(*) Exprimée en pnol/mg de substance 



3 '. 8.. 

Le s iabglycopeptide II, en par t icu l ie r ,  l ibère ,  après hydrolyse acide ménagée, p.- 

de l ' ac ide  N, . a i d i d t y l m u m m i n i q u e ,  i d e n t i f i é  pour l a  première f o i s  dans 

1 'urine humaine. 

HAKOMORI, KAWaNCHI e t  ISHïMODA (1 16) ont étudié l e s  glyco- 

peptides dialysables de l ' u r ine  normale e t  i s o l é  t r o i s  composés renfermant, outre 

des acides aminés, du glucose, du galactcise e t  du fucose, composition proche de 

glycopeptides i so lé s  par RADHAKRISHUMURTRY e t  a l .  (1 17) du t i s s u  conjonctif de 

l ' ao r t e .  Les auteurs suggèrent d'autre pa r t  que la l i a i s o n  peptide-glucide peut 

8 t r e  du type N-peptidyl-1-cétosamine . 

Des glycopeptides renfermant des acides uroniques e t  dont . 

l ' o r i g i n e  e s t  l i é e  au métabolisme des glycosmino-glycannes ont é t é  carac tér i sés  . 

e t  i so lés .  La présence de t e l s  glycopeptides de f a ib le  poids moléculaire a t a u t  

d'abord é t é  décr i te  par LUNDBLAD e t  BERGGBRD ( 118), en 1962, qui n1 ont pu l e s  

carac tér i ser  . 

CHERIAN e f RADHARRISIINAN ( 1 1 9) e t  BOURRILLON e t  VERNAY (' 1 20) 

ont pu i s o l e r  e t  carac tér i ser  des glycopeptides renfermant de llhydroxyproline, 

acide aminé du collagène  ableau au V I  ; p. 35). 

BASU ( 1 21) a i so lé  e t  c r i s t a l l i s é  un glycopeptide que s a  

composition co able au V I  : p. 35) rattache également au métabolisme des glycosami- 

no-glycannes. 

III - DOSAGE DES GLYCOPROTIDES TOTAUX DES URINES 

Une sonmie importante de résultats ont été rassemblés en ce qui 

concerne le dosage des glycosamino-glycannes urinaires. Ces derniers ont, en 

effet, attiré particulièrement l'attention des chercheurs, a cause de leur 
grande importance clinique. Le Tableau VI1 (p.36) montre la dispersion des 

résultats obtenus avec l'utilisation de méthodes différentes. Au contraire, 

peu de travaux ont porté sur le dosage des glycoprotides totaux urinaires. 

Quatre séries de résultats apportés respectivement par HAMERMAN et al. (1231, 
O 

KING et a1.(124), BERGGARD (125) et GOUBET (126) font ressortir une grande 

dispersion des valeurs mesurées ne able au VI11 ; p . 3 7 ) .  Depuis, une étude systé- 
. .i' matique des procédés de dosages calorimétriques, effectuée par S P I K  et MON- :$ 

T R E U I L  (127) a montré i - .  , .- 
8 , .  . - 



T a b l e a u  VI 

Composition chimique de quelques glycopeptides isolés de l'urine. 

( Proline 

( SBrine 
( 
( Glycocolle ' Acide aspartique 
( 
( Acide glutamique : 

( Alanine 
( 
( ' Glucides 
( 
( Oses neutres 
( 

20 p. 100 tgaiactose 1 + 
: 1 , 4 p . ' 1 0 0 d e  fucose O xylose) j 

) 
* ) 

( Acides wniques 
( 
( Rexosamines 
( 
( 
( Acides sialiques : 



Tableau VI1 

Excrétion journalière des mucopolyosides acides de 
l'urine humaine (exprimée en mg d'a ide glycuronique). 

..-- 

Résultats i 1 
Auteurs Procédé de précipitation 

KERBY (131) 

I 

Benzidine 

DI FERRANTE et RICH 
(132) 

H (a) 4,9 2 1,3 
+ F (b) 3 - 0,6 1 
- ---- i 

Cétavlon 2,5 (par litre) 
t 
1 
i 

DI FERRANTE et RICH 
( 133 ) 

MEYER et al. (134) 

TELLER ( 135) 

Cé tavlon 

Cétavlon 

+ 
H(a) 6 -0,303 

--- 1 
1 

P (b) 3,77 2 0,24 / 

6 à 10 
1 

KING et al. (136) 

BERENSON et DALFERES 
(137) 

Cétavlon puis ethano1 H (a) '2,7 à 17,2 1 
F (b) 2,5 à 12,9 I 

'.- 
(a) H : Homme 

(b) F : Femme 

Ultrafiltration et sulfate 
d ' annnonium 

8 

Cétavlon et électrophorèse 
de zone 

4,4 à 5,5 

I 





1' - qu'a quantités égales, les différents oses fournissent des 
colorations dont les absorbances variaient dans de larges proportions, 

2"  - que les acides uroniques donnaient une coloration avec les 
réactifs à l'orcinol sulfurique et à l'anthrone sulfurique, 

3' - que certains oses donnaient une coloration avec le réactif 
au carbazol sulfurique. 

Les auteurs ont préconisé d'introduire dans les séries de dosages 

des solutions titrées d'oses et d'acides uroniques de manière à pouvoir doser 

chacun des constituants avec l'utilisation d'une formule de correction. L~,T:.~ 
, - 

composition en oses des solutions-témoins doit, en outre, être identique à 

celle de la composition des glycoprotides urinaires. 

C'est en tenant compte de ces données et après avoir mis au point 

un procédé quantitatif d'isolement des glycoprotéides totaux que MALLEVAIS-- 

GOUBET (142) et MALLEVAIS-GOUBET, SPIK, LOIEZ-HENNETTE, STRECKER, VAILLANT- 

DELACROIX et MONTREUIL (143) ont pu réaliser une étude statistique des taux 

de glucides conjugués de l'urine. Les résultats obtenus (Tableau IX ; p . 3 9 )  

montrent que l'élimination journalière des glycoprotéides est assez constante. 

IV - LES GLYCOPROTEINES DES URINES PATHOLOGIQUES 

Les glycoprotéines des urines pathologiques ont été principalement 

étudiées dans les cas où d'importantes variations qualitatives ou quantita- 

tives Ctaient mises en évidence. On a ainsi caractérisé des taux élevés 

d'orosomucoîde chez les sujets néphrotiques, dlhaptaplobine 11 dans les cas 

de néphrose lipoXdique, d'érythropolétine chez les sujets anhiés, de pro- 

tfine de BENCE-JONES dans les cas de plasmocytose, de fragment F de âr -glo- 
C 

buline dans ie cas de la maladie dite "de la chafne lourde". L'importance de 

l'étude des glycoprotides urinaires, au cours de llév~lution d'un cancer, 

tant d'un point de vue théorique que diagnostique, n'a pas échappé aux 

auteurs et les résultats obtenus, bien que peu nombreux, démontrent cependant 

de manière indiscutable l'existence de modifications de la nature, de la 

structure et de l'activité physiologique des glycoprotdines urinaires. Nos 

préoccupations actuelles et futures nous ont amené à consulter plus particu- 

lièrement les travaux concernant ce problème. 

GLYCOPROTEINES ET CANCER 

1 - VARIATIONS QUANTITATIVES 
Il est difficile de comparer les résultats obtenus par des auteurs 



Tableau I X  

Elimination journalière des glycoprotéides 

urinaires totaux (exprimés en mg124 h de 

glucides conjugujés) (MALLEVAIS-GOUBET e t  a l . )  

(144) .  

Oses 'heutres" 

osamines 
Osamines oses "neutres" Oses "neutres" 

Ac.sial ique 
Ac . s i a l i q u e  

1,33 + O ,  10 - 
-- 

Homme 

Femme l 59,40 + 10,2 - 

69,23 + 10,6 - 

43,O + 7 , 8  - 

51,9  + 7,3  - 

31,4 + 5,O - 

37,6 + 5 , O  - 1,87 + O, 18 - 

1,92 + 0,17 - 1,37 + 0,12  - - -. 



qui utilisent le plus souvent des techniques trés différentes de fractionnement 

des glycoprotéines. BISERTE et al. (145) ont comparé les taux des glucides 
I 

combinés des urines de sujets normaux et cancéreux, à partir de préparations 

de glycoprotéines isolées par adsorption benzoxque, selon le procédé d'ANDER- 

SON et Mc LAGAN (146) et ont obtenue des valeurs identiques dans les deux cas. 

PECHAN (147) confirme des résultats, tandis que LEYTON et al. (148) signalent 

chez les sujets cancéreux un taux de glucides neutres conjugués inf6rieur de 

30 à 50 p.100 par rapport à la normale. 

MONTREUIL et coll. (Conmunication personnelle) dosent spécifiquement 

les glycoprotéides totaux de l'urine et lla$plication de leur méthode à des 

urines de cancéreux n'a pas révélé de variations significatives. 

Le dosage des glycoprotéines urinaires ne semble donc pas apporter 

d'élhent satisfaisant dans l'élaboration d'un diagnostic du cancer. 

2 - VARIATIONS QUALITATIVES 
Les auteurs se sont orientés vers une étude plus fine de la structure 

des glycoprotCines et ont, en particulier,cherché à mettre en évidence dans 

l'urine des substances spécifiques du métabolisme de la cellule cancéreuse. 

BISERTE et al. (149) signalaient déjà, en 1957, que la composition en glucides 

de la fraction glycoprotidique d'urines de cancéreux isolée selon la méthode 

 ANDER ERS ON et Mc LAGAN se caractérisait par une teneur plus élevée en fucose 

(Tableau X ; p.41). HAKOMORI et al. (150) isolent de la préparation d'ANDERSON 

et Mc LAGAN une ?<-glycoprotéine anormale dont les caractéristiques, par rapport 

à la même fraction isolée de l'urine normale, sont les suivantes : 

1 - Masse moléculaire 3 à 4 fois plus élevée, 

2 - Degré de branchement (oses terminaux non réducteurs) 2 à 2,5 

fois plus élevé, 

3 - Taux plus faible d'hexoses et diminution sensible du rapport 
hexoses/hexosonines. 

HAKOMORI et al. (151) étudient alors, dans l'urine de Rat, les 

variations du rapport hexoses/hexosamines et du degré de branchement en oses 

terminaux, en fonction de l'évolution d'un cancer provoqué et confirment expé- 

rimentalement l'observation précédente (~ig.8 ; p.42). 

MASAMUNE et al. (152) ont mis en évidence dans les tissus et l'urine 

de sujets sains ou cancéreux un ensemble de substances, nommées par les a~teux$~,, 
ai 

les toxohormones, caractérisées par leur propriété d'inhiber l'action de la 

catalase hépatique. Une certaine proportion de ces substances serait de nature 

glycoprotéinique. Les toxohormones fractionnées à partir de tissus ou d'urines 

de cancéreux présentent un pouvoir inhibiteur de la catalase plus élevf que 

celles qui sont isolées de tissus sains. 



Tableau X 

Proport ions molécula i res  des glycoprot6ides de s u j e t s  

normaux ( i s o l é s  su ivan t  l a  méthode de ANDERSON e t  P%C 

(t) Les propor t ions  molécula i res  sont  rappor tées  à 10 molécules de 

ga lac tose .  



þ lucides totaux (p.100) 
0)dcider terminaux 

hexoses Variation du rapport hexosBmine et du degré de branchement 

des oses dans les glycoprotéines urinaires du rat en fonction 

de 116volution du cancer (HAKOMORI e t  COU..) (1 55) 



MASAMUNE e t  a l .  (156) ont  i s o l é  e t  c a r a c t 6 r i s é  de l ' u r i n e  de s u j e t s  

a t t e i n t s  de cancers  d ive r s ,  e t  pr incipalement  de cancer  gas t r iques ,  un 

"mucopolypep t i d e "  spéc i f ique ,  l e  K-mucopolypep t i de" ,  absent  dans 1 'u i i n e  normn l e  

MASAMUNE e t  a l .  (157) on t  sous- f rac t ionné  u l té r ieurement  ce  compos6 en 

f r a c t i o n s  K e t  R mais l ' é t u d e  de ces  substnnces n ' a  malheureusement pas  6 t 6  
1 2  ' 

poursu iv ie  depuis .  E l l e s  o n t  é t é  r e p r i s e s  r é c e m e n t  au Labora to i re .  

WEICKER - e t  a l .  (158) on t  c a r a c t é r i s é ,  dans l e s  u r i n e s  de plas:nocytose, 

une g lycopro té ine  spéc i f ique ,  dont l e s  p r i n c i p a l e s  p r o p r i é t é s  physico-cb.imiques 

sont  d é c r i t e s  dans l e  Tableau X I  (p .44) .  Ce t t e  g lycopro té ine  a  l a  p r o p r i é t é  

de s e  combiner avec l a  p r o t é i n e  de BENCE-JONES, dans un r appor t  de 1 : 5 G ,  

pour former un complexe thermo-stable ,  s u r  lequel  n ' a g i t  p l u s  l a  N-acétyl- 

neurarninidase. 

TUNIS e t  WEINFELD (159) on t  comparé l e s  f r a c t i o n s  obtenues par  

p r é c i p i t a t i o n  benzorque d ' u r ines  de s u j e t s  so ins  e t  leucémiques. I l s  ont 

c a r a c t é r i s é  deux f r a c t i o n s  g lycopro té in iques ,  F e t  FII, e t  montré que l a  
1 

f r a c t i o n  F ne  s e  r e n c o n t r a i t  que t r è s  rarement dans l e s  u r i n e s  normales, 
II 

Les p r o p r i é t é s  physico-chimiques de ces  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  son t  à peu p r è s  

i den t iques ,  sauf  en ce q u i  concerne l a  t hc rmo-s t ab i l i t é  de l a  f r a c t i o n  II qu i  

e s t  p l u s  é levée  .% 

IULLE, SCHWICK e t  a l .  (160) ont  d 4 c r i t  une p répa ra t ion  de glycopro- 

t Q i n e s ,  obtenue par  f rac t ionnenent  au s u l f a t e  d'ammonium d ' u r i n e s  de s u j e t s  

a t t e i n t s  de leucémie my6loYde chroniquc, qu i  possède une capac i t6  dc l i a i s o n  

avec 1û  vi tamine B supé r i eu re  3 c e l l e  des g lycopro té ines  p ré sen te s  dans 
12 

l ' u r i n e  normale. 

,q 
Tous ces  t ravaux on t  comme p o i n t  c m u n  d ' a v o i r  montrd que l a  nztur'c' 

des g lycopro té ines  u r i n a i r e s  4 t a i t  raodifiéc par  l ' a p p a r i t i o n  d'un ph6nonènc 

de cancé r i s a t ion .  Ces mod i f i ca t ions  ne s'accompagnent pas d 'une  616vation 

s e n s i b l e  du taux  des g lycopro té ines  u r i n a i r e s ,  mais p o r t e n t  e s s e n t i e l l e n e n t  

su r  l ' e x i s t e n c e  dc substances spéc i f iques  dont l ' é t u d e  demandera l a  n i s e  en 

oeuvre de mdthodes d 'ana lyse  t r è s  f i n e s ,  panni l e s q u e l l e s  l'immune-chimie 

t rouvera  nécessairement s a  p l ace .  



Tableau XI 

P r o p r i é t é s  physico-chimiques  de  l a  g l y c o p r o t é i n e  

p e r c h l o r o - s o l u b l e  i s o l é e  d ' u r i n e  de  plasmocytose  

(IJEICICER e t  a l . )  (161) .  

C r i s t a l l i s a t i o n  dans  l ' é t h a n o l  e t  l ' e a u  

Thermo-stable â 100°C 

So lub le  d a n s  H C l O  0 , 6  M 
4  

I m m u n o é l e c t r o p h o r ~ s e  e t  é l e c t r o p h o r è s e  de  zone : z o n e a  

P o i n t  i s o é l e c t r i q u e  : pH 2-3 

Masse m o l é c u l a i r e  : 19  000 

Analyse : C : 47,OO p.100 ; H : 6 , 7 5  p .100 ; N : 10 ,8  p.100 ; 
S : l , o  p .100  

P e p t i d e s  : 4 1  p .  100 

Gluc ides  : 39 p .100,  d o n t  7  p.100 d ' a c i d e  s i a l i q u e  

P r o p o r t i o n s  m o l é c u l a i r e s  : 

--.-. --- -- --- - 
i i 

i Acides  aminés Gluc ides  
*,..--- -- --------- 

! Lysine  
l 

G a l a c t o s e  1 10 

i H i s t i d i n e  Mannos e  ! 5 
l i 
1 Argin ine  Glucose  

---1 I 
5  1 

/ Acide a s p a r t i q u e  Fucose 
l i i 

Thr éonine  1 10 Rhamnos e  

S ér i n e  I 9  Ribose  
l 1 Acide glutamique 14 N-acétylglucasamine 
l 

1 P r o l i n e  ' 8  N - a c é t y l g a l a c t o s m i n e  i 
G l y c o c o l l e  j 4  Acide  s i a l i q u e  , Alanine  12 

1 C y s t i n e  

Va l ine  

Méthionine 

I s o l e u c i n e  t 1 
i Leucine 

Tyros ine  

Phény la lan ine  
! ...-.--- .-~----i_.*.,- L-,,.-l 



TRAVAUX PERSONNELS L 



MISE AU POINT D ' U N  PROCEDE DE 

FRACTIONNEMENT DES URINES 

Ce c f i a p r t r e s ' i n s c r i t  dans l e  cadre  d'un t r a v a i l  d16quipe qu i  a  pour 

but d ' é t u d i e r ,  d 'un p o i n t  de vue q u a l i t a t i f  e t  q u a n t i t a t i f ,  l e s  g luc ides  

l i b r e s  c t  combinCs des u r ines  normales e t  pathologiques.  Dans un premier 

temps, en c o l l a b o r a t i o n  avec LOIEZ-HENNETTE, IIALLEVAIS-GOUBET, I.IONTRXUIL, 

SPIK e t  VAILLANT-DELACROIX (162),  nous avons m i s  au p o i n t  un procbdc dc 

fractionnement des u r i n e s  qu i  permet d ' o b t e n i r  de façon reproductible, 3 

f r a c t i o n s  g luc id iques ,  g lycopro t id ique ,  o l igosacchar id ique  e t  nonosacchîr i -  lia 
dique. P u i s ,  nous avons e n t r e p r i s ,  personnellement,  d ' i s o l e r  e t  d'identifier 

l e s  g luc ides  l i b r e s ,  monosaccharides e t  o l igosacchar ides ,  de l ' u r i n e  humaine 

normale. 

1 - MATERIEL ET I*ETHODES D 'ANALYSE 

1 - EIETHODES DE DOSAGE COLORIMETRIQUES DES GLUCIDES 

A - WSiGE DES OSES NEUTRES 

Les hçxoses ont  é t 6  dosés p a r  l a  méthode à l ' o r c i n o l  su l fu r ique  

de TILLMANS e t  PHILIPPI (163) modif iée p a r  RININGTON (1641, en in t rodu i san t  

dans chaque s é r i e  de dosage dcs "témoins in t e rnes ' '  r ep ré sen té s  par  une s o l u t i o n  

des oses p r é s e n t s  dans l e s  s o l u t i o n s ,  dans l e s  propor t ions  mola i res  où i l s  

e x i s t e n t  dans ces  de rn i è re s  e t  unc s o l u t i o n  d ' ac ide  glucuronique, a f i n  d'appor- 

t e r  l a  c o r r c c t i o n  rendue néces sa i r e  pa r  l e u r  i n t e r f é r e n c e  dans l e  dosage des 

hexoses t o t a u x  (I.IONTREUIL e t  SPIK (165),  SPIK e t  MONTREUIL (166)) .  

B - DOSAGE. DES ACIDES URONIQUES 

Les ac ides  uroniqueç ont  6 t é  dosés par  l a  méthode au carbazol  su l fu -  

r i que  de DISCHE (1671, en i n t r o d u i s a n t  dans chaque s é r i e  de dosage des "te- 
moins i n t e r n e s "  d ' o s e s  "neutres" (SPIK e t  NONTREUIL) (168). 

C - DOSAGE DES OSAMINES 

Lcs osamincs ont  é t é  dosées p a r  l e  procédé de BELCHER, NUTTENT c t  

SAMBROOK (169) ap rè s  une hydrolyse chlorhydrique ( H C ~  4 N) Ci 100°C, pendant 

4  h ,  e f f e c t u é e  sous v ide  en tubes s c e l l é s .  Les hydro lysa ts  é t a i e n t  dCbarrass6s 

de l ' a c i d e  chlorhydriquc pa r  évaporat ion A s i c c i t 6  sous v ide .  Les N-acétyl- 

osamines l i b r e s  o n t  é t é  dosdes par  l a  méthode de GOOD e t  BESSMAN (170). 



D - DOSAGE DES ACIDES SIALIQUES 
Lcs acides sialiques libres ou conjugués ont été dosés par le 

réactif de DISCHE (171) à la diphénylmine, sclon le procéd6 de WERNER et 

ODIN (172). Les acides sialiques libres ont bt4 dosds par la méthode à 

1 'acide periodique-acide thiobarbiturique d 'M.IINOFF (173). 

.CI - NETHODES CHRObIATOGIUPHIQUES 
D'ANALYSE DES GLUCIDES 

A - CHROMATOGRAPE-IIE SUR PAPIER 

1 - SYSTEMES-SOLVANTS 
Les analyses chromatographiques ont été réalisées h l'aide des 4 

systèmes-solvants suivants : 

nO1 : n-butanol/acide acétique/cau (4: 1 :5) (PARTRIDGE) (174). 

n02 : acétate d'6thyle/pyridine/eau (2: 1:2) (JERMYN et ISHERVJOOD) (175). 

n03 : acétate d'éthyle/pyridine/eau (8:2:1) (MC COMB et RENDING) (176). 

n94 : phénol saturé d'eau en atmosphère ammoniacale (1 ml d'ammoniaque 

pour 100 ml de la phase aqueuse) (PARTRIDGE) (177). 

2 - REVELATEURS SPECIFIQUES 
Les chromatogrammes ont été rCv6lés à l'aide des 5 rdactifs spécifi- 

ques suivants : 

.- Reactif 3 l'oxalate d'aniline, de PARTRIDGE (1781, qui réagit avec 

la plupart des glucides en fournissant des colorations variées ; 

- Réactif à l'urée-chlorhydrique, dc DEDONDER (1791, spécifique des 

céto-hexoses ; 

- Reactif à l'orcinol trichlorac6tique,, de KLE:rSTUND et NORDAL 

(180), spécifique des cétoses; 

- Réactif à la vanilline, de GODIN (181), spécifique des polyols, des 

désoxy-hexoses et des céto-hexoses ; 

- Réactif au p-dinéthylaminobcnzaldéhyde, de SVENNERHOLM et SVENNER- 
HOLM (1821, spécifique des désoxy-oses. 

B - FILTRATION SUR GEL 

Les glycoprotides urinaires ont été fractionnés par chromatographie 

de "gel filtration", sur gel de Sephadex G-50. Les glucides des fractions 

obtenues, recueillies au collecteur de fractions,ont été dosés à l'aide des 

méthodes colorirnétriques décrites plus haut (voir p. 46 1. 



1 - MODE OPERATOIRE: 

A - FRACTIONNEFIENT DES URINES 

1 - COLLECTION DES URINES 

Les u r i n e s , r e c u e i l l i e s  sur  un mélange de chloroforme e t  de to luène  

( l : l ) , s o n t  immédiatement entreposées B l a  température de +4"C a f i n  de provo- 

quer l a  sédimentat ion d'un c e r t a i n  nombre de subs tances  minérales  peu s c l u b l e s .  

E l l e s  s o n t  ensu i t e  f i l t r é e s  e t  dégazées sous v ide ,  p u i s  l yoph i l i s ées .  La poudre 

obtenue e s t  d i s sou te  dans l ' e a u  d i s t i l l b e ,  l e  pH a j u s t é  à 8  e t  l e  rd s idu  

i n s o l u b l e  formé au cours  de l a  l y o p h i l i s a t i o n ,  i s o l é  par  cen t r i fuga t ion ,  e s t  

l avé  deux f o i s  à l ' e a u  a f i n  d ' e x t r a i r e  l e s  subs tances  glucidiques.  Les surna-  

geants  son t  rassemblds e t  a j u s t é s  à un volume t e l  que l ' u r i n e  s o i t  concentrée 

10 f o i s .  

2 - PRECIPITATION ALCOOLIQUE 

L 'ur ine  e s t  a j u s t é e  h pH 4  par  de l ' a c i d e  acé t ique  e t  l e  m a t é r i e l  

nacromolécuiaire  p r é c i p i t é  p a r  l ' a d d i t i o n  de 9 volumes d ' é thano l  absolu à l a  

température de - 70°C. Durant l a  p r & c i p i t a t i o n ,  l a  température e s t  maintenue 

tou jours  au dessous de - 15"C, a f i n  de l i m i t e r  au p o s s i b l e  l ' a c t i o n  dénaturante  

de l ' é t h a n o l  s u r  l e s  glycoprotdines.  Le p r é c i p i t é ,  i s o l f  par  c e n t r i f u g a t i o n  à 

1800 t/mn, e s t  r e p r i s  p a r  l a  q u a n t i t 6  l ' e a u  correspondant au volume i n i t i a l  

d ' u r i n e  concentree,  l e  pH a j u s t é  à 4 ,  e t  9 volumes d 'é thanol  son t  a jou t6s  deux 

f o i s  encore, a f i n  d ' e x t r a i r e  l a  t o t a l i t é  du m a t é r i e l  micromoléculaire.  

3 - DIALYSE DU PRECIPITE ETHANOLIQUE 

Le p r é c i p i t é  f i n a l  e s t  r e p r i s  pa r  une p e t i t e  q u a n t i t é  d 'eau d i s t i l l é e  

e t  l a  s o l u t i o n  obtenue e s t  d i a lysée  en boudins de cel lophane ( type  No jax 16) 

t r o i s  f o i s  24 heures  con t r e  10 f o i s  son volume d 'eau d i s t i l l é e ,  en pr6sence du 

mélange de chloroforme e t  de to luène  ( 1 ~ 1 )  B -t 4°C. 

Tro is  f r a c t i o n s  on t  a i n s i  é t é  i s o l é e s  de l ' u r i n e  : 

1"  - l e  surnageant  a lcool ique  

2" - Le p r é c i p i t é  a lcool ique  d i a l y s é  

3 "  - Le d i a l y s a t  du p r b c i p i t é  a l coo l ique .  

4  - PURIFICATION DES SOLUTIONS GLUCIDIQUES 

Le r é s idu  s e c  des s o l u t i o n s  é thanol iques  ou des d i a l y s a t s  de p réc ip i t é6  

son t  r e p r i s  séparément pa r  de l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  l e s  s o l u t i o n s  obtenues s o n t  

déminéra2isées par  passages s u c c e s s i f s  s u r  des  r é s i n e s  échangeuses de c a t i o n s  
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C + 
(~owex-50 x 8 ; "mesh 25-50 ; forme H ) e t  d ' an ions  ( ~ u o l i t e  A-40 ;"mesht' 

25-50 ; forme fo rmia t e ) .  

B - ANALYSE DES FRACTIONS OBTENUES 

1 - FRACTION PRECIPITABLE PtlR L'ETHANOL 

a - F r a c t i o n  a d i a l y s a b l e  du p r é c i p i t é  é thanol ique  

- Analyse q u a l i t a t i v e  

La concen t r a t i on  en é thano l  opt imale  pour o b t e n i r  

l a  p r é c i p i t a t i o n  t o t a l e  des g lycopro t ides  e s t  de 90 p.100. Dans ce s  condi t ions  

en e f f e t ,  l e  surnageant  a l coo l ique ,  soumis B une é tude  imuno-6 lec t rophoré t ique  

ne p r é s e n t e  aucun a r c .  D ' au t r e  p a r t ,  l ' a n a l y s e  chromatographique des g luc ides  

l i b r e s  de l a  f r a c t i o n  a d i a l y s a b l e  du p r 6 c i p i t é  f o u r n i t  des  r é s u l t a t s  n é g a t i f s .  

La f r a c t i o n  a d i a l y s a b l e  du p r é c i p i t é  a l coo l ique  correspond donc aux g l y c o ~ r o -  

t i d e s  t o t a u x  de l ' u r i n e .  La composition de c e t t e  f r a c t i o n  a  pu ê t r e  p r é c i s &  

par  un.frect ionnement  s u r  Sephadex 6-50 (Fig.9 ; p.50) : l e  dosage, dans 

chacune des f r a c t i o n s ,  des oses  neu t r e s , ,  des  osamines e t  de l ' a c i d e  s i a l i q u e ,  

a  permis de r e p é r e r  2  p i c s  ( p i c  1 e t  p i c  I I ) ,  t a n d i s  que l ' a n a l y s e  des ac ides  

uroniques f o u r n i t  l e s  p i c s  A e t  B ,  l e  p i c  A correspondant  au p i c  1 , l e  p i c  B 

s e  d i s s o c i a n t  du p i c  II. 

Le p i c  1 renferme une q u a n t i t é  re la t ivement  f a i b l e  de g luc ides  

t o t aux  (30 p.100). C e t t e  première  f r a c t i o n  é luée  de l a  colonne de S e ~ h a d e x  

e s t  donc probablement de n a t u r e  g lycopro té in ique .  L 'ana lyse  é l ec t rophoré t ique  

s u r  a c é t a t e  de c e l l u l o s e  montre d ' a u t r e  p a r t  l a  p résence  de mucopolysaccharides 

ac ides ,  r évé l é s  p a r  l e  r é a c t i f  au b l eu  a l c i a n .  

Le p i c  II renferme une p ropor t i on  p l u s  élevEe en g luc ides  to taux  

(50 p.100) e t  correspond à une f r a c t i o n  glycopcpt idique.  

Le p i c  B ne renferme que des oses  neu t r e s  e t  des  ac ides  uroniques.  

Il s ' a g i t  probablement d ' a c ide  glucuronique l i b r e  ou de glucurono-conjugués 

de f a i b l e  masse molécula i re .  

La composition mola i re  en oses  d e s . f r a c t i o n s  1 2- 4, correspondant aux 

p i c s  1 e t  11,montre q u ' i l  s ' a g i t  de composés de n a t u r e  g lycopro t id ique ,  pu is -  

q u ' i l s  s o n t  e s sen t i e l l emen t  c o n s t i t u é s  de ga l ac to se ,  de mannose e t  de fucose 

( ~ i g .  10 ; p.51). La f r a c t i o n  3 ,  glycopept idique,  renferme du glucose. Le p i c  

B renferme un g lycos ide  du glucose de n a t u r e  encore inconnue. 

- Analyse q u a n t i t a t i v e  

La f r a c t i o n  a d i a l y s a b l e  du p r é c i p i t é  a l coo l ique  

c o n s t i t u e  l e  s u b s t r a t  de dosage des g lycopro t ides  t o t aux  de l ' u r i n e .  Leur taux  

e s t  remarquablement cons tan t   ableau au XII ; p.52). Leur p r o f i l  de fractionnement 

s u r  Sephadex G-50 montre q u ' i l s  s o n t  e s sen t i e l l emen t  c o n s t i t u é s  de glycopept ides  

(60 à 70 p.100). 



Courbe daélution des glycoprotidee urinaires soumis B une 
"gel filtrationtt sur Sephadex 6-50. En abecisses : fractions 
obtenues ; en ordonnées r abaorbance des colorations données 
par l e s  glucides. Les chiffres arabes correspondent aUr 
fractions dont la composition centdaimale et molaire en oses 
a dt6 ddterminde. 



Figure 10 

Chromatographie su-B papier des hydmlysats chlorhydriques des 
fractions 1 à 4 désignées sur la figure 9. Systèmesolvant : 
pyridine/acétate dléthyle/eau (1 : 2 : 2) ; durée de la 
chromâtographie : 24 heures ; révélation par le réactif à 
lloxalate d'aniline. Ga1 : galactose ; Glc : glucose ; : 
mannose ; Fuc : fucose ; Xyl : xylose ; Rib : ribose. 



Tableau X I I  

Composit ion en  g l u c i d e s  (en  m g  p . l i t r e  d l u r i r L e )  de d i f f é r e n t e s  

f r a c t i o n s  u r i n a i r e s .  

PRECIPITE ALCOOLIQUE 

7 
Oses n e u t r e s  

Osamines 

Acides s i a l i q u e s  

Acides u ron iques  

P r é c i p i t é  a l c o o l i q u e  Surnageant  a l c o o l i q u e  1 

t r a c e s  

t r a c e s  

PRECIPITE ALCOOLIQUE APRES DIALYSE 

Acides s i a l i q u e s  



b - La fraction dialysable du précipité éthanolique 
- ilrialyse qualitative 

L' analyse chromatogrzphique de la fraction dialy- 

sable du précipit6 alcoolique urinaire révèle la présence dJun nombre flevé 

d'oligosaccharides (Fig. 11 ; p .54). La précipitation alcoolique du matériel 

macromoléculaire s'est donc accompagnée d'une CO-précipitation des oligosac- 

charides. Cette CO-précipitation est presque totale car le surnageant alcooli- 

que est essentiellement constitué de monosaccharides (Fig.11 ;p.54). 

- Analyse quantitative 
La méthode de fractionnement urinaire d6crite 

ci-dessus constitue 6galement une méthode de dosage des oligosaccharides uri- 

naires, Leur taux, déterminé à partir d'une dizaine d'urines différentes, est 

de l'ordre de 150 à 250 mg par litre  ableau au XII ; p.52). 

2 - LA FUCTION NON PRECIPITABLE PAR L ' E W O L  
a - ~Innlyse qualitative 

La figure 11 (p.54) montre que les surnageants alcooliques 

renferment la totalit6 des monosaccharides urinaires. La chromatographie mono- 

dimensionnelle sur papier de ces glucides, associée h l'utilisation d'un grand 

nombre de rév6lateurs spécifiques (Fig.12 ; p.55) met en évidence un nonbre élevé 

de glucides, qu'il serait illusoire d'identifier par le simple examen de leur 

comportement chromatographiquc . 
Le rdactif à l'oxalate d'aniline de PARTRIDGE (1831, spécifique des 

aldoses, fournit des colorations variées su5vant la nature de l'ose : 

A : coloration spécifique des 6-désoxyhexoses 

B et C : coloration spécifique des aldopentoses 

D et E : coloration spécifique des aldohexoscs 

Migrant plus rapidement que A, la bande nol (de nature cétosique) 

donne une coloration jaune orangé et présente en lumiere ultra-violette une 

fluorescence jaune d'or très particulière. 

Au dessus de E, un petit nombre seulement d'osides est repérable, 

principalement dans la zone des disacclzarides. 

Parmi les révélateurs spécifiques des cétoses, l'orcinol-trichlora- 

cétique de KLEYSTRAND et NORDAL (184) donne les meilleurs résultats, puisque 

8 bandes peuvent Btre observées, qui fournissent en outre des colorations 

variées suivant la nature de l'ose : 

1 : brun orangé ; 2 : rose (cétopentose); 3 : jaune-vert (cétohexose); 

4 : rose (cétopentose) ; 5 ; jaune-vert (cétohexose) ; 6 : bleu (he~tulose) : 

7 : bleu-vert (mannoheptulose) ; 8 : jaune-vert (cétohexose 1. 



Figure 11. 

Chromatographie sur papier des fractions dialysables du précipité 
éthanolique (DP) e t  non précipitables par l'éthanol (s). Papier 
Whatmzn n". Systèmesolvant : @utanol/acide acétique/eau. T : 
solution t h o i n  de sucres purs. Ga1 : galactose ; Glc : glucose ; 
Man : mannose ; Ara : arabinose ; *l : xylose ; Fuc : fbcose ; 
Suc : saccharose ; Sor : sorbose ; Fm : fructose ; BUu : alluiose. 
Révélateurs : A toxalate d'aniline; B : mde-chlmwlus. 



Figure 12 

Clrromâtographie s u r  papier des glucides de l a  f r a c t i o n  nsurnageant 
a l coo l iq~~e" .  Papier Wha-tman ne 3. Système-solvant : n-butanol/acide - 
acâtiqve/eau (4 : 1 : 5). T : so lu t ion  ténoin de sucres  purs. i : 
disoxy-cétose ; 2 : r ibulose + xylulose ; 3 : a l l u l o s e  ; 4 : 3-céto- 
f ruc tose  ; 5 : f ruc tose  ; 6 : sédoheptulose ; 7 : manno-heptulose ; 
8 : sacchzrose ; A : fucc,se ; B : xylose ; C : arabinose ; D : mannose ; 
E + F : galactose + glucose. 



Le réactif au p-diméthylamincbenzaldéhyde, specifique des 2 et 3-  

désoxyoses, révèle la bande nol. 

La révélation avec le réactif d'ELSON-WRGAN de PARTRIDGE ; 185 

fournit un rbsultat nfgatif. 

La chromatograpnie bidimensionnelle dans les systèmes-solvants : 

acétate d'bthyle/pyridinc/eau (8:2:1) et phénol saturC d'eau permet de séparer 

tous les cétoses de l'urine (~ig.13 ; p.57) .  Elle montre, en outre, qu'il 

existe un troisième heptulose (n05a). 

b - Analyse quantitative 
L'isolement d'une fraction urinaire refermant la tctnïic: 

des monosaccharides a permis de doser ces derniers : les r&sulta~s, obtca~s 

sur un nombre élevé d16chantillons sont reportés dans le Tableau XII \ I ? . 5 2 ) .  

Nous pouvons observer que le taux clc monosaccharides des urines de sujets 

normaux ne varie pas dans de larges proportions et nous notons, en outre, 

le taux estrêmement faible dlosamines et d'acides sialiques,rendus in2osa"u:es 

par leur faible concentration et l'interférence des oses neutres (les c 6 t s s c s  

en particulier interfSrent dans la détermination des acides sialiques par  le 

procédé à la diphénylamine de WERNER et ODIN (186). 

3 - CONCLUSIONS 
Nous avons mis au point un procédé de fractionnement des glucides 

urinaires qui associe la ?récii>itaticn ethanoliqte et la dialyse SOL; c c l i c -  

phane. Nous avons pu ainsi fractionner les glucides de l'urine en trûis 

fractions bien définies r les glycoprotides, les oligosaccharides ct lcs 

monosaccharides. Ce procédé de fractionneaent est également à la base d'une 

méthode de dosage et les résultats obtenus montrent que le taux de chacune 

des classes de glucides urinaires est remarquablement constant chez les 

su j et s normaux. 



Figure 13 

Chromatographie bidimentionnelle des cétoses urinaires. Papier 
Wh.a-tmul no 1 . SystèmeSolvant (1 ) : acétate d1 éthyle/pyridine/ 
eau (8 : 2 : 1) ; système-solvant (2) : phénol saturé d'eau 
(a-tmosphère amn?oniacale). Révélation par l e  réactif  lrorcinol 
trichloracétique. 1 : désoqy-cgtose ; 2 a ; ribulose ; 2 b : 
xylulose ; 3 : allulose ; 4 : 3-cétofructose ; 5 a allo-heptulose ; 
5 b : fructose ; 6 : sédoheptulose ; 7 : manno-heptulose ; 
8 : seccharose. 



Nous avons décrit dans le chapitre FrécZdent un procéd6 gés~éral de 

fractionnement des urines qui fournit en particulier deux fractions qui 

renferment respectiv;-ent les monosaccharides et les oligosaccharides que 

nous avons tent6 d'isole: b liétat pur, dans un second temps, gr3ce à l'emploi 

des techniques chromatographiques classiques. 

/ l0 - ;SOLEMENT DES MONOSACCHMIIDES URINAIRES 1 

MODE OPERATOIRE 

A - PURIFIC&ION SUX COLONNE DE CIURBON-CELITE - 
Les solutions de monosaccharides sont purifiées par passage sur une 

colonne de charbon-célite, de manière à adsorber les faibles quantités d'oli- 

gosaccharides qui souillent les préparations. Les N-acétylosamines libres 

sont également adsorbées et seront éluées ~Glectivement par l'éthanol à 1,5 

p.100 (voir p. 59 1. 

B - PURIFICATIOrJ ET ISOLEPENT DES îiLDOSES 
1 - DESTRUCTION DES CETOSES - PAR L'ACIDE CHLORHYDRIQUE 

Les aldoses ont été purifiés en détruisant les cétoses par l'action 

de l'acide chlorhydnique (HC~ 2 N ; 2 heures ; 100"~). Les solutions ont été 

ensuite démln6ralis6es par passage sur résine échangeuse d'anions (~uolite 

A-40 ; "mesh' 25-50 ; forme forniate) , 

2 - CHROMATOGRAPHIE PPSPABATIm DES ALDOSES 

Les aldoses ont Eté isolés par chromatographie préparative sur yapier 

Whatman n03, dans les  systèmes-solvants de PARTRIDGE (187) : n-butanol/aci.de 

acétique/eau (4rl:5) et de JERMYN et ISHERWOOD (188) r acétate d'éthyle/ 

pyridine/eau (8;2:1), 

C - PURIFICATION ET ISOLEMENT DES CETOSES 
' - DESTRUCTION DES ALDOSES PAR L'EAU DE BROME 

Les aldoses ont &té sélectivement oxydés par le brome en acides aldo- 

niques, selon le mode opératoire suivant : à 100 ml de solution glucidique à 

5 p.100 sont successivement ajoutés 1 ml de brome et 1 g dc carbonate de 

calcium. Après un contact de 18 heures, le brome en excès est éliminé par 

ventilation d'air froid et le carbonate de calcium centrifugé. La solution 



surnageante est finalement purifiée par passages successifs cnrrésines échan- 

geuses de cations (~owex 50 x 8 ; "mesli" 25-50 ; forme acide) et d'anions 

(~uolite A-40 ; "mesh" 25-50 ; forme forniatc). La solution effluente a été 

enfin évaporée à siccité sous forme d'un sirop. 

2 - CHR3MATOGRIIPHIE PREPARATIVE DES CETOSES 
a - -- Chromatographie préparative sur colonne de cellulose 

Les cétoses ont ét6 fractionnés par chromatographie 

préparative sur colonne de cellulose (type Chromax LKB), dans le systène- 

solvant n-butanol/éthanol/eau (4:l:l). Des fractions de 15 ml étaient recueil- 

lies au collecteur de fractions et analysées par chromatographie sur pepier 

dans le système solvant n-butanollacide acétique/eau (4:1:5). 

b - Chromatographie préparative sur papier 
Les fractions obtenues précédemment étaient le plus souvenc 

hétérogènes et 1' isolement des cétoses a été nchevd par chromatographie prC- 

parative sur ppier Whatnan n03 h l'aide des sytèmes-solvants de PARTRIDGE 

(189) : n-butanol/acide acétiqueleau (4:1:5) et de JENYN et ISHERI?OOD 

(190) : acétate dlCthyle/pyridine/eau (8:2:1)/ 

D - PURIFICATION ET ISOLEMENT DES N-ACETY L0SPJ;iINES 

Lors de la purification de la fraction nonosaccharidique sur une 

colonne de Charbon-Célite (voir p. 52 ), les N-acétylosamines libres de 

l'urine ont été adsorbées et Elu6es par passage d'une solution éthanolique 

à 1,5 p.100. Les N-acétylosanines ont ensuite btd isolCes par chromatographie 

prdparative sur papier Whatman n03, dans le système-solvant de PmTRIDGE 

(191) : n-butanol/acide acétiqueleau (4:1:5). 

II - RESULTATS -- 

LI - ISOLEPiXNT DES ALDOSES 
Les méthodes que nous venons de décrire nous ont permis d'isoler de 

l'urine 6 glucides (Fig.14 ; p.60) qui fournissent avec l'oxalate d'aniline 

les colorations spdcifiques des méthylpentoses (glucide A), des aldopentoses 

(glucides B et C) et des aldohexoses (glucides D,E et F). Le fractionnement 

de 2 litres d'urine nous a fourni les quantités suivantes de ces glucides : 

A : 2,4 mg D : 2,8 mg 

E : 38 mg 

F : moins de 1 mg 



Figure 14 

Chromatographie sur pepier des aldoses isolés de l'urine. Papier 
matman ne 3. Révélation à lyoxalate dtaniline. Système-solvant : 
;-butanol/acide acétique/eau (4 : 1 : 5). T : solutions témoins de 
sucres purs. A : fucose ; B : xylose ; C : arabinose ; D : mannose ; 
E : glucose ; F : galactose. 



B - ISOLEMENT DES CETOSES 

Ncus avcns  i s o l 6  7 f r a c t i o n s  c E t o s i q u e s  (F'ig.15 ; p.621,  don t  5 

c o r r e s p o n d e n t  à des  p r L p a r a t i o n s  absolument  pur^ s .  La f r a c t i o n  n02  \?sr  cons- 

t i t u f e  de  deux g l u c i d e s  q u i  p o s s è d e n t  des  conpor ter ients  chromatographiqucs  

t r o p  v o i s i n s  pour q u ' i l s  p u i s s e n t  ê t r e  i s o l é s  p a r  chromatographie  p r e p a r a t i v c  

s u r  p a p i e r ,  La f r a c t i o n  n 0 5  e s t  & g a l e n e n t  c o n s t i t u é e  de  deux g l u c i d e s  q u i  

p r é s e n t e n t  un debut  de  s é p a r a t i o n  chroi-rintographique dans  l e  s y s t & i n i i - ç ~ l ~ ~ a n r :  

p h e n c l  s a t u r 6  d ' e a u .  Le g l u c i d e  5 b pr6dorninc n e t t e ~ ~ e n t  e t  nous avons p u  

l ' i s o l e r  à l ' é t a t  pur  e n  f a i b l e s  q u a n t i t C s ,  p a r  c h r o n a t o g r a p h i e s  prZporûclves  

r é p 6 t é e s  dans  c e  sys tème-so lvan t .  

La r é v é l a t i o n  s p e c i f i q u e  des  c e t o s e s  p a r  l e  r é a c t i f  5 1'orci::ol- 

t r i c h l o r a c é t i q u e  f o u r n i t  l e s  c o l o r a t i o n s  c a r a c t c r i s t i q u e s  des  c 6 t ~ p e n t ~ ç c s  

(2  a ,  2 b e t  41,  des  cé tohexoses  ( 3  e t  5 b )  e t  des  c b t o h e p t c s c s  ( 5 a ,  G e r  7 1 

Le f r a c t i o n n e n e n t  de 20 l i t r e s  d ' u r i n e  nous a permis  d ' i s o l e r  l e s  q u a n t i î c s  

s u i v a n t e s  de  chacun de c e s  c b t c s e s  : 

1 : 165 n g  

2a + 2b : 4,5 mg 

3 : 324 mg 

4 : 25 mg 
5a : moins de 2 mg 

5 a  + 5b : 200 n g  ; a p r è s  p u r i f i c a t i o n  : 5b : 90 mg 

C - ISOLEFIENT DES N-PiCETYLOSfJ4INES 

L ' a n c ~ y s e  chrcmatogrnphique s u r  p a p i e r  des  N-acf ty losamines  l i b r e s  

é l u & e s  de  13 colonne Le Charbon-Ckl i te  ? a r  l ' é t h a n o l  3 1 , 5  p.100 nc f o s r n i t  

des  r é s u l t a t s  p o s i t i f s  que l o r s q u e  les s o l u t i o n s  o n t  é té  c o n c e n t r 6 e s  1000 à 

2000 f o i s  p a r  r a p p o r t  au volume d ' u r i n e  t r a i t é e  : l a  r e v g l a t i o n  p a r  l e  

r é a c t  i f  au p-diméthy lamino-benzald6hydc de  SVENNERHOG+i e t  SVENNERHOLFI ( 192 ) ? 

aprEs t r a i t e m c n t  du chromatogramrne p a r  une s o l u t i o n  de c a r b o n a t e  de sodium 

met a l o r s  e n  Gvidence une s e u l e  t a c h e  q u i  possède  l e  comportement chronnto-  

g raph ique  de  l a  N-acGtylglucosamine. Lc dosage c o l o r i m é t r i q u e  des  N-ac6tyl-  

osamines p a r  12 methode d e  GOOD e t  BESSFblN (193)  montre que l ' u r i n e  rcnfermc 

1 3 2 mg d 'osamines  l i b r e s  p a r  l i t r e  e t  conf i rme l e  r e s u l t a t  obtenu p a r  

PECHtiPT (194) .  

III - CONCLUSION 

Nous uvons c a r a c t é r i s é  dans  l ' u r i n e  humaine c t  i s o l é  2 l'4tat pur  

G a l d o s e s  e t  9 cCtoses  dans des  q u a n t i t h  généra lement  s u f f i s a n t e s  pcur  que 

nous p u i s s i o n s  e n v i s a g e r  l ' é t u d e  de l e u r s  p r o p r i é t é s  physico-chimiques .  
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Nous avons également isolé de faibles quantités de N-acétylosamines, 

dont seule l'étude chrmatographique ou électrophorétique a pu être entreprise. 

2 "  - ISOLEIENT DES MONOSACCHARIDES ACIDES 

MODE OPERATOIRE 

Les monosaccharides acides ont été isolés par chromatographie sur 

résine échangeuse d'anions (Dowex 1 x 8 ; "mesh" 200-400 ; forme formiate ; 

+ 4'~) de la fraction "surnageante alcoolique". Après rinçage soigneux de la 
colonne par de l'eau distillée, les acides sialiques et uroniques ont Ct6 

élués par le passage d'une solution d'acide formique à 1 puis à 5 p.lOO. Les 

solutions effluentes recueillies au collecteur de fractions et analys6cs à 

l'aide des r6actifs à la diphénylamine de WERNER et ODIN (1951, à l'acide 

periodique-ocide thiobarbiturique d'f&lINOFF (196) et au carbazol sulfurique 

de DISCHE (197). Les fractions renfermant de l'acide sialique ou de l'acide 

uronique ont 6th lyophilisQes, avant d'être soumises à l'analyse chrornato- 

graphique dans le sytème-solvant de PARTRIDGE (198) : n-butanol/acide acéti- 

que/eau (4:1:5). 

II - RESULTATS 

Le profil d'élution est donné par la figure 16 (p.64). Les solutions 

d'acide formique à 1 ct à 5 p.100 éluent respectivement les acides sialiques 

et les acides uroniques, qui sont ainsi fractionnés en deux pics bien dis- 

tincts. L'analyse chromatographique des acides sialiques, dans le système- 

solvant de PARTRIDGE (199) : n-butanol/acide acétique/eau (4:1:5), nontre 

l'existence d'une seule tache qui possède le comportement chromatographique 

de l'acide N-acétylneuraminique. L'analyse chromatographiquc des acides 

uroniques met en évidence 2 taches qui correspondent respectivement à l'acide 

glucuronique ct à sa lactone. 

Le procédé décrit plus haut permet, en outre, de doser l'acide sia- 

lique libre urinaire, opération qui était impossible à réaliser directement 

sur l'urine totale, en particulier à cause de l'interférence des cétoses. 

Le taux d'acide sialique libre, déterminé B partir d'une dizaine d'urines, 

est de 5 à 10 mg par litre. 

III - CONCLUSION 

Les monosaccharides acides de l'urine ont été isolés à l'état pur par 

chromatographie sur échangeur d'anions, Cc procédé constitue, en outre, une 

méthode de dosage de l'acide sialique urinaire. 



Figure 26 

Courbe dtélution des acides sialiques etumniques de l a  colonne de Dowex 
'J x 8 ("rnesh1l 2üO-4.0, forme formiste par des solutions d'acide formique 
à 1 e t  5 F, 100 (- - O -  -O- -)acides - sialiquea, ciételmin6s par la  
méthode colorim8.trique à La diphénylamine ; ( 1 : 
acides sialiques, détermin6s pa,r l a  méthode colorimétrique à l'acide 
periodique-acide thiobarbiturique . ; ( a - - : ) acides uroniques 
déterminés par l a  méthode colorimétrique au carbazol suinirique, 
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3" - ISOLEMENT DES OLIGOSLCCHARIDES URINAIRES 

DE CHARBON-CELITE 

La fraction dialysable du précipité alcoolique de 50 litres d'urine, 

purifiée préalablement sur résines échangeuses d'ions (voir p. 48 ) a Qté 

fractionnée sur une colonne de Charbon-Célite, selon le procbdé de lJHISTLER 

et DURS0 (200). 
\ 

1 - DEACTIVATION DU CHAREON 
500 g de Charbon actif sont mis en suspension dans 2 litres d'HC1 

6 N. Après un contact de 2 heures, le charbon est recueilli par déc~ntation, 

puis lavé par 10 litres d'eau distillée sut entonnoir à verre fritté. Le 

charbon est ensuite séché 3 37OC, réduit en poudre, puis lavé à nouveau 

par 10 litres d'eau distillée. Ces op6rations sont réalisées 5 à 6 fois de 

manière à éliminer toute trace d'HC1. 

2 - LAVAGE DE LA CELITE 
500 g de Célite sont mis en suspension dans de l'eau distillée et 

les impuretés éliminées par plusieurs décantations successives. La Célite 

est enfin séchée à 37OC. 

3 - MONTAGE DE LA COLONNE DE CHARBON-CELITE 
Des quantités égales de Charbon et de C6lite sont intimement mélan- 

g é e ~  sous forme d'une poudre homogène, qui est alors mise en suspension dans 

de l'eau distillée jusqu'à obtention d'une p3te liquide. Ce mélange est ensuite 

introduit dans une colonne de verre : environ 100 ml de suspension pour 1 gj ';:.fi 
de glucides. Un écoulement régulier est assuré par l'emploi d'une pompe péri- 

staltique, placée au sommet de la colonne. 

4 - FRACTIONNEMENT DES OLIGOSLLCCHARIDES 
Après le passage de la solution glucidique, la colonne est tout 

d'abord rincée par 4 litres d'eau distillée. La désorption des oligosaccha- 

rides est assurée grdce à un gradient discontinu d'éthanol de concentration 

croissante : 1,5 - 3,5 - 5 - 7,5 - 10 - 15 - 25 et 50 p.100 ( 4  litres de 

chacune de ces solution). La colonne de charbon est enfin lavée par du 

méthanol à 90 p.100 de manière 3 extraire totalement les glucides restés 

adsorbés. 

B - ISOLEMENT DES OLIGOSACCHARIDES PAR CHROFfATOGRAPHIE SUR PAPIER 
Les oligosaccharides de chacune des fractions alcooliques ont été 

isolés à l'état pur par chromatographie préparative dans un grand nombre de 



systèmes-solvants que nous décrirons au fur et à mesure de l'étude de chacun 

de ces sucres. 

La chromatographie sur papier de différentes fractions 4thanoliques 

(~ig.17 ; 2.67) montre que l'urine renferme un nombre très élevé d'oligosa- 

charides dont la separation est très satisfaisante après leur élution Ce 12 

colonne de Charbon-Célite. La chromatogrnphic prcparative sur papier nous n 

permis d'isoler 72 de ces composés dans un état de puret4 satisfais~ntc : 

nous décrirons les diverses étapes dc chromatographieçpréparnt ives  succes- 

sives effectuées dans le chapitrc qui traite de l'étude de ces oligosaccha- 

rides (voir p. 116). 

III - CONCLUSIONS 

L'association de la chromatographie sur colonne de Charbon-Célitc 

et de la chromatographie préparative sur papier nous a permis d'isoler 72 

oligosaccharidcs urinaires que nous étudierons de façon plus approfcndie dans 

un prochain chapitre. 



Figure 17 

Chromatographie s u r  papier  des f r a c t i o n s  éthanoliques é l u é e s  de 
l a  colonne de Charbon-Célite. Papier  Whatman no 3. Système-solvant : 
n-butanol/acide acétique/eau (4 : 1 : 5) (4 jours) .  Révéla t ion : - 
oxa la te  d ' a n i l i n e .  T : s o l u t i o n  témoin de sucres  purs : Raf : 
r a f f i n o s e  ; Lac : l a c t o s e  ; Sac : saccharose ; Ga1 : g a l a c t o s e  ; Glc : 
glucose ; Man : mannose ; Ara : arabinose.  
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ETUDE DES MONOSACCHARIDES URINAIRES 
I 

1" .- MATERIEL ET METHODES 

1 - PREPARATION DES OSES DE REFERENCE 

Le D-galactose, le D-glucose, le D-mannose, le Garabinose, le 

D-xylose, le L-fucose, le D-fructose, le L-sorbose, le D-manno-heptulose, 

la N-acétylgalactosamine, la N-acétylglucosamine, la N-acétylmannosamine, 

l'acide glucuronique et l'acide N-acétylneuraminique étaient des pré.parationç 

commercinles. Nous avons été amené à préparer un certain nombre de glucides 

non cormnercialisés, soit à partir de substrats naturels, soit par prépara- 

tion ou synthèse chimique, 

A - ISOLEMENT DE GLUCIDES k PARTIR DE MILIEUX NATURELS 

1 - ISOLEMENT DU SEDOHEPTULOSE DE SEDUMS 
a - Mode opératoire 

Les feuilles de Sedum (S.acre et S.tectarum) renferment 

des quantit6s importantes de sédoheptulose (D-altro-heptulose) qui est 

extrait de la manière suivante : les feuilles de Sedum sont homogénéis6cs dans 

1' eau, 5 4OC et la suspension obtenue est filtrée puis déminéralis&c par 

passages successifs sur des résines échangeuses de cations (~owex 50 x 8 ; 

"nesh" 25-50 ; formc acide) et d'anions (~uolite A-40 ; "mesh" 25-50 ; 

forme formiate). La solution effluente est ensuite traitée par l'eau de 

brome, en prQsence de carbonate de calcium, puis purifiGe selon le protocole 

expérimental décrit p. 58 . Le sédoheptulose est enfin isolé à l'btat pur par 

chromatographie sur papier Whatman n"3, dans le systsme-solvant de PARTRIDGE 

(201) : n-butanol/acide acétiqueleau (4:1:5). 

b - Résultats 
Le sédoheptulose a été obtenu dans un etat de pureté 

satisfaisant, comme le montre l'étude de ses propriétés physico-chimiques : 

comportement chromatographique, révélations spécifiques (Tableau XIV ; p . 9 ~ ) ;  

morphologie (~ig.32 ; p.981, point de fusions et pouvoir rotatoire de la 

phénylosazone  ableau au XV ; p. 100). 

2 - ISOLEMENT DES ACIDES SIALIQUES DE LA MUCINE SOUS-MAXILLAIRE DU BOEUF 
a - Mode opératoire 

Les mucines sous-maxillaires bovines renferment les acides 

N-glycolyl, N-acétyl, N-0-7,8 (ou 9)-diacétyl et N-O-triacétyl-neuraminique. 

L'acide N-0-4- diacétyl-neuraminique pourrait être obtenu à partir de la 



mucine équine. 

L'extraction des acides sialiques est réalisée selon un mode opé- 

ratoire adapté de ceux de BLIX et coll. (202) et de SVENNERHOLM (203). 

Les glandes sallvaires, coupées en petits morceaux, sont extraites, 

plusieurs fois, par incubation dans de l'eau distillée (3 à 5 volumes) pen- 
8 

dant 24 heures, à +4"C .  Les suspensions de muciae sont réunies et on ajoute 

de l'acide chlorhydrique 1 N jusqu'à dissolution de la mucine. Celle-ci est 

reprécipitée par addition de plusieurs volumes d'eau distillée. Cette 

manipulation est répétée une ou deux fois. La mucine est enfin lavée à l'eau 

distillée, à l'éthanol et à l'éther, puis séchée. 

40 g de mucine sont suspendus dans 400 ml d'eau distillée et la 

suspension, constamment agitée, est amenée en 30 minutes à la températüre de 

l'ébullition qui est maintenue pendant une heure. L'hydrolysat est refroidi 

à la température du laboratoire, débarrassé de la fraction insoluble par centri- 

fugation et passé successivement sur une colonne de Dowex 50 x 8 ("oesh" 25-50 ; 

forme acide ; 3 x 30 cm) et de Dowex 1 x 8 ("mesh" 200-400 ; forme formiate ; 

3 x 30 cm). La colonne d'échangeur d'anions est soigneusement lavée 2 l'eau 

distillée et les acides sialiques sont déplacés par le passage d'une solution 

aqueuse d'acide formique 0,3 N. Le fractionnement est effectué avec un collzc- 

teur de fraction et l'élution des acides sialiques est suivie à l'aide 

d'une méthode de dosage des acides sialiques totaux (méthode à la diphénylamine 

de I;rERNER et ODIN (204). Les solutions effluentes contenant de l'acide sia- 

lique sont rassemblées et lyophilisées. 

b - Résultats - 
Les rendement est d'environ 1 g d'acides sialiques totaux, 

L'analyse chromatographique dans le système-solvant de SVENNERHOLM et SVENNER- 

HOLM (205) : n-butanol/n-propanol/acide chlorhydrique 0,l N (1:2:1) montre 

l'existence d'acide N-glycolyineuraminique (R : 0,34) et d'acide N-acétyl- 
f 

neuraminique ( R  : 0,451. Les acides sialiques O-substitués s'accumulent en f 
une tache unique au niveau du "front de démixiont'. 

B - PREPARATION DES CETOSES PAR EPIMERISATION 

1 - PRINCIPE DE LA REACTION 
L'action des alcalis dégrade profondément la molécule des différents 

oses. Cependant, LOBRY DE BRWN et VAN EKENSTEIN (206) ont montré que lcur 

action ménagde conduisait à des épimérisations qui ont souvent été mises à 

profit pour réaliser les synthèses de cdtoses divers. 

Divers agents alcalins ont été utilisés, comme l'hydroxyde de calcium, 

de sodium ou de potassium, la pyridine et l'ammoniaque (voir à ce sujet, lc 



revue géné ra l e  de SPECK (207)).  On admet que c e s  t ransformat ions  s ' e f f e c t u e n t  

pa r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d 'une forme ène-di01 (A) e t  probablement (B) pu i squ '2  

p a r t i r  du D-fructose ou du D-glucose. on ob t i en .  l e  D-a l lu lose  ( ~ i & . 1 8  ; 

p.73). 

2 - MODE OPERATOIRE 

Une s o l u t i o n  de suc re  à 10 g p.100 m l  d 'eau de chaux s a t u r é e  e s t  

maintenue pendant 20 mn au bain-marie b o u i l l a n t .  La s o l u t i o n  e s t  e n s u i t e  

r e f r o i d i e  e t  les a ldoses  son t  oxydés sé lec t ivement  par  l ' e a u  de brome, en 

présence de carbonate  de calcium ( v o i r  p .  58). Après p u r i f i c a t i o n  de l a  solu- 

t i o n  s u r  r é s i n e s  échangeuses de c a t i o n s  ( ~ o w e x  50 x 8 ; "meshu 25-50 ; forme 

ac ide )  e t  d ' an ions  ( ~ u o l i t e  A-40 : "mesh" 25-50 ; forme formia te ) .  Les 

cé to se s  son t  i s o l é s  p a r  chromatographie p r é p a r a t i v e  s u r  colonne de c e l l u l o s e  

( type Chromax LKB ) . 

3 - RESULTATS 

Les cé to se s  s u i v a n t s  on t  é t 6  préparés  s e lon  l e  p ro toco le  expérimen- 

t a l  d é c r i t  c i -dessus : 

l e  xy lu lose ,  à p a r t i r  du D-xylose 

l e  D-ribulose,  à p a r t i r  du D-arabinose 

l e  D-al lulose,  à p a r t i r  du D-fructose 

l e  D-tagatose,  à p a r t i r  du D-galactose 

e t  l e  D-allo-heptulose,  à p a r t i r  du D-altr3-heptulose.  

L ' é tude  de l e u r s  p r o p r i é t é s  physico-chimiques (comportement chroma- 

tographique, r é v é l a t i o n s  spéc i f i ques ,  pouvoir r o t a t o i r e ,  p o i n t  de fu s ion  e t  

pouvoir r o t a t o i r e  de l e u r s  phénylosazones) confirme l ' é t a t  de p u r e t é  s a t i s -  

f a i s a n t  de chacune de c e s  p répa ra t i ons   ableau au X I V  (p. 9 5 )  e t  XV (p .  100)).  

II - ETUDES DES PROPRIETES PHYSICO- 

CHIMIQUES DES MONOSACCHARIDES URINAIRES 

L 'é tude  du comportement chromatographique d 'un g l u c i d e  inconnu, 

a s soc i ée  à l ' emp lo i  d ' un  grand nombre de r é v é l a t e u r s  s p é c i f i q u e s  peut  con- 

t r i b u e r  à son i d e s r i f i c a t i o n ,  mais il est  souha i t ab l e  de confirmer l e s  r é s u l -  

t a t s  obtenus p a r  l ' u t i l i s a t i o n  d'un nombre é l e v é  de c r i t è r e s  physico-chimiques 

i nd i scu t ab l e s ,  comme l ' é t u d e  des osazones,  p a r  exemple. En o u t r e ,  l ' i d e n t i f i -  

c a t i o n  d 'un  g l u c i d e  j u squ ' à  p ré sen t  inconnu dans l a  na tu re  demande l a  mise 

au p o i n t  de méthodes chimiques d ' i n v e s t i g a t i o n  de s a  s t r u c t u r e  e t  n é c e s s i t e  

p a r f o i s  d ' e f f e c t u e r  l a  syn thèse  chimique. 
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1 - SYSTEPBS-SOLVANTS - -- - 
Nous avo:is 6tudj.é l e  cmpor t eneq t  chromatographique des glucides 

u r i n z i r e s  dans lez  4.-systèmes-solvants d é c r i t s  p l u s  hau t  ( v o i r  p .  47) .  1Jous 

avons u t i l i s é ,  Z r  ou t r e ,  I e  système-solvant dc SVENNERHOLM e t  SVENNERHOLM (208) 

n-butano1;n-propd.~î/ari:lc k b r h y d r i q u e  0 , l  N (1:2:1) pour i d e n t i f i c r  l e s  

ac ides  s i a i i q u e s  

2 -- --- REVEWiETJ?.S SXCIFIQUES --- 
Nous avons u t i l i s 6  l e s  r é v é l a t e u r s  spéc i f iques  à l ' o x a l a t e  d'aniline, 

de PARTRIDGX ( 2 0 9 ) ,  no ch lo ru re  de t r i phény l t é t r azo l ium,  de TREVELYAN e t  a l .  

(2101, à 16 p-anis id lne ,  de HOUGH e t  a l .  (211),  à l ' u r é e  phosphorique, de  

GREENE e t  PIGXIS !:!!2). S l ' u r é e  chlorhydrique,  de DEDONDER (2131, à l i o r c ino l .  

t r ich lo ïacé t jc ,ue ,  deICLE7jTRAND e t  NORDAL (2141, à l a  v a n i l l i n e ,  de GODIN 

(2151, au p-.di~~éthyluminobenzaldéhyde, de PARTRIDGE (2161, au p-diméthy l- 

aminobenzaldékjde t r i c h l o r a c é t i q u e ,  de SVENNERHOLM e t  SVENNERHOLFI (217) e t  

à 1 ' a c i d e  ririiobaïhiti3rique, de WARREN (218).  

B - METHODES ELECTROYHORJTIQUES ---- 
---Pm- ---- 

Z - ELECLRC'PHORESE DES M-ACZTYLOSAMINES ---- 
L'Blectrophorèse svJr pap ie r  des N-acétylosamines a  é t é  e f f ec tuée  

avec uric s c l u t l o n  d- bora te  de sodium à 1 p.100 m l ,  dans une cuve d ' é l e c t r o -  

phorèse "cti t o i t ' ' .  sous une t e c s l o n  de ï G  7/em, pendant 4  heures .  Les f e u i l l e s  

de papj-er soiit ?rin&diar_ement séchées à 100°C, puis  imprégnées par pu lvér i sa-  

t i o n  du r é a c t i f  au  p. di1~6thylaminobenzaldéhyde t r i c h l o r û c é t i q u e  de SVENNER- 

HOW, e t  SïrENPiEn~3L.N ( 2 19) 

2 - ELECT110 .- -"riO-i.EsF --- L Y S  BCIDZS UAONIQUES 

ÇFIK (22Oj a  propos6 une méthode d ' é l ec t rophorèse  des ac ides  uro- 

niques q u i  e s t  e f f ec tuée  en 2  temps : 

1 - Electrophorèse p r é p a r a t i v e  des ac ides  uroniques à pH 3 , 9 ,  dan: 

l e  tampon de MfCHL (221) e t  é l u t i o n .  

2 - Electrophorèse des ac ides  uroniques,  e f f e c t u é e  dans une cuve 

"en t o i t " ,  s u r  pap ie r  Whatman n03,  dans l e  tampon b o r a t é  de HAUGH e t  LARSZN 

(222) p u i s  r évS la t ion  avec l e  r é a c t i f  à l ' o x a l a t e  d ' a n i l i n e ,  ap rè s  éliminatfori  

des i ons  bo ra t e  par  p u l v é r i s a t i o n  p r é a l a b l e  de méthanol acé t ique .  

C - mTHODES COLORIPETRIQUES 

Les nombreux procédés calorimétriques de dosage des g luc ides  

fou rn i s sen t  des co lo ra t ions  dont l e s  s p e c t r e s  d ' abso rp t ion  de la  lumiere 

v i s i b l e  peuvent ê t r e  u t i l i s é s  pcur l eu r  i d e n t i f i c a t i o n .  



Les cetoses donnent avec le réactif de DISCHE-BOREWFREUND (223) des colo- 

rations dont les maxima d'absorbance de la lumière sont de 540 nm pour les 

pentuloses, de 560 nm pour les hexuloses et 580 à 590 nm pour les heptuloses. 

Les réactions calorimétriques à la diphénylamine, de WERNER et ODIN (224) et à 

à l'acide periodique-acide thiobarbiturique sont caractéristiques des acides 

sialiques. 

D - PREPARATION DES PHENYL-OSAZONES 
1 - REACTIF 

Acétate de sodium 

Acide acétique 

Bisulfite de sodium 36"Be 

Phénylhydrazine RP 

Eau 

2 - MODE OPERATOIRE 
Un volume de solution aqueuse glucidique à 1 g p.100 ml est 

mélangé avec un volume du réactif et la solution maintenue 45 mn au bain- 

marie bouillant. La solution est ensuite refroidie lentement, à température 

ambiante, puis 24 heures à *OC. Les cristaux sont recueillis sur verre 

fritté, lavé avec de petites quantités du réactif précédent, sans phényl- 

hydrazine, et enfin avec de l'eau à +i°C. 

Les cristaux d'osazones sont recristallisés 2 fois dans l'éthanol 

B 30 p.100 (v:v), lavés à l'eau distillée à +$OC, puis séch6s sous vide. 

3 - MICROMETHODE 
Quand on désire se limiter à l'examen de la morphologie des cris- 

taux d'osazone, une micro-méthode est alors utilisable : 20 à 30 ul de solu- 

tion, renfermant 50 à 100 pg d'ose sont déposés au fond d'un verre de mon- 

tre et on ajoute une quantite égale de réactif à la phénylhydrazine. Les 

solutions sont mélangées et aspirées dans une pipette Pasteur que l'on 

scelle à son extrémité. On maintient celle-ci au bain-marie bouillant pen- 

dant 45 mn et, après un lent refroidissement, la solution est déposée sur 

une lame de verre pour être examinée au microscope. 



1 - ETUDE DES ALDOSES URINAIRES - 

CI.IP.OwIOGRAIHIE SUR PAPIER A - -----.---. - -- 
les al-doses isolés de l'urine humaine possèdent respectivement le 

comportevent chromatogrsphique du fucose (A), du xylose (BI, de 1 ' arabinose 
(CI, du mznnose (DI, du glucose (E) et du galactose (F) dans tous Les systèmes- 

solvants utilisés, 

B - PROF&IETSS PHYSICO-CHIMIQUES DES ALDOSES URINAIRES 

1 - POUVOIR ROTATOIRE SPECIFIQUE 
Le pouvoLr rotatoire spécifique des solutions aqueuses d'aldoses 

a Bté déterxnin6 à l-:eide du micropolarimètre ZEISS. Les valeurs obtenues sont 

rapportées dans lo Tableau X I I I  (p.75) et précisent l'isomérie optique des al- 

doses de l'urine : L--fucose, D-xylose, L-arabinose, D-mannose, D-glucose et 

D-galactose. 

2 - SYNTi;TSY SES OSAZOI\IES ET ETUDE DE LEURS PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES .-- 
Nous wons préparé les phénylosazones du xylose, de l'arabinose, 

du mannose, du glucose et du galactose urinaire et examiné au microscope la 

morphologie de leurs cristaux (~ig.19 ; p.76). 

La dStnrmination de ieur point de fusion et de leur pouvoir rota- 

toire spici f ique  fi able au XIII ; p. 75) confirme les résultats obtenus à 

partir des aldoses eux--mêmes. 

3 - CO?JCLUSTON i<T PISCUSSION ----.-- 

Nous avons caractbrisé la présence dans l'urine de faibles quantites 

d'aldoses que nous avons pu identifier avec certitude grâce à l'étude de leurs 

propriétés physico-chimiques. Il s'agit du L-fucose (1 à 10 mg/l, du D-xylose 

( 5  à 50 mg/l), du L-arabinose (20 à 50 mg/l), du D-mannche (1 à 5 mg/l), du 

D-glucose (20 à 50 mg/l) et du D-galactose (O 2 3 mg/l). 

I!os résultats confirment et complètent les travaux de MONTREUIL 

(225) et de WHITE et HESS (2261, qui avaient identifié ces aldoses par chro- 

matographie sur papieï. Nous notons par contre, l'absence de rhamnose et de 

ribose, dont la présence avait 4té signalée par diffbrents auteurs qui semblent 

avoir confonrlu ces composP,s avec des cétoses qui possèdent une vitesse de 

migration identique et qui réagissent légèrement avec le réactif à l'oxalate 

d'aniline. 



Tableau X I I 1  

Propriétés physiques des aldoses purs ov i s o l é s  de 

1 'urine humaine. 

20 1 plD des aldoses en solu-  1 1: JD des phhylosazones en 

l I tion aqueuse so lut ion dans l e  mélange pyri- 
dine-éthanol (2  :3 )  (v:v) 

urinaires 1 purs 
t 

urinaires purs 



Microphotographie des cristaux de phénylosazme des aldoses i e o l 6 ~  

de l'urine. A tarabinose; B txylose; C :galactose; D :mannose. 



II - ETUDE DES CETOSES URINAIRES 

A - LE CETOSE 1 

1 - CHROFUTOGRAPHIE SUR PAPIER 
L'étude du comportement chromatographique ne permet pas d'identi- 

fier le cétose 1 à aucun des glucides habituellement rencontré dans la nature. 

Sa vitease de migration, dans la plupart des sytsmes-solvants, est celle des 

tétroses ou méthylpentoses (Tableau XIV ; p. 96) .  Les révélateurs spécifiques 

des glucides fournissent des colorations variées, caractéristiques des cGtoses 

(coloration brun-jaune avec l'orcinol trichloracétique, rouge avec l'urCe 

phosphorique) et des désoxyoses (coloration violette avec le r6actif 3 la 

vanilline ou au p-diméthylaminobenzaldéhyde). La révélation par l'oxalate 

d'aniline donne une coloration et une fluorescence jaune d'or très particu- 

lière. 

2 - ACTION DES ACIDES 
Le cétose 1 est très labile vis à vis des agents acides, mêmes 

dilués : la destruction est totale sous l'action de l'acide sulfurique 0,l N 

à 100°C, au bout de quelques minutes. 

3 - REACTIONS COLORIMETRIQUES 
Nous avons appliqué aux preparations du cétose 1 de nombreuses 

réactions colorirnétriques et tracé les spectres d'absorption de la lumière 

visible ( ~ i ~ u r e  20 ; p.78). Nous avons obtenu des longueurs d'ondes maximales 

correspondant respectivement à l'acide N-acétylneuraminique (réactif à la 

diphénylamine), au fructose (réactif à la cystéine-carbazol) et au 2-déaoxy- 

ribose (réactif à l'acide periodique-acide thiobarbiturique). 

4 - SYNTHES CHIMIQUE DU CETOSE 1 
L'ensemble des propriétés chimiques décrites ci-dessus est en fa- 

veur de la structure d'un désoxy-cétohexose et nous avons tenté d'effectuer 

la synthèse chimique des 3-désoxy et 4-désoxy-cétohexoses. 

a - Principe 
Nous avons, dansun premier temps, préparé en mélange 

les lactones des acides 2-désoxy ribohexonique et 2-désoxy-arabohexoniques 

par condensation de l'acide cyanhydrique avec le désoxyribosc (synthèse dc 

FISCHER-KILIAXI (227). Puis nous avons réduit ccs lactones par le borohydrurc 

d'aluminium et oxydé les 3-désoxy-hexitols formés par l'eau de brome, à 130°C. 

b - Modc opératoire 
Une solution de 1 8  de désoxy-ribose dans 7 ml d'eau 

distillée, amenée à +Lk0C, est additionnée de 3 ml d'une solution aqueuse de 



Courbes dtabsorp.t;JIon des colorations domha par l e  cétose 1 avec3 
différents réac-kifs spécifiques des cdtoses e t  des d é s o ~ s e s .  
B : réactif à la fdiphénylsmine ; B : &act i f  h l'acide periodique- 
acide thiobarbiturique ; C : réactif à la cys.t;éine-carbaeol. 

: crdtoae i ; (2) 2-cï6sorgaluccpe ; (3) 2-àéEiolgribose ; 
4) : fruoto~e ; (5) auide B I - e n a B t y I n ~ q u e .  1'' 



600 mg de cyanure de sodium. Après 24 heures de contact a + 4 O C ,  la solution 

est portée au bain-marie bouillant durant 6 heures, en ajoutant de l'eau dis- 

tillée à intervalles réguliers de manière à maintenir le volume constant. Les 

ions sodium sont retenus sur résine échangeuse de cations (Dowex 50 x 8 ; 

"mesh" 25-50 ; forme acide), et la solution effluente concentrée sous vide 

&on sont est amenée à 20 ml. Les lactones synthétisées à ce stade de la réact' 

réduites en hexitols par l'addition de 1 g de borohydrure d'aluminium dont 

l'action est prolongée 18 heures. Les ions aluminium sont éliminés par d6minéra- 

lisation sur résine échangeuse de cations (Dowex 50 x 8 ; "mesh" 25-50 ; fcrme 

acide) et l'acide borique distillé avec le méthanol acétique. Le sirop obtenu 

après concentration sous vide est repris par 25 ml d'eau de brome saturée et 

la solution port& au bain-marie bouillant durant 20 minutes. Le brome en 

excès est éliminé par évaporation sous vide et l'acide bromhydrique fomé au 

cours de l'oxydation retenu sur résine échangeuse d'anions (Duolite 8-40 ; 

"mesh" 25-50, forme forniate). 

c - Résultats 
Au terme de cette expérimentation, l'analyse chromnto-. 

graphique dans le système-solvant n-butanol/aei.de acétiqueleau (4: 1 : 5 )  moritrc 

l'existence de 5 composbs, qui fournissent les colorations spécifiques des 

cétoses et des désoxyoses avec les réactifs à la vanilline, à l'orcinol tri- 

chloracétique et au p-diméthylaminobenzaldéhyde et qui correspondent probable- 

ment aux 5 dt5soxycétoses dont les formules sont représentées dans la figure 

21 (p .80). L'un de ces composés, en particulier, pdssède le comportemznt chro- 

matographique du cétose 1 urinaire, et a pu 8tre isolé en quantité appréciable 

par chromatographie préparative sur papier (~ig.22 ; p.81). Les réactions 

calorimétriques à la diphénylamine, à la cyst6ine-carbazol et à l'acide per- 

iodique-acide thiobarbiturique appliquée aux préparations de cétose 1 de 

synthèse fournissent des spectres d'absorbance de la lumière en tous points 

semblables à ceux obtenus avec le cétose urinaire. 

Le procédé de synthèse que nous avons utilisé permet donc d'idenri- 

fier le cétose urinaire à un désoxycétohexose, sans que l'on puisse cependant 

préciser la position de la fonction cétonique dans la molécule. La figure 21 

(p.80) représente les 5 structures possibles qui peuvent leur être attri- 

buées. 

5 - OXYDATION PERIODIQUE DU CETOSE 1 
Nous avons identifié les produits de l'oxydation periodique du r6toc~ 

1, isolé de l'urine ou obtenu par synthèse chimique, au terme de l'expérirnenta- 

tion suivante : 

a - Protocole experimental 
A 0,3 ml de solution aqueuse des glucides suivants : 



CHO 

COOH CHO COOH COOH CHO COOH 

Figure 21 

Synthèse des d8soxyc6toaee. Seul. Ica campoees 11 et 1~(4-d~sory~lluIoae et 
4-dBsoxyfrucroso) sont oxyddr .B malonaldghyde roua l'action de l'acide 
periodique, 



Figure 22 

Chromatographie des désoxy-oses. Papier Whatmui no 1, Système-solvant : 
n-butanol/aci.de acétique/eau (4 : 1 : 5) ; Révélation à l'oxalate - 
d'aniline (A) au 2-diméthylaminobenzald~de (B) et à la vanilline (c) 
1 : 2Idésoxyglucose ; 2 : 2-désoxyribose ; 3 : produit d'oxydation du 
2-dksoxy-ribitol par le brome. 4 : cétose 1 isolé de l'urine ; 5 : 
4-désoxy-hexulose de synthèse. 



acide N-acétyl-neuraminique (5 mg), désoxyribose (5 mg), cftose 1 

(environ 5 mg) est ajouté 0,5 ml du réactif suivant : IO Na 2 M + H2S04 2 M. 4 
Après 20 mn de contact, à température ambiante, le pH de la solution est 2rnenE 

à 7 par addition d'eau saturée de baryte et après centrifugation, le surna- 

geant est pass4 succcssivement sur une paire de colonnes ( 1 x 10 cm) d'&chan- 

geurs de cations (~ovex 50x8 ; "mesh" 25-50 ; forme acide) puis d'anions 

(Dowex 1 x 8 ; "nesh" 200-400 ; forme formiate) . Après rinçage par 50 ml 
d'eau distillée, la calonne de résine anionique est élube par de l'acide 

formique 0,33 N. Des fractions aqueuses et formiques de 3 ml sont recuêillics 

et les produits de l'oxydation periodique dosés par l'acide thiobarbituriquc. 

Les fractions fournissant une coloration positive sont lyophilisées, puis 

soumises à l'électrophorèse sur papier dans le tampon de MICHL de pH 3 ,9 .  

Les électrophorégrammes ant été révélés par pulvérisation d'une solution 

d'acide thiobarbiturique. 

b - Résultats 
Nous vérifions que l'acide fornylpyruvique, obtenu par 

oxydation periodique de l'acide N-acétyl-neuraminique est retenu quantitativc- 

ment sur la résine échangeuse d'anions ( ~ i ~ . 2 3  ; p.83). Les produits d'oxyda- 

tion du désoxyribose et du cétose 1 sont neutres et fournissent tous deux avec 

la rcaction colorin6trique à l'acide thiobarbiturique le spectre d'absorption 

caractéristique du mcllonaldéhyde (maximum : 532 nm). L'électrophorèse sur 

papier (~ig.24 ; p.84) confirme la neutralité du produit de l1oxydati~n per- 

iodique du cCtose 1. 

Ce résultat indique que la fonction cétonique n'est pas en-du 

radical méthylène et exclut la possibilité des structures (11, ( 3 )  et (5) 

représentées dans la figure 21 (p .80). 

6 - CONCLUSION ET DISCUSSION 
Nous avons caracteris4 dans l'urine humaine un 4-d6soxyhexulose, 

dont la structure exacte reste à établir. Toutefois, il n'existe pour cc cetose 

que deux formes possibles, le 4-désoxyfructose (ou tagatose) et le 4-d6soxy- 

allulose (or sorbose), et ce n'est que lorsque nous aurons synthétisé isole- 

ment ces deux compos~s et étudié leurs propriétés physico-chimiques, que nous 

pourrons identifier le 4-désoxycbtose urinaire, 

WHITE et NESS (228) avaient signalé dans l'urine la présence Z'un 

glucide qui possède le comportement chromatographique du 4-désoxyhexulose 

décrit ci-dessus et qui f6urnissait avec le réactif au citrate d'aniline une 

coloration jaune-orangé (voir Figure 4 ; planche A ; glucide nOll ; p.17). 

Les auteurs pensaient que ce glucide pouvait être l'érythrose, mais n'avaient 

pas pursuivi son identification. A notre connaissance, les 4-désoxyhexuloses 

n'ont jamais été caractéris6s jusqu'à présent dans la nature. La présence d'un 



P2enche A : Chromatographie sur résine Babangeuse dtanions dee ~ m o & n e s  
obtenus par oxyàation periodique des d6soqyoaes. 

Planche B : Courbes dtabsorbance des coloratiorie fournies par l e s  ohmmo&nea 
avec le ~ Q a c t i f  B l* acide thLobarbiturique. 



Electro$borèse dana l e  tampon de XEHL (pH 3,9) des chmmog23nes obim~us 
par l'action de S$aoide periodique sur l e  2-désoxyribose (A), l'acide 
N - a c B t q 4 n ~ q u e  (3) et l e  4edBsolycBtose de syn.tb8se. 



tel glucide dans l'urine pose donc le problème de son origine, dont nous 

discuterons dans un prochain chapitre(voir p.107). 

B - LES CETOSES 2a et 2b 
Les cétoses 2a et 2b existent dans l'urine en très faibles quanti- 

tés et possèdent, d'autre part, un comportement chromatographique très voisin 

dans la plupart des systèmes-solvants. Il ne nous a pas été possible de les 

isoler à l'état pur et leur identification a 6té réalisée sur un mélange des 

deux composés. 

1 - CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER 
Les cétoses 2a et 2b possèdent respectivement le comportement 

chromatographique du ribulose et du xylulose dans tous les systèmes-solvants 

utilisés  ableau au XIV ; p.96). Les colorations obtenues avec différents révé- 

lateurs spécifiques des cétoses sont celles des cétopentoses  ableau au XV ; 
p.100). 

2 - CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE DES OSAZONES 
Nous avons préparé les phénylosazones du mélange de c6topentoses 

et nous avons étudié leur comportement chromatographique sur couche mince de 

silice dans le système-solvant de RINK et HERRbMN (229):les phénylosazones 

des cétoses 23 et 2b possèdent respectivement les vitesses de migration de la 

ribosazone (R : 0,9l) et de la xylosazone (R : 0,72) (Figure 25 ; p.86). 
f f 

3 - CONCLUSION ET DISCUSSION 
L'urine humaine renferme de faibles quantit6s de xylulose (1 à 5 

mg/litre) et. du ribulose (1 à 5ng/litre). Nos résultats confirment ceux de 

FUTTERMAN et ROE (230,231) qui avaient pu, de leur côté, préciser que le 

xylulose Btait de la forme L, comme dans le cas de pentosurie. 

C - LE CETOSE 3 
1 - CHROW!TOGKAPHIE SUR PAPIER 

Le cétose 3 possède dans tous les systèmes-solvants utilisés la 

vitesse de migration de l'allulose, préparé par épimérisation chimique du 

fructose (Tableau XIV ; p.96). Les réactions colorées, obtenues avec différents 

révélateurs spécifiques des cétoses, sont celles des cétohexuloses (Tableau XIV; 

p.100). 

2 - POWOLR ROTATOIRE SPECIFIQUE 
Le pouvoir rotatoire sp6cifiquc du cCtose 3 (+3:1) correspond à peu 

de différence près, B celui du D-allulose (+3>8). 

3 - REACTION COLORIHETRIQUE DE DISCHE-BOPdNFREUND (232) 
Le cétose 3 et l'allulose fournissent avec le réactif de DIÇCHE- 



Figure 25 

Chromatographie sur couche mince de s i l i ce  des phénylosazones 
des cétopentoses urinaires. Système-soLvmt : chlorofome - 
dioxanne - tétrahydroitxranae - tétraborate de sodium 0,l 14 
(40 : 20 : 20 : 1,5). 
X : xglasarione ténain; R : ribosazone t6moin; 
U : asazones des cétoses 2a et 2b isolés de lturuie 



BORENFREUND, à la cystéine-carbazol, des colorations identiques dont la 

longueur d'onde maximum d1absorbance de la lumière est de 560 nm (~igure 29 f ,, 

4 - SYNTHBSE DES OSAZONES 
Nous avons comparé les principales propriétés physico-chimiques 

des phénylosazones de l'allulose urinaire et témoin : l'étude de la morpho- 

logie des cristaux (Fig.30 ; p.94 ),de leur point de fusion et de leur pouvoir 

rotatoire spécifique  ableau au XV ; p.100) confirme qu'il s'agit du al- 

5 - CONCLUSION ET DISCUSSION 
L'urine renferme 10 à 30 mg de ~(+)allulose par litre. La présence 

dans l'urine d'un cétose inconnu avait déjà été signalkpar MONTREUIL et 

BOULANGER (233) et par WHITE et HESS (2341, avant que MONTREUIL et GOUBET 

(235) ne l'aient identifié à l'allulose, par chromatographie sur papier. Il 

était, en outre, intéressant d e  préciser le pouvoir rotatoire spécifique de ce 

cétose, qui ne semble pas, jusqu'à présent, être largement répandu dans la 

Nature. En effet, sa présence a seulement été signalée, à l'état libre, dans 

le résidu infermentescible de mélasses de canne à sucre (ZERBAN et SATTLER) 

(236), parmi les produits d'oxydation de l'allitol par Acetobacter xylinium 

(STEIGER ET REICHSTEIN) (23 71, dans diverses espèces ci ' 1 tea (HOUGH et STACEY) 
(238) et, sous une forme combinée : la psicofuranine, dans des filtrats de 

Streptomyces 1:ygroscopicus (EBIE et coll.) (239) Le problème de sor origine 

dans l'urine humaine sera donc envisagé plus loin (voir p.107). 

D - LE CETOSEL 
1 - CHROMATOGPAPHIE SUR PAPIER 

Le cétose 4 possède la vitesse de migration d'un hexose dans la 

plupart des sytèmes-solvants (Tableau XIV ; p.96 ) mais fournit avec les réac- 

tifs spécifiques des cétoses les colarations d'un cétopentose (Tableau XIV ; 

p. 96). 

2 - SYNTHESE DU CETOSE 4 
L'épimérisation du fructose par l'eau de chaux conduit à la forma- 

tion d'un glucide à llcStat de tracequi possède le comportement chromatogra- 

phique du cétose urinaire 4 (observation personnelle). Nous avons alors pensé 

qu'il pouvait s'agir du "glutose" ou 3-cétofructose dont l'existence avait 

été posée en hypothèse par MBRY DE BRUYN et VAN EKENSTEIN (240) et dont les 

tentatives de caractérisation étaient depuis restées vaines. 

L' épimérisation du fructose ne fournit cependant que des quantités 

infimes de 3-cétofructose et nous avons utilisé, pour le préparer, u:! proc6dé :.d 
! ,~2  
. , 



personnel qui consiste à oxyder le mannitol, à chaud, par le brome. 

a - Mode opératoire 
1 g de mannitol est dissoils dans 10 ml d'eau saturée 

en brome et la solution est portée à ébullition pendant 20 mn. Après refroi- 

dissement, le brome est élimine par ventilation d'air froid et l'acide brom- 

hydrique formé EU cours de la réaction est éliminé par passage sur une résine 

échangeuse d'anions (~uolite A-40 ; "mesh 25-50" ; forme formiate). L'analyse 

chromatographique est effectuée dans le système-so1vant:acétate d'éthyle/ 

pyridine/eau (8:2:1), qui seul, permet de séparer efficacement le fructose 

du 3-cétofrüctose. 

b - Ré:;ultats - 
Le protocole expérimental décrit ci-dessus permet de 

préparer avec un faible rendement un cétose qui possède le comportement 

chromatographique du cétose 4 de l'urine. Le mécanisme d'action du brome sur 

le mannitol permet d'identifier ce cétose au 3-cétofructose (Fig.26 ; p . 89 ) .  

3 - PROPRIETES CHIMIQUES DU 3-CETOFRUCTOSE 
Nous avons confirmé l'identification du 3-cétofructose sur la base 

de l'expérimentation suivante : dans un premier temps, le glucide 4 isolé de ltur 

ne et le 3-cétofructose de synthèse ont été réduits par le borohydrure de 

potassium et les 2 hexitols épLmères formés ont été oxydés, dans un second 

temps, par l'eau de brome à 100°C. L'identification, parmi les produits d'oxy- 

dations bromique, de l'allulo~e, du tagatose et du fructose (~i~.27 ; p.90) 

nous conduit à la conclusion que les deux hexitols étaient l'altritol et le 

mannitol, qui ne peuvent s'être formés, par réduction, qu'à partir du 3-céto- 

fructose (~ig.26 ; p.89). 

4 - CONCLUSION ET DISCUSSION 
L'urine humaine renferme 5 à 10 mg de 3-cétofructose. Ce cétose 

avait déjà été décrit par WHITE et HESS (241) (cétose 5 de la planche B ; 

Fig.4 ; p.17) qui ne formulaient aucune hypothèse quant à sa nature. Ce 

glucide n'a jamais été caractérisé dans aucun milieu naturel et nous 

discuterons plus loin de son origine possible dans l'urine humaine. Nous 

noterons enfin que ces travaux sur le 3-cétofructose urinaire nous ont permis 

de démontrer que l'épinérisation du fructose par l'eau de chaux conduisait 

bien à la formation de "glutoset', comme le pensaient LOBRY DE BRUYN et .VAN 

EKENSTEIN (2421, résultat qui confirme le mécanisme d'épimérisation des glu- 

cides décrit par ces auteurs. 

E - LE CETOSE 5a 
1 - IDENTIFICATION DE L'ALLO-HEPTULOSE 

Le cétose 5a existe dans l'urine à l'état de traces et possède 



Mannitol 

% I 

Allulose Tagatose Fr Üc tose 

Schéma des xéaoti~ne chimiqua u t i l h h s  pour identifier le 3-~6bh?uctose. 



Figure 27 

Chromatographie bidimentionnelle sur papier des cétoses obtenus par oxydation 
bromique de ltaltritol et de mannitol formés par la réduction du 3-céto- 
fructose par le borohydrure de potassium, Papier Wha-man nQ 3. Système-solvant 
(9 : acétate dsétbyle/pyridine/eau (8 : 2 ; 1) ; système-solvant (2) : phénol 
saturé dt eau (atmosphère ammoniacale) . Révélation par l'urée chlorhydrique. 
Le cercle tracé en pointillé marque 1' emplacement virtuel du sorbose, absent du 
milieu réactionnel, 



dans l a  p l u p a r t  des  sys tèmes-so lvan t s  un comportement chromatographique t r o p  

v o i s i n  de  c e l u i  du f r u c t o s e  pour  que nous  p u i s s i o n s  l ' i s o l e r  à l ' é t a t  pur  

p a r  chromatographie  p r é p a r a t i v e  s u r  p a p i e r .  Nous avons dû l i m i t e r  n o t r e  é t u d e  

à c e l l e  de  son  comportement chromatographiqüe,  que nous avons comparé avec  

c e l u i  des  h e p t u l o s e s  dont  i l  f o u r n i t  l e s  r é a c t i o n s  c o l o r i m é t r i q u e s  s p é c i f i q u e s  

(Tableau X I V  ; p . 9 5  ). I l  possède ,  d ' a u t r e  p a r t ,  l a  v i t e s s e  de  m i g r a t i o n  de  

l ' a l l o - h e p t u l o s e  de s y n t h è s e  (A)  ou p r é p a r é  p a r  é p i m é r i s a t i o n  du sédohep tu lose  

p a r  l ' e a u  de  chaux ( F i g u r e  28 ; p.921,  Le corJportement chromatographique t r è s  

d i f f é r e n t  des  7 a u t r e s  h e p t u l o s e s  p o s s i b l e  he able au X I V  ; p .95  e x c l u t  t o u t  

r i s q u e  d ' e r r e u r  d ' i n t e r p r é t a t i o n ,  

2  - CONCLUSION ET DISCUSSION 

L ' u r i n e  renfe rme  1 à 5 m g / l î t r e  d ' a l l o - h e p t u l o s e .  Ce g l u c i d e  n ' a  

é t é  i d e n t i f i é  j u s q u ' à  p r é s e n t  qu 'une s e u l e  f o i s ,  p a r  BEGBIE e t  RICHTfXER 

(243) q u i  l ' o n t  i s o l é  d ' e x t r a i t s  de Pr imula  o f f i c i n a l i s .  L ' o r i g i n e  a i i m e n t a i r e  

d e  ce  c é t o s e  semble donc p l a u s i b l e  e t  d e s  t r a v a u x  u l t é r i e u r s  p e r m e t t r o n t  sans  

n u l  dou te  de  mieux d é f i n i r  s a  r é p a r t i t i o n  dans l e  monde v é g é t a l ,  

F  - LE CETOSE 5b 

1 - CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER 

Le c é t o s e  5 b  possède  dans t o u s  l e s  sys tèmes-so lvan t s  u t i l i s é s  l a  

v i t e s s e  de  m i g r a t i o n  du f r u c t o s e   ableau au X I V  ; p.93 ) .  I l  f o u r n i t  avec  l e s  

r é v é l a t e u r s  s p é c i f i q u e s  des  c é t o s e s  l e s  c o l o r a t i c l s  c a r a c t é r i s t i q u e s  des  

hexu loses   ableau au X I V  ; p .  33 ) . 
2  - POUVOIR ROTATOIRE SPECIFIQUE 

Le pouvo i r  r o t a t o i r e  s p é c i f i q u e  du c é t o s e  5b en s o l u t i o n  aqueuse  
i- 3' 20 = -92,40 e s t  i d e n t i q u e  à c e l u i  du D-fructose  s o i t  t-\JD 

3  - REACTION COLORIEETRIQUE DE DISCHE-BORENFREUND (244) 

Le c é t o s e  5b e t  l e  f r u c t o s e  f o u r n i s s e n t  avec  l e  r é a c t i f  de DISCHE- 

BORENFREUND, à l a  c y s t é i n e - c a r b a z o l ,  une c o l o r a t i o n  b l e u e  don t  l a  longueur 

d 'onde maximum d'absorbante de  l a  lumiè re  e s t  i d e n t i q u e  : 560 nm. (F ig .29  ; 

p .93) .  

4 - SYNTHESE DES OSAZONES 

L ' é t u d e  comparée de  l a  morphologie  ( ~ i g . 3 0  ; p . 9 4 ) ,  du p o i n t  de  

f u s i o n  e t  du pouvo i r  r o t a t o i r e  s p é c i f i q u e   ableau au XV ; p .100)des  c r i s t a u x  de 

(&) Un é c h a n t i l l o n  d ' a l l o - h e p t u l o s e  dc  s y n t h è s e  nous a  é t é  aimablement f o u r n i  

p a r  N . K .  RICH-R à q u i  nous a d r e s s o n s  nos  v i f s  remerciements .  



Figure 28 

Chromatographie sur papier des heptuloses isolés de l'urine. Papier Whatman 
no 1. Système-solvant : phénol saturé d'eau, Sucres témoins : 1 : fructose ; 
2 : sédoheptulose ; 3 : mannoheptulose ; 4 : allo-heptulose de synthèse 
(RICHPMYER) ; 5 : allo-heptulose obtenu par épimérisation du sédoheptulose ; 
9 : mélange de 2 et 2. &c&s urinaires : 6 : fructose + allo-heptulose ; 
7 : sédohephlose ; 8 : manno-heptulose. 



Courbes d'absorption des colorations données par l t a l l u l o s e  urinaire (A), 
l t a l l u l o s e  de ayn.thèse (B), lé fmctose ux9naire (c) et le fructo~e 
cornmerciaï. (D) avec le  &actif de DLSCHEIBom- (245) B la cystQine- 
carbazol, 



Micro-photographie des cristaux de phénylosazone de llallulose de synthèse (A) 
de 13allulose urinaire (B), du fnictose commercial (c) et du fructose urinaire (D) 



phénylosazone du f r u c t o s e  commercial e t  du c é t o s e  5b conf i rme que c e  d e r n i e r  

e s t  l e  D- f ruc tose ,  

5  - CONCLUSION ET DISCUSSION 

L ' u r i n e  renferme 10 à 30 mg de  D- f ruc tose .  Ce t a u x ,  r e l a t i v e m e n t  

c o n s t a n t  chez l ' a d u l t e  e s t  p a r f o i s  légèrement  s u p é r i e u r  chez l e  t r è s  jeune 

e n f a n t .  La p r é s e n c e  de f r u c t o s e  dans l ' u r i n e  humaine normalc a v a i t  é t é  s i g n a -  

l é e  p a r  MONTREUIL e t  BOULANGER (246) ,  WHITE e t  HESS (247) e t  FLEURY, PiALAGEAU 

e t  EBERHARD (248) .  Nous conf i rmons que l e  f r u c t o s e  u r i n a i r e  e s t  l e  D- f ruc tose ,  

s e u l e  forme r e n c o n t r é e  dons l a  n a t u r e  j u s q u ' à  p r é s e n t .  

G - LE CETOSE 6 

1 - CHZONATOGRAPHIE SUR PAPIER 

La v i t e s s e  dc m i g r a t i o n  du c é t o s e  6 e s t  c e l l e  du s é d o h e p t u l o s e  dans 

t o u s  l e s  sys tèmes-so lvan t s  u t i l i s é s  (F ig .28  ; p.92 e t  Tableau XIV ; p .  96 ) .  

Les r é v é l a t i o n s  s p é c i f i q u e s  d e s  c é t o s e s ,  a p p l i q u é s  aux  p r é p a r a t i o n s  

du c é t o s e  6 ,  conf i rment  q u ' i l  s ' a g i t  d ' u n  h e p t u l o s e   ableau au X I V  ; p .  3 5 ) .  

2  - REACTION COLORII4ETRIQUE DE DISCHE-BORENFREUND ---- - 
Le c é t o s e  6  e t  l e  s é d o h e p t u l o s e  de  r é f é r e n c e  f o u r n i s s e n t  avec  l e  

r é a c t i f  de  DISCHE-BORENPREUND (249)  à l a  c y s t é i n e - c a r b a z o l  des  c o l o r a t i o n s  

don t  l e s  longueurs  d 'onde d'absorbante maximales s o n t  i d e n t i q u e s  : 550 nm 

(F ig .31  ; p .97) .  

3 - SYNTHESE DES OSAZONES 

L ' é t u d e  comparée de l a  morphologie  ( ~ i g . 3 2  ; p . 9 ~ 1 ,  du p o i n t  de  

f u s i o n  e t  du pouvo i r  r o t a t o i r e  s p é c i f i q u e  qu able au XV ; p .100)  d e s  c r i s t a u x  

de  phénylosazone du s6dohep tu lose  p r é p a r é  à p a r t i r  des  f e u i l l e s  de  Sedum c t  

du s é d o h e p t u l o s e  i s o l é  de  l ' u r i n e  conf i rme  quece d e r n i e r  e s t  l e  D-altro-hep- 

t u  l o ç e  . 
4 - CONCLUSION ET DISCUSSION 

L ' u r i n e  humaine renfe rme  5 à 10 mg de s6dohep tu lose  p a r  l i t r e .  Nous 

conf i rmons l e s  r é s u l t a t s  de  WHITE e t  HESS (250) e t  montrons,  e n  o u t r e ,  q u ' i l  

s ' a g i t  b i e n  du D - a l t r o - h e p t u l o s e ,  c é t o s e  t r è s  largement  répandu dans l e  monde 

v é g é t a l ,  e t  m é t a b o l i t e  i n t e r m é d i a i r e  du c y c l e  de  l a  p h o t o s y n t h è s e  e t  de  l a  

c h a î n e  des  p e n t o s e s .  

H  - LE CETOSE 7 

1 - CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER 

Le c é t o s e  7 possède  dans t o u s  l e s  sytème-solvants  u t i l i s é s  l a  

v i t e s s e  de  m i g r a t i o n  du manno-heptuloçe (Tableau X I V  ; p.94 ) e t  f o u r n i t  avec  



T a b l e a u  XIV 

Comportement cb.romatographique dans d i f f é ren t s  systèmes-solvants e-t r éac t iv i t é  de divers  cétoses purs e t  e x t r a i t s  des 
urines humaines 

( sys Wmes-solvar~ts (b) Réactifs (c)  

( Nature e t  or igine (a)  : 1 : 2 : 3  4 :  i 
( des cétoses : R F : % A  H F R U %  A U r 0  : v : PDIW j 
( : (dl ( 4  : ( - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - : - - - - - - : - - - - - - : : : : - - - - - - - : - - - - - - - - - "  . ------ 

- - - - ( Erythrulose (P) 1,81 brun : ) 
( Ribulose (P e t  U) 
( 

1 0732 : - 2,88 : - : ),63 : brusi rose . 1 

( Xyiulose (P e t  U) : 0,32 : - 3816 : - : 3,58 : brun poupre ) 

( Allulose (P e t  U) : 0 , 2 8 :  - 1,95 - : ),57 brun bleu : jaune bleu ) 
( 3-cétofmctose (P e t  IT) : 0,26 : - - - : ),59 : bruri : rose * rouge . 1 
( Fructose (P e t  U) : 0 , 2 2 :  - 1 : 0,19:  1,51 brui : bleu : jaune a bleu 1 ) 
( Sorbose (P) . 0,23. - - - : 1942 : bru1 : bleu : jaune bleu 1 ) 

( Tagatose (P) 3 2 3 :  - 1,30 : - : ),48 : ~lwn . bleu 1 jaune . bleu : 1 
( Desoxycetose X (u) : 0,37 1 - 2950 - ' 1,72 ' jaune bleu ' v i o l e t  1 

Heptuloses ) 
( -- luio-  (P e t  U) : 0 , 2 3 :  - - - 3 , 6 0 '  brun " " orange 1 
( a-- (P e t  U) 
( 

:0 ,18:1 ,ZO - 0,19 1 , 4 6 1  . brun * orange ) 
Galacto- (P) - 0 , 8 8  - : 0,15 : O,!-8 . b m  ( ----- orange ) 

( G ~ U C O -  (P) - : 0953 - ' 0,16 ' 0,4L brun i orange 1 
( m- (P) - - - O 0,21 : .),53 : brun • orange ) 
( 00- (PI - - - 0,22 ù,50 ' brun orange a 1 

lilanno- (P e t  U) : 0915 e 1 - 0,16 : 0,40 ' b m  ' orange 1 ( -a--- 
Talo- (P) - : 1,38 - - - " brun " orange ) 
--. - -- S. =. - A -- = - - --- - 2 --- -- - --_- a Y =n-= _ -YI1---- -- =--PI--------- 1_--_I----- .Z 

: échantillons purs du commerce ou de synthèse ; U : glucides d 'or ig ine  ur ina i re  ; (b) systèmcctsolvants : 1 : 
, - n-butanol/acid-e acétique/eau (4 : 1 : 5) ; 2 : acéta te  d1  $thyle/py;idine/eau (8 : 2 : 1) ; 3 : acéta te  dréthyle/acide 
' acétique/eau (3 : 1 : 3) : 4 : phénol sa turé  dleau en a t m ~ s p h è n  moni,;ale ; (c)  r é a c t i f s  : A : oxalate d 'an i l ine  ; 

a 
\ - & -  "'Ur : urée chlorhydrique g O : orcinol  t r ichloracét ique ; 'f : vanill 'ne ; P D W  : p-diméthylaminobenzaldéhyde t r ichlo-  rn 

racétique ; (d) : v i t e s se  de migration par rapport au mania-heptrilose ; (e)  : v i t e s se  de migration par rapport au 
fructose. 



Courbes dgabsorption des colorations données par le sédoheptuioee préparé 
B partir de feuille8 de s6dum (A), le s6doheptulose isolé de l'urine (B), 
le manno-heptuloae cornmerciai (C) e t  le m~09iepGulose b o l 4  de lgurine (~)srec 1s  ai de ~ r n m m - 9 )  a la cpstein--1. 



Figure 32 

Micro-photographie des cristaux de phénylosazone du sédoheptulose isolé 
de Sedum (A), du sédoheptulose urinaire (B), du mannoheptulose commercial 
(c) et du mmo-heptulose urinaire (D) . 



l e s  r é v é l a t e u r s  s p é c i f i q u e s  des  c é t o s e s l e s  c o l o r a t i o n s  s p é c i f i q u e s  des hep tu-  

l o s e s  lo able au XIV ; p .  100) .  

2 - POUVOIR ROTATOIRE SPECIFIQUE 

. [x]20 = +'28"5 Le pouvoi r  r o t a t o i r e  s p é c i f i q u e  du c c t o s e  7 . 
D 

correspond à c e l u i  du D-manno-heptulose commercial : b]: = +2g03 

3 - REACTION COLORIPETRIQUE DE DISCHE-BORENFFSUND (260) 

Le c é t o s e  7 e t  l e  manno-heptulose de r é f é r e n c e  f o u r n i s s e n t  avec l e  

r é a c t i f  2 l a  c y s t é i n e - c a r b a z o l  des  c o l o r a t i o n s  i d e n t i q u e s  dont  l a  longueur 

d 'onde d'absorbante maximale e s t  de 520 nm ( ~ i g . 3 1  ; p .97) .  

4 - SYNTHESE DES OSAZONES 

L 9 Q t u d e  cornparée de l a  morphologie (Fig.32 ; p.98)  du p o i n t  de 

f u s i o n  e t  du pouvoi r  r o t a t o i r e  s p é c i f i q u e   ableau au XV ;p.100); d e s  c r i s t a u x  

de phénylosazone du c é t o s e  7 e t  du D-manno-heptulose commercial conf i rme q u ' i l  

s ' a g i t  b i e n  du D-manno-heptulose. 

5 - CONCLUSION ET DISCUSSION 

L ' u r i n e  humaine renferme 4 à 8 mg de D-manno-heptulose p a r  l i t r e .  

Nous confirmons l e s  r Q s u l t a t s  de  WHITE e t  HESS (261) e t  p r é c i s o n s  d ' a u t r e  p a  

l ' i s o m é r i e  o p t i q u e  de c e  c é t o s e  u r i n a i r e .  "GU 3 
i, ;*il , . 
\ 4 "L 

Lc D-manno-heptulose e s t  peu répandu dans l a  Nature e t  s e u l s  q u e l =  

ques Végétaux en  r e n f e r m e n t d e s q u a n t i t Q s  p l u s  ou moins impor tan tes  : l 'Avoca- 

t i e r  (Persca  g r a t i s s i m a )  (LAFORGE) (2621, Xedicago s a t i v a ,  Papaver somniferuin 

e t  F i c u s  c a r i c a  (Revue g é n @ r a l e  de BEGBIE e t  RICHR~YER) (263).  Nous envisagc-  

rons  p l u s  l o i n  l e  problème de  s o n  o r i g i n e  dans  l ' u r i n e .  

III - ETUDE DES N-ACETYLOSAMINES URINAIRES 

Le t r è s  f a i b l e  t a u x  de N-acétylosamines u r i n a i r e s  n e  nous a p a s  

permis  d ' i s o l e r  d e s  q u a n t i t é s  s u f f i s a n t e s  d e  c e s  s u b s t a n c e s  pour  é t u d i e r  l e u r s  

p r o p r i é t é s  physico-chimiques e t  nousarons  dû nous l i m i t e r  à l ' é t u d e  de l e u r  

comportement é l e c t r o p h o r é t i q u e .  

A - IDENTIFICATION ELECTROPHORETIQUE DES N-ACETYLOSAMINES URINAIRES 

L ' é l e c t r o p h o r è s e  s u r  p a p i e r  des  N-ac6tylosamine.s dans l e  système- 

tampon b o r a t e  de  sodium à 1 p.100, montre l ' e x i s t e n c e  dans l ' u r i n e  de N-acétyl-  

glucosamine,  accompagnée d ' u n e  f a i b l e  q u a n t i t é  de N-acétylgalactosamine 

( ~ i g . 3 3  ; p.101) .  

B - CONCLUSIONS ET D I  GUSSION 

Nous evons montr6  que l ' u r i n e  humaine normale r e n f e r m a i t  dc l a i \ f - a c é t y l  

-glucosamine e t  de  l a  N-acétyl -galactosamine l i b r e ,  à l ' é t a t  de  t r a c e s  



T a b l e a u  XV 

Propriétés physiques comparées des phénylosazones de 

cétdses purs et de citoses urinaires. 

( Nature des 
: 

( cétoses : Origine : P,F,(a) : [ a  1 20 (b) 
1 

( .i D ) 
) 

( D-allulose 
( 

Pur j 159-163 : -74+-68 '1 \ 
1 

Pyridine ) 
( : Urine : 156-1 60 : - 74 - - 66 j 
( 

) 
) 

( D-f ructose 
( 

Pur : 207 :-72.-40 ) Pyridine- ) 

( 
i 

: Urine : 200-201 :: -68--35 ( éthanol ) 

( i 
(2:3) (v:v) ) 

( Heptuloses : : 
) 

/ ) \ D-=O Pur : 198-199 : +80+-7 ) 
id. 

1 

( i Urine i 195-196 :+€il--5 
) 

( 
1 
) 

( D ltro ( -L Pur 191-192 ' - 64 + - 47 \ id. 
) 

( : Urine : 190-1 92 : - 64 j - 48 ) 
) 

(a) en degrés centigrades ; (b) en degrés. 



Electrophorèse su r  papier des N-acé tylosamines urinaires. Papier Whabna~~ 
ne 3. Système-tampon : borate de sodium à 1 p. 100. Ftévélation par l e  
2-diméthylaminobenzaLdéhyde. 



( d e  1 à 2  mg p a r  l i t r e ) .  Ces v a l e u r s  s o n t  en p a r f a i t  a c c o r d  avec  c e l l e s  de  

PECJ&IN (264) e t  peuvent s e n b l e r  p a r t i c u l i è r e m e n t  f a i b l e s  s i  l ' o n  c o n s i d e r e  

l e  r ô l e  i m p o r t a n t  des  osamines  dans l e  n f t a b o l i s m e  des  g l y c o p r o t é i n e s .  

I V  - ETUDES DES ACIDES URONIQUES URINAIRES 

A - IDENTIFICATION ELECTROPNORETIQUE DES ACIDES U R O N I W  

Les p r e p a r n t i o n s  d ' a c i d e s  u r o n i q u e s  ou de l a c t o n e s  i s o l é e s  dc 

l ' u r i n e  p a r  chromatographie  p r e p a r a t i v c  s u r  échangeur d ' a n i o n s  e t  s u r  p a p i e r  

( v o i r  p . 6 3  ) o n t  é t é  i d e n t i f i é e s  p a r  é l e c t r o p h o r & s e  s u r  p a p i e r  dans l e  système 

tampon de  1-IAIJGH c t  LfIRSEN (265) .  Les l a c t o n e s  é t a i e n t  m i s e s  e n  s o l u t i o n  dans 

l'ammoniaqiie à 1 p.100 de  maniè re  à o u v r i r  l e s  p o n t s  l a c t o n i q u e s .  

L ' a p p l i c a t i o n  de  c e  p r o c é d e  ~ l e c t r o p h o r é t i q u e  nous a  permis  de  m e t t r e  

en  év idence  l ' a c i d e  g l u c u r o n i q u e ,  à l ' e x c l u s i o n  de t o u t  a u t r e  a c i d e  uroniquc 

( F i g u r e  34 ; p . 1 0 3 ) .  Lc t a u x  de  l ' a c i d e  u ron ique  l i b r e  i s o l é  d c  l ' u r i n e  p a r  

chromatographie  s u r  r é s i n e  échangeuse d ' i o n s  r e p r é s e n t e  50 à 8 0  p.100 de 

l ' a c i d e  u r o n i q u e  t o t a l  u r i n a i r e .  

E - CONCLUSION ET DISCUSSION - 

L ' a c i d e  g lucuron ique  e s t  l c  s c u l  a c i d e  u ron ique  p r é s e n t  dans 

l ' u r i n e  humaine. S e u l e ,  une c e r t a i n e  p r o p o r t i o n  de  l ' a c i d e  g lucuron ique  u r i -  

n a i r e  t o t a l  e x i s t e  à l ' é t a t  l i b r e ,  l a  d i f f é r e n c e  é t a n t  probablement  c o n s t i t u é e  

de  glucurono-conjugués d o n t  nolis n ' a v o n s  p a s  pour- ;u ivi  l ' é t u d e .  

V - ETUDE DES LCIdES SIiiLIQUES URINAIRES 

A - IDENTIFICATIOI~T - CHRO~"I~LTOGRAPHIQUE DES ACIDES SIALIQUES URINAIFSS 

La chromatographie  s u r  p a p i e r  des  a c i d e s  s i e l i q u c s  i s o l 6 s  de l ' u r i n e  

humaine normale dans l e s  s y s t è m e s - s o i v a n t s  de  NORDBL e t  OISETH (266) : a c é t a t e  

d ' e t h y l e l p y r i d i n e l e a u  ( 3  : 1:3)  e t  de  SVENNERHOLPf e t  SVENNERHOLIJ (267)  : n-bu- 

t a n o l j n - p r o p a n o l / a c i d e  c h l o r h y d r i q u e  0 , l  N (1 :2 :1 )  montre  l ' e x i s t e n c e  d 'un 

s d u l  composé, r é v e l é  a v e c  l e  r 6 û c t i f  à l ' o r c i n o l  t r i c h l o r a c é t i q u e  ( ~ i g . 3 5  ; 

p.104)  q u i  possèdc  l e  Comportement chromatographique de  l ' a c i d e  N-ac6tyl-  

neuraminique.  La  r é v e l a t i o n  eu p-dirnéthylaminobenzûIdéhyde met e n  év idence ,  

o u t r e  l e  composé p r f c c d e n t ,  un c e r t a i n  nombre de  t a c h e s  d o n t  c e r t a i n e s  possè-  

d e n t  l e  comportement c h r o n a t o g r a p h i q u e  d e s  a c i d e s  N,O-di ou t z i - a c é t y l - n e u r a -  

miniques  (F ig .35  ; p . 1 0 4 ) .  Cependant, l a  r é v 6 l a t i o n  à l ' o r c i n o l  t r i c h l o r a c é -  

t i q u e ,  b i e n  que p l u s  s e n s i b l e ,  f o u r n i t  avec  c e s  composés un  r é s u l t a t  n é g a t i f .  . 

B - CONCLUSION ET DISCUSSION 

L ' u r i n e  humaine renferme G 5 10 mg d ' a c i d c  N-acétyl-neuraminique 



Electrophorèse sur  papier des acides umniques urinaires. Papier W h a m  
nQ 3. Système-tampon de IlAUGH e t  LBRSEN (268). Révélation par l e  réactif 
à l 'oxalate d'aniline. 



Chromatographie sur papier des acides sialiques urinaires. 
Papier Whatman nQ 3. Système-solvant : n-butan~i/n-~ro~a"i/ 
H C ~  O, 1 N (1 : 2 : 1). Révélations : (1T : orcino1 t r i d o r a -  
cétique ; (2) : pdimé-thylaminobenzaldéhyde. T : solutions 
témoins de glucides purs ; ANGN : acide N - g l y c o i y I n ~ q u e  ; 
ANAN : acide N-acétylneuraminique. 



par litre. Les autres acides sialiques ( ~ - ~ l ~ c o l ~ l  et N-O-di ou triacétyl- 

neuraminiques) sont absents de nos préparations : en effet, ces acides siali- 

ques réagissent également avec les réactifs au p-diméthylaminobenzaidehyde 

et à l'orcinol trichloracétique et les substances mises en évidence par chro- 

matographie sur papier et ne réagissant qu'avec le réctif au p-diméthylamino- 

benzaldéhyde sont probablenent des produits de dégradation de l'acide N- 

acétyl-neuraminique. 

1 3" - CONCLUSPGNS ET DISCUSSION , 
Les conclusions que nous pouvons tirer de notre étude sur les mono- 

saccharides urinaires sont les suivantes : 

1 - Nous avons mis au point une série de procédés chromatographiques qui, a 
associés à la détermination des propriétés physico-chimiques des glucides ou 

de leurs phénylosazones, nous a permis d'identifier dans les urines humaines 

normales, les monosaccharides suivants : 

a - Monosaccharides neutres 
- - Aldoses : le D-galactose, le D-glucose, le D-mannose, le 

- Cétoses r le ribulosc, le xylulose; le D-allulose, le 3 -  

cétofructose, le D-fructose, les 2110- D-altro- et D-manno-heptuloscs et un 

4-désoxyhexulose. 

. - N-acétylosamines : la N-acétylglucosamine et la N-acétylgalac- 
tosamine . 

b - Monosaccharides acides 
L'acidc N-acétylneuraminique et l'acide D-glucuronique, 

2 - Nos résultats confirment ceux de 1.IONTREUIL et al. (269) pour l c  fructose, 

le galactose, le glucose, le mannose, l'arabinose, le xylose, le fucose et 

l'allulose ; ceux de FUTTEDIAN et ROE (270) pour le xylulosc et le ribulose 

et ceux de WHITE et HESS (271) pour les manno- et sédoheptuloses. 

Ces différents auteurs avaient identifié les monossaccharides de 

l'urine sur la base d'une seule étude chromamgraphique. L'application de 

critères physico-chimiques classiques nous ont permis, en outre, d'établir la 

nature de l'isomérie optique de la plupart de ces composés. 

3 - Nous avons enfin ddcrit des sucres qui n'avaient jamais été caracté- 

risés dans l'urine, tels : l'allo-heptulose, la N-acGtyl-galactosanine et 

l'acide N-acétyl-neuraminique ou même identifiés dans la Nature tels le 



4 - La présence  dans l ' u r i n e  de  s u c r e s  a u s s i  peu h a b i t u e l s  que n e  l e  s o n t  

l ' a l l u l o s e ,  l e  3 - c é t o f r u c t o s e  ou l ' a l l o - h e p t u i o s e  ~ o u s  a amené à env isager  

l ' é t u d e  de l ' o r i g i n e  de c e s  s u c r e s .  

DISCUSSION : ORIGINE DES MONOSACCHARIDES URINAIRES 

L ' o r i g i n e  dc c e r t a i n s  s u c r e s  u r i n a i r e s  p e u t  s ' e x p l i q u e r  a i sement .  

I l s  peuvent  a i n s i  p r o v e n i r  s o i t  de l ' a l i m e n t a t i o n ,  comme l e  g l u c o s e ,  l e  f r u c t o s e ,  

l ' a r a b i n o s e  e t  l e  x y l o s e  - s u c r e s  largement répandus dans l e  nonde v é g é t a l - ,  

s o i t  de métabolisme i n t e r m é d i a i r e  des  g l u c i d e s ,  comme l e  r i b u l o s e ,  l e  f r u c t o s e  

e t  l e  sédohcp tu lose ,  s o i t  c n f i n  de  l a  d c g r a d a t i o n  de glycoprotéines s é r i q u e s  

ou t i s s u l a i r e s ,  comme l e s  N-acétylosarnines, l ' a c i d e  N-acétylneuraminiquc, l e  

g a l a c t o s e ,  l e  mannose c t  l e  f u c o s e .  Nous avons r e c h e r c h é  l ' o r i g i n e  p o s s i b l e  dcs 

a u t r e s  g l u c i d e s  e t  v é r i f i é ,  en  p a r t i c u l i e r ,  que l a  p r é s e n c e  d ' a l l u l o s e  ou de 

3 c é t o f r u c t o s e  dans l ' u r i n e  n e  c o n s t i t u a i t  pas  un a r t e f a c t  dû à une ép imér i sa -  

t i o n  chimique ou biochimique s u r v e n a n t  d u r a n t  l e  f rac t ionnement  dc l ' u r i n e  ou 

dans l e  t r a c t u s  u r i n a i r e .  Nous avons 6 t u u i é  c n f i n  l ' i n f l u e n c e  du r é g i n c  a l i -  

m e n t a i r e  ou de l ' a c t i v i t é  phys ique  des i n d i v i d u s  s u r  l ' é l i m i n t a t i o n  des nono- 

s a c c h a r i d e s  de  l ' u r i n e .  

1 - EPIï'IERISATION CHIMIQUE 

a - pH de l ' u r i n e  

Nous avons v é r i f i é  que l e  pH des  d i f f é r e n t e s  u r i n e s  f ra îchement  

r e c u e i l l i e s  é t a i t  ne t t ement  a c i d e  dans chacun dcs  c a s  (5 pH 6 , 5 ) .  Ces u r i n e s  

c o n t e n a i e n t  t o u t e s  dc l ' a l l u l o s e  e t  du 3 - c é t o f r u c t o s e ,  s a n s  que l ' o n  p u i s s e  

m e t t r e  en cause  une é p i n é r i s a t i o n  chimiquc q u i  a u r a i t  t r ans formé  l e  g lucose  

ou l e  f r u c t o s e  en  a l l u l o s e  e t  3 - c é t o f r u c t o s e .  

b - L'ammoniaque u r i n a i r e  

Une s o l u t i o n  dc f r u c t o s e  à 1 p,100 e s t  ancnéc à pH 9 avec de 

l'ammoniaque. C e t t e  mêne s o l u t i o n  dc f r u c t o s e  a é t é  a d d i t i o n n é e  au 1/10 p a r  

dc l'ammoniaque à 5 p.100. Ccs s o l u t i o w o n t  étG p o r t c e s  à 3 7 ° C  pendant 7 h e t  

au bain-maric  b o u i l l a n t  pendant  des  temps v a r i a b l e s .  La r e c h e r c h e  de l ' a l l u -  

l o s e  a étG e f f e c t u 6 e  p a r  c o n t r ô l e  chromatographique.  

Nous avons c o n s t a t é  seulement l a  fo rmat ion  d ' a l l u l o s c  dans l e  c a s  

ou l a  s o l u t i o n  de f r u c t o s e  à 10 p.100 d'ammoniaque a v a i t  é t é  p o r t é e  au ba in -  

mar ie  pendant  une a s s e z  longue durée ,  c e  q u i  e s t  évidemment incompat ib le  avec  

l e s  données b i o l o g i q u e s .  



Figure 36 

Analyse chmmatographique des glucides urinaires au terne d'un j h  
glucidique de trois jours. Papier Whatman ns 3. Système-solvant : 
n-butanol/acide acétique/eau (4 : 1 : 5). Révélatione : A : oxaïate - 
d'aniline ; B : orcinol trichioracétique ; C : urée chlorhydrique ; 
D : p-diméthylaminobenzaldéhyde. N : urine normale, concentrée 100 fois, 
J : urine après trois jours de jeûne, concentrée XK)  fois. T : solutions 
témoins de sucres purs. 



c  - Passage s u r  r é s i n e  échangeuse d ' i o n s  

Nous avons v é r i f é  qu 'une  s o l u t i o n  de f r u c t o s e  n ' & t a i t  en  r i e n  

a l t é r é e  p a r  l e  passage s u r  l e s  colonnes  de Dowex 50 ou de D u o l i t e  A-4.0 q u i  o n t  

s e r v i  au f rac t ionnement  de  l ' u r i n e .  

2 - EPIMERISATION BIOCHPIIQUE 

La f rac t ion"su i inagean t  a lcool ique"  3 l a q u e l l e  n ' a  c t L  a j o u t 6  aucun 

agen t  a n t i b i o t i q u e  ( t o l u è n e  ou ch io roforme)  c o n t i e n t  de l ' a l l u l c s e .  A l a  f r a c -  

t i o n  r d i a l y s a b l e  du p r é c i p i t é ,  q u i  ne  renfernc:  pas  d ' a l l u l o s e ,  e s t  a l o r s  c?joutG 

50 ing de f r u c t o s e .  i lprès une d i a l y s e  de  3  jourç  c o n t r e  de l ' e a u  d i s t i l l c e ,  l e s  

f r a c t i o n s  a d i a l y s a b l e s  e t  d i a l y s a b l e s  n e  renferment  pas  d ' a l l u l o s e .  

D ' a u t r e  p a r t ,  nous avons é t a b l i  l a  p résence  d ' a l l u l o s e  dans l e s  

u r i n e s  de r a t s  "gem-f ree" .  

Ces c o n s i d é r a t i o n s  nous p e r m e t t e n t  dc conc lure  que l ' a l l u l o s e  ne S C  

forme pas  à p a r t i r  du f r u c t o s e  sous  l ' a c t i o n  d 'une  épimérase  q u i  s e r c i t  

conîenue dans l ' a d i a l y s a b l e  u r i n a i r e  ou sous  l ' a c t i o n  d'enzymes b a c t f r i e n n e s .  

3 - CRlGINE ALIMENTAIRE 

Nous avons r e c h e r c h é  l ' a l l u l o s e  dans un grand nombre d ' a l i m e n t s  

g l u c i d i q u e s  c o u r a n t s  ( p a i n ,  c o n f i t u r e ,  pommes de  t e r r e )  e t  c e s  a n a l y s e s  o n t  

t o u t e s  f o u r n i  des  r c s u l t a t s  n é g a t i f s .  

Après  un jeûne g l u c i d i q u e  t o t a l  des  t r o i s  j o u r s ,  l ' a n a l y s e  chronc-  

tograph ique  (Fig .36 ; p.107) montre que 13 c o n c e n ~ r a t i o n  de c e r t a i n s  g l u c i d e s  

u r i n a i r e s  e s t  e t r o i t e m e n t  l i é e  au r c g i n e  a l i m e n t a i r e  : l ' a l l u l o s c ,  l e  

3 - c é t o f r u c t o s e ,  l e  manno-heptulose, l e  x y l o s e  e t  l ' a r a b i n o s e  o n t  t o t a l e ~ n c n t  

d i s p a r u .  D ' a u t r e s  o n t  vu  seulement  l e u r  tnux d é c r o î t r e  : c ' e s t  l e  c a s  du 

g a l a c t o s e ,  du mannose, du f u c o s e ,  du r i b u l o s e ,  du x y l u l o s e ,  du sédohep tu lose  

e t  du f r u c t o s e ,  q u i  possèden t  donc une o r i g i n e  métabol ique ( n 6 t a b o l i s n e  des 

g l y c o p r o t é i n e s  ou métabolisme i n t e r m f d i a i r e  des  g l u c i d e s  l i b r e s ) .  L ' u r i n e  

r e c u e i l l i e  a p r 5 s  an  jeûne g l u c i d i q u e  dc  t r o i s  j o u r s  renferme encore  un tnux 

a p p r é c i a b l e  d e  4-désoxyhexulose : i l  p o s s G d e r a i t  donc p robab lenen t  un r ô l e  

métabol ique q u i  r e s t e  5 d é f i n i r .  Son e x i s t e n c e  dans l ' u r i n e  humaine e s t  h . . 
rapprocher  cependant  d e s  t r a v a u x  de EGYUD , Mc LAUGHLIN c  t SZENT-GYORGYI ( 2  72 1, 
q u i  o n t  i s o l é  du f o i e  de  r a t  un g l u c i d e  a s s e z  v o i s i n  ; l e  3-dCsoxy-G-glucosuloçe. 

Un régime a l i n e n t a i r e  purement v é g é t a r i e n  ( f r u i t s  e t  l6gumes v e r t s  conson:in6s c rus :  

provoque une d iminu t ion  du t a u x  de l a  p l u p a r t  des  s u c r e s  de l ' u r i n e .  En p n r t i -  

c u l i e r  l e  3 - c é t o f r u c t o s c  e t  l ' a l l u l o s e  d i s p a r a i s s e n t  conplStcment e t  l e  4-d6soxy- 

hexu lose  n ' a p p a r a î t  q u ' à  l 1 4 t a t  de t r a c e s  ( f i g . 3 7  ; p.109). 

Un régime p r é s e n t a n t  une s u r c h a r g e  en g l u c i d e s  ( c o n f i t u r e s ,  n i e l )  

m o d i f i e  sens ib lement  la  c o n p o s i t i o n  e n  g l u c i d e s  u r i n a i r e s  : q u a n t i t f s  a c c r u c s  

de  l a c t o s e ,  d e  sûccharose ,  de  g lucose  e t  de f r u c t o s e  e t  p a r f o i s  de 



Anaïyse chromatographique de l tur ine dans des conditions physiologiques 
diverses. Papier Whatman no 3. a-stème-solvant : 2-butanol/acide adtique/ 
eau (4 r 1 : 5). R&vélations : A : oxalate d'aniline ; B : orcinol trichlo- 
racétique. if : urine normale ; V : régime végétarien ; G : surcharge gluci- 
dique ; E : effort  physique important ; P : surcharge protidique ; T : 
solutions témoins de sucres purs : Raf : raffinose ; Lac : lactose ; Suc : 
sucrose ; Gai : galactose ; Glc : glucose ; Man : mannose ; Ara : arabinose ; 
Xyl : xylose ; Rib : ribose ; Fuc : fucose ; Hha : rhamnose ; lhzi-3 : manno- 
heptulose ; Sédo-H : sédohep-Mose ; Fm : fructose ; Aïlo-heptulose ; 
34'm : 3-cétofructose ; Allu : alluiose ; Ribu : ribulose ; G l u  : xylulose. 
Le &désoxyhexulose possède l a  vitesse de migration du rhamnose (~lanche A). 



4-désoxyhexulose ( ~ i g . 3 7  ; p. 169).  

Lors d'un e f f o r t  physique important ,  nous obtenons des r é s u l t a t s  

d i f f é r e n t s  su ivant  l ' i n d i v i d u  : t a n t a t  é l é v a t i o n  du taux de g luc ides  e t  

pr incipalement  de c e l u i  du 4-dbsoxyhexulose, t a ~ t ô t  diminution du taux de 

g luc idoe ,por tan t  également s u r t o u t  su r  l c  4-d6soxyhexulosc. 

Les rGsu l t a t s  précédents  s e r a i e n t  donc en faveur de l ' o r i g i n e  alimen- 

t a i r e  d'un c e r t a i n  nombre de g luc idcs  urinaires e t  en p a r t i c u l i e r  dc l ' a l l u -  

l o s e  c t  du 3-cé tof ruc tose .  En ce  qui  concerne ces  deux cé toses ,  qu i  n ' o n t  

jamais é t é  m i s  e n  évidence dans l ' a l i m e n t a t i o n  humaine, nous pensons cependant 
4 

q u ' i l  s ' a g i t  en r é a l i t é  d 'un  a r t é f a c t  dû au t r a i t emen t  des a l iments  par  la " :  

cuisson .  En e f f e t ,  nous avons pu v é r i f i e r  que l ' u r i n e  de d ive r s  nammifèrcs 

s t r i c t e m e n t  herb ivores  t e l s  l e  boeuf, l c  cheval  ou l e  mouton ne renfermai t  

pas  l a  moindre t r a c e  d l a l l u l o s e  ou de 3-céto-fructose,  t and i s  que 

d i v e r s  animaux de l a b o r a t o i r e  ( r a t s ,  cobayes) n o u r r i s  essent ie l lement  avec 

des a l iments  t r a i t é s  i ndus t r i e l l emen t  e x c r é t a i e n t  ce s  deux g luc ides .  Le 

4-désoxycétose é t a i t  p r é sen t  dans tous l e s  cas .  

D'autre  p a r t ,  ZERBAî? e t  a l .  (273) ont  observé qu'une s o l u t i o n  d e  

saccharose po r t ée  durant  p l u s i e u r s  heures  à é b u l l i t i o n  renfermaient  e n s u i t e  

de f a i b l e s  t r a c e s  d ' a l l u l o s e .  L ' a l l u l o s e  c t  l e  3-cétofructose au ra i en t  pour  

o r i g i n e  l a  cuisson prolongée de c e r t a i n s  a l iments  g luc id iques ,  q u i  provoque- 

r a i t  l ' ép imér i sa t ion  d 'une f a i b l e  q u a n t i t é  de glucose e t  de f ruc tose .  Les 

p r o d u i t s  d ' ép imér i sa t ion  t e l s  que l ' a l l u l o s e  ou l e  3-cé tof ruc tose ,  non m6ta- 

b o l i s é  par  l 'organisme ne s e r a i e n t  a l o r s  déc6lab les  e t  i d e n t i f i a b l e s  qu 'après  

avo i r  é t é  conccntrfsdans l ' u r i n e .  

En conclusion,  l ' o r i g i n e  des monosaccharides neu t r e s  u r i n a i r e s  e s t  

double. E l l e  e s t ,  d 'une p a r t ,  a l imen ta i r e  (g lucose ,  f ruc tose ,  arabinose,  xylose 

a l lo-heptu lose ,  manno-heptulose, a l l u l o s e  e t  3 -cé tof ruc tose)  e t  d ' au t r e  p a r t  

métabolique : métabolisme des g lycopro té ines  (ga l ac tose ,  rnannose, fucose) e t  

métabolisme in t e rméd ia i r e  des  g luc ides  l i b r e s  ( r i b u l o s e ,  xyluloçe,  sédohep- 

t u l o s e ) .   origine métabolique du 4-desoxyhexulose r e s t e  3 é t a b l i r  avec c e r -  

t i t u d e .  



ETUDE DES OLIGOSACCHARIDES URINriIRES 
L 

1 - NUlYEROTATION DES OLIGOSACCHARIDES 

Nous avons décrit prfc6demment (voir p. 66 ) les méthodes de fraction- 

nement qui nous ont permis d'isoler à l'ctat pur 72 pr6pûrations d'oligosaccha- 

rides dont nous étudieroas maintenant les structures. La numdrotation de ces 

oligosaccharides est la suivante : 

Fraction aqueuse : 5 osides, numérotés EAU 1 à EAU 5 

FrnctionsCthanoliqueç:: 

1,5 p.100 : 7 osides, Al à A 
7 

3,5 p.100 : 4 osides, B 
à 84 1 

5 p.100 : 12 osides, Cl àC12 

7,5 p.100 : 8 osides, D 
à D8 1 

10 p.100 : 10 osides, El à E10 

15 p .IO0 : 9 osides, F 2 F 
1 9  

25 p.100 : 5 osides, G1 à G5 

50 p. 100 : 2 osides, H à H 
1 2 

Lavage par le méthanol à 90 p.100 : 10 asides, Il à 1 
10 

II - METHODES D'EXPLORATION DE LA STRUCTURE 
DES OSIDES 

A - COME'OS ITIOFl CENTES IPlALE - 
La composition centésimale en oses "neutres", osmines, acides uroni- 

ques et acides sialiqurls a étb déterm,.ic par l'applic~tion des méthodes colo- 

rimétriques décrites pr6cédement p . 4 6  . 

B - IDENTIFICATION DES OSES "MEUTRES" ET DETEN*IINATION DE LEUR COMPOSITION 
MOLAIRE 

1 - HYDROLYSE CHLORHYDRIQUE 
Les oses "neutres" et les osamines ont été libérées par une hydro- 

lyse chlorhydrique : 1 à 2 mg d'oside sont dissout dans 2 ml d'acide chlo- 

rhydrique 2 N ct la solution est portée à 100°C durant 2 heures. Les hydrolysats 

sont amenés à une normalité d'environ 0,l N et passés successivement sur une 
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paire de colonnes de résines échangeuses de cations (Dowex 5'0 x 8 ; "mesh" 

25-50 ; forme acide) et d'anions (~uolite A-40 ; "mesh" 25-50 ; forme for- 

miate). Le liquide effluent est concentré sous vide à un faible volune 

(2 à 5 ml) puis évaporé à siccité sous exsiccateur, en présence de soude-, en 

ajoutant de temps en temps du méthanol pour éliminer les dernières traces 

d'acide chlorhydrique non retenues par 1 ' échangeur d'anions (SPIK et al. ) 
(274). 

2 - IDENTIFICATION ET DOSAGE CHROMATOGRAPHIQUE DES OSES "NEUTRES" 
Le résidu sec des hydrolysats chlorhydriques est repris par 0,l B 

0,2 ml d'eau et soumis i3 l'analyse chromatographique dans les systèmes-solvants 

suivants : acétate dléthyle/pyridine/eau (2:1:2) ou n-butanol/aci.de acétique/ 

eau (4:1:5), dans le cas de la présence de xyiose, 

Les rapports molaires des oses neutres ont ét6 déterminés selon le 

procédé de DATE (275) modifié : des carrés dc papier de 5 cm dé coté, encadrant 

les taches d'oses neutres révélés par le réactif au phtalate d'aniline sont 

découpés et élués par une solution d'éthanol à 20 p.100 d'acide chlorhydrique 

0,l N, pendant 2 heures et l'absorbante des solutions est mesurée à 390 nn, 

au spectrophotomètre. Sur chaque chromatogramme sont introduits des témoins 

internes contenant des quantités connues d'oses. La précision du procédé 

atteint 1 p.100 (SPIK) (276). 

C - IDENTIFICATION DES OSAMINES ET DETERMINATION DE LEUR COMPOSITION MOLAIRE 
1 - IDENTIFICATION DES OSAMINES 

Après purification des hydrolysats chlorhydriques sur échangeurs 

d'ions (~.lll ) les osamines sont éluées de la r6sine cationique par le 

passage d'une solution d'acide chlorhydrique 0,8 N. La solution obtenue est 

évaporée à siccité sous vide et les osamines identifiées par l'emploi de 

deux procédés différents : 

a - Procédé de d6samination oxydative des osamines de GARDEILet coll. 
(277) 

Le r6sidu sec obtenu ci-dessus est repris par 3 ml d'eau 

distillée et on ajoute 2 ml d'une solution de ninhydrine (0,48 g de ninhydrine 

dans 100 ml de citrate de sodium 0,l M de pH 4,7). On maintiant à 100°C pendant 

30 mn. La solution obtenue est filtrée et purifiée par un passage sur une 

échangeur de cations (~owex 50 x 8 ; "meshl' 25-50 ; forme acide ; lcn x 10cm) 

puis d'anions (Duolite A-40 ; "mesh" 25-50 ; forme formiate ; lcm x 10cm). Le 

liquide effluent est évaporé B siccith et le résidu est soumis B l'analyse 

chrornatographique à l'aide d'un des systèmes-solvants suivants : n-butano11 

acide acbtiquefeau (4: 1 :5) ou acétate d'éthyle/pyridine/eau (2: 1 :2). 



Dans ces conditions, la glucosamine et la mannosamine conduisent 

à l'arabinose et la galactosamine au lyxose, pentoses facilement identifia- 

bles dans la plupart des systèmes-solvants. Lorscye le pentose est I'arabinose, 

il est nécessaire d'avoir recours à une autre technique d'identification des 

osamines pour différencier la glucosmine de la mannosamine. 

b - Identification des N-acétylosamines 
La séparation électrophorétique en tampon borate permet l'iden- 

tification des dérivés acétylés des trois osamines que le procédé précédent 

ne parvenait pas à discriminer. La N-réac6tylation est effectuée selon le 

procédé de ROSEMAN ct LUDOIJIEG (278) : à 1 ml de solution renfermant 0,5 à 

1 mg d'osamines, sont ajoutés successivement 1,5 ml d'une solution aqueuse dc 

bicarbonate de sodium à 0,5 g p.100 ml et 20 ul d'anhydride acétique. La 

solution est abandonnée pendant 24 h à 20°C, puis déminéralis6e sur &changeurs 

de cations (~owex 50 x 8 ; "mesh" 25-50 ; forme acide ; 1 x 10 cm). La solu- 

tion effluente est évapor6e à siccit4 et les N-acétylosamines sont soumises 

à l'analyse électrophorétique, à l'aide du système-tampon boraté décrit 

précédemment p. 72 . 

2 - COIPOSITION MOLAIRE EN OSAMINES 
Lorsqu'un oligosaccharide ne renferme qu'un seul type d'osaminc, 

la composition molaire en ces dernières est déterminée à partir de la compo- 

sition centésimale. 

Dans le cas d'un oside renfermant 2 osc-nines différentes, :a compo- 

sition molaire en osamines peut 2trc déterminée en appliquant le procédé de 

chrornatographic sur &changeurs de cations (~owex 50 x 8 ; "mesh" 20C-400 ; 
i- 

forme H ) proposé par GARDELL (279) : 0,5 mg d'osamines totales en solution 

dans 0,5 ml d'acide chlorhydrique 0,3 N sont déposés au sommet d'une colonne 

d'échangeur de cations (~owex 50 x 8 ; "mcsh" 200-400 ; 0,7 x 40 cm) préala- 

blement régCnQr6c par l'acide chlorhydrique 4 N et lavée avec 50 à 100 ml 

d'acide chlorhydrique 0,3 N. Des fractions dc 0,5 in1 sont recueillies toutes 

les 10 mn à l'aide d'un collecteur automatique et les osamines sont dosées 

dans chaque tube, après neutralisation,par la méthode dfELSON et MORGAN (280), 

modifiée par BELCIER, NUTTE et SAMBROOK (281). Des courbes sont ensuite trac6es. 

Les quantités respectives de chaque oçamine sont déterminées à 5 p.100 près, 

en cffcctuant la somnc des quantités dcsées dans les tubes correspondants 

à chacun des pics. 

Ce proc6d6 permet d'obtenir d'excellcntes séparations de la glucosa- 

mine ct de la galactosamine. Toutefois, la mannosamine et la glucosamine donnent 

un pic unique. 



D - IDENTIFICATION DES ACIDES SIALIQUFS ET DETERMINATION DE LEUR COMPOSITION 
MOLAIRE 

Les acides sialiques qui entrent dans la composition de certains 

oligosaccharides ont été identifiés selon le mode opératoire suivant : 

Les acides sialiqües sont libérés par hydrolyse acide ménagée 

(H SO 0,01 N ; 100°C ; 1 heure) puis purifiés par passage successif de l'hy- 
2 4 

drolysat sur une colonne de Dowex 50 x 8 ("meshf' 25-50 ; forme acide) et de 

Dowex 1 x 8 ("mesh" 200-400 ; forme formiate). Les acides sialiques sont ensuite 

élués de l'échangeur d'anions par une solution d'acide formique 0,4 N et la 

solution effluente évaporée à siccité par lyophilisation. L'analyse chromato- 

graphique est réalisée à l'aide du système-solvant de SVENNERHOLM et SVENNER- 

HOLM (282) : n-butanolln-propanol/~Cl 0,l N (1:2:1). 

L'acide N-glycolylneuraminique a été recherché en appliquant le 

procédé de dosage de l'acide glycolique proposé par KLENK et UHLENBRUCIC (283) : 

Réactifs : Solution de 2,7-dihydronaphtaline (recristallisé) dans 

l'acide sulfurique concentré de densité 1,8 (10 mg dans 100 ml) (réactif d' 

EEGRIIJE ) ( 28 5 . 
Solution d'acide glycolique à 10 mg par 100 ml d'eau 

distillée, conservée à 4'C. 

Mode opératoire : Ajouter à 1 ml de solution d'acide sialique 

(correspondant à 1 à 10 pg d'acide glycolique) 1 ml d'acide sulfurique 2 N. 

Maintenir à 100°C pendant 1 heure. 

Ajouter un peu de charbon animal actix5, filtrer et complster à 

10 ml avec de l'eau distillée. 

A 0,2 ml de l'hydrolysat, ajouter 4 ml de réactif C'EEGRIWE. Chauffer 

20 mn à 100°C. Mesurer la densité optique à 546 nm. 

La détermination de la composition molaire en acides sialiques a été 

effectuée simplement en tenant parti de la composition centésimale établie par 

l'application de la méthode calorimétrique de WERNER et ODIN (284) à la diphé- 

nylamine . 

IDENTIFICATION DES ACIDES URONIQUES ET COMPOSITION MOLAIRE 

L'identification des acides uroniques a été effectuée après une 

hydrolyse chlorhydrique des osides (HC~ 2N ; 2 h ; 100"~) et fractionnement 

sur résine échangeuse d'anions (~owex 1 x 8 ; "meah" 200-400 ; forme formiate). 

Les acides uroniques ont été déplacés par une solution d'acide formique à 

5 p.100 et identifiés par analyse électrophorétique dans le système-tampon 

de HAUGH et LARSEN (286). La composition molaire des acides uroniques a été 



déterminée pa r  l e  dosage de ces  de rn i e r s  s e l o n  l a  méthode calorimétrique au 

ca rbazo l  su l fu r ique  de DISCHE (287). 

F - IDENTIFICATION DE L'OSE REDUCTEUR TERMINAL 

1 à 2 mg d 'o s ide ,  en  so lu t ion  dans 1 m l  d 'dau d i s t i l l é e ,  s o n t  r é d u i t s  

p a r  5 à 10 mg de borohydrure de potassium, à 4OC, pendant 15 heures.  L'excès 

de borohydrure e s t  décomposés p a r  l ' a d d i t i o n  de quelques gout tes  d ' ac ide  ac6- 

t i q u e  e t  l a  s o l u t i o n  obtenue p u r i f i 6 c  par  passage s u r  une colonne de r e s i n e  

échangeuse de ca t ions  ( ~ o w e x  50 x 8 ; l1ncsh" 25-50 ; forme a c i d e ) ,  Lc l i q u i d e  

e f f l u e n t  e s t  évaporé à s i c c i t é  e t  l e  r é s idu  r e p r i s  p l u s i e u r s  f o i s  pa r  quelques 

m i l l i l i t r e s  de méthanol à 10 p.100 d 'ac ide  a c é t i q u e ,  que l ' o n  évapore p a r  v e n t i -  

l a t i o n ,  a f i n  d ' é l imine r  l ' a c i d e  borkquc sous forme de bo ra t e  de méthyle. La  

composition centdsimale en g luc ide  e t  l a  composition molaire  en oses  "neutres"  

s o n t  e n s u i t e  détermin6s s u r  l ' o s i d e  r é d u i t  s e l o n  l e s  procédés d é c r i t s  p l u s  

hau t .  ~~~ 
1 - LA FRACTION EAU 

$, ' ,>.$ 

.. :<+ 5 ol igosacchar ides  o n t  é t é  i s o l é s  de l a  f r a c t i o n  aqueuse e f f l u e n t e  ,. 

de  l a  colonne de Charbon-Célite ( ~ i g . 3 8  ; p.117). Une premiere chrom-tographie 

p r é p a r a t i v e  dans l e  système-solvant n-butanol/aci.de acé t iquc /eau  (4:1:5) 

f o u r n i t  l e s  mélanges ( 1  + 3 + 5 )  e t  (2  9 4 ) .  Ces 5 os ides  ont  6 t é  obtenus L 

l ' é t a t  pur  grâce à 1' emploi du systeme-solvant a c é t a t e  d lé thyle /pyr id ine /eûu  
:i 

1' ,t; 
.: ';g 

Le comporrcment chromatographique de ces  composés est donné dans . ,. 3 

l e  Tableau X V I  ; p.  118) .  

A - L'OSIDE EAU 1 (65 ng) 

Lf os ide  EAU 1 possède l e  comportement chromatographique du saccharose  . r j  
dans l e s  d i f f é r e n t s  systèmes-solvants u t i l i s é s  (Tableau X V I  ; p.118). 11 .. . ,< 

f o u r n i t ,  en ou t r e ,  avec l e  r é a c t i f  à l ' u r é e  chlorhydrique l a  c o l o r a t i o n  b leue  

s p é c i f i q u e  des cétohexoses.  D 'au t re  p a r t ,  il ne  r é a g i t  pas  avec l e  r é a c t i f  au 

ch lo ru re  de t r iph6nyl t&trazol ium.  

L'hydrolyse chlorhydrique (HC1 2 N ; 100°C ; 1 h)  ne l i b e r e  que du 

g lucose  ; s e u l e  l ' h y d ~ o l y s e  ménagée pa r  l ' a c i d e  s u l f u r i q u e  0 , l  N ( 1  heure ,  ; 

1 0 0 ~ ~ )  permet de l i b b r e r  i n t a c t  l e  f ruc tose ,  d é c e l é  par  l e  r é a c t i f  à l ' u r é e  

chlorhydrique . 
Le dosage des o ses  n e u t r e s  to taux  avan t  e t  ap rès  t r a i t emen t  p a r  l e  



borohydrure de sodium ne montre aucune diminution du taux des oses  ableau au 
XVII ; p. 119). 

Ces rdsultats nous permettent donc dliSentifier l'oside EAU 1 au 

saccharose. 

B - L'OSIDE EAU 2 (2,5 mg) 
L'oside EAU 2 possède lc comportement chromatographique d'un disa- 

charide ch able au XVI ; p.110 et Fig.38 ; p.117). 11 fournit avec le réactif 

l'oxalate d'aniline la coloration rouge spécifique des aldopentoscs. Il ne 

réagit pas avec le réactif au chlorure de triphényltétrazolium. 

L'hydrolyse chlorhydrique (2 N ; 100°C ; 1 h) ne libère que du 

xylose (Fig.39 ; p.12~). Le dosage des oses avant et après r6duction par lc 

borohydrure de sodium  ableau au XVII ; p.119 ) montre que l'oside ELLU 2 possèdc 

la structure d'un dissacharide non réducteur, dont la structure est la suivante: 

xyl 1 ,  Xyl 

C - L'OSIDE EAU 3 (1,2 mg) 
L'oside EAU 3 possède le comportement chromatographique d'un disa- 

charide ch able au XVI ; p.llE et Fig.38 ; p.117 1. 
L'hydrolyse chlorhydrique ne libère que du glucose (Fig.39 ; p.120). 

Après action du borohydrure de sodium, 40 p.100 du glucose a disparu  ableau au XVII 
XVII ; p.119 1. 

L'oside EAU 3 est donc un dimère du glucose. 

D - L'OSIDE EAU 4 (16 ng) 
L'oside EAU 4 possède le comportement chromatographique d'un disa- 

charide ch able au XVI ; p.118 et Fig.38 ; p.117 ), Il fournit avec le r6actif 

à l'oxalate d'aniline la coloration rouge spdcifique des pentoscs. La réaction 

au chlorure dc triph6nyltCtrazoliun est négative. L'hydrolysc chlorhydrique 

(HCI 2 N ; 100°C ; 1 h) ne libère quc de l'arabinose. Le dosage des oses 

avant et après r4duction par le borohydrure de sodium (Tableau XVII ; p.119) 

montre que l'oside EAU 4 possede la structure suivante : 

ara G ar ri 
1,1 

E - L'OSIDE EAU 5 (1,5 mg) 

L'oside EAU 5 possède le comportement chromatographique d'un disa- 

charide (Tableau XVI ; p. 118 et Fig.38 ; p .  117). L'hydrolyse chlorhydrique ne 

libère que du galactose. Après action du borohydrure de sodium, 42 p.100 de 

galactose a été réduit. L'oside EAU 5 est donc un dimère du galactose. 



Chromatographie sur papier des oligosaccharides isolés de la fraction 
aqueuse effluente de la colonne de Charbon-Célite. Papier Whab nQ 3. 
Systèmes-solvants : A : =-butanol/acide acétique/eau (4 : 1 : 5) ; B : 
acétate d*éthyle/pyridine/eau (2 : 1 : 2). Révélation B lsoxalate 
d* aniline. 



T a b l e a u  XVI 
------ 

Comportement chromatographique des osides de la fraction EIBU 

Sys tèmes-solvants (*) 
Osides 

( 1 2 

EAU 5 0978 O, 66 j 
) 

(2) : acétate dléthyle/pyridine/eau (2 : 1 : 2) 

Dans les deux cas la vitesse de migration est comparée à 
celle du galactose. 



T a b l e a u  X V I I  

Action du borohydrure de sodium s u r  l e s  osides i s o l é s  de la  f r a c t i o n  aqueuse 

( ' Q u a n t i t é s d ' b s e s n e u t r e s  d o s é s à l t o r c i n o l s u l f u r i q u e  1 
( (en p d m l )  ) 
( Osides : ) 
i avant réduction après réduction 
(---------:------------------------:--:----------------------- 

j 
1 



Chromatographie sur papier des hydrolysats chlorhydriques des oligosaccharides 
de l a  fraction EAU. Papier Wha-tman no 1. Système-solvant : acétate dtéehyle/ 
pyriduie/eau (2 : 1 : 2). Révélation par l e  réactif  à l toxalate dtaniline. T : 
solutions témoins de glucides purs, 1 à 5 : hydmlysats des osides de la  fraction 
EBU ; 1 R à 5 R : hydrolysats de ces mhes osides après réduction par l e  
borohydrure de sodium. 



F - CONCLUSION 

Lcç 5 oligosaccharides isoles de lu fraction aqueusc effluente dc la 

colonne de Charbon-Cflite poss&dcnt ics conpcsitidns suivantes : 

EAU 1 glc G--+ £ru 
1,2 ' 

EAU 2 ayl 1,1 "y1 

EAU 4 ara c 1, > ara 

EliU 5 gal ------+ gal 

II - Lii FWiCTION 1,5 p. 100 EN ETHANOL : FRACTION il 

7 oligosaccharides ont ét6 isolfs de la fraction 1,5 p.100 cn Cthanol 

(Fig.40 ; p.123 1. Les osides (11, (2+3+4), (546) et (7) ont Ct6 obtenus avec 

le systeme-solvant n-butanol/aci.de acetique/eau (4:1:5), puis chacun des con- 

poses a pu être isolé à l'etat pur ~ V C C  le système-solvant ac6tate d'fthyle/ 

pyridineleau (2:1:2). Lcur compcrtemcnt chronatographique est donne dans le 

Tableau XVIII ; p.124 ) .  La plupart des osides de la fraction A n'a plu être 

isolée qu'en dc faibles quantitfs et seule la structure de 4 d'entre eux à 

pu être étudiée. 

A - L'OSIDE d 1 (4 mg) 
L'oside A 1, dont lc comportcncnt chromatographique est donnf dans 

le Tableau XVIII (p .124 ) fournit avcc le rfactif à l'oxalate d'aniline la 

coloration rougc des nldopcntoses. Il nc réagit pas avcc le réactif au 

chlorure de triphénylt~trazolium. 

L'action du borohydrure n'entraîne aucune variation du taux des oses. 

L'liydrolyse chlorhydrique libère exclusivenent du ribose (Fig.41 ; p. 125) .  La 

vitesse de migration de l'oside h 1 Gtant celle d'un disaccharide, nous lui 

attribuons la structure suivante : 

rib &----+ rib 
1,1 

B - LE GLUCIDE A 2 (2,5 ng 
Le glucide A 2 possède le conportment chromatographique du glucose. 

L'action du borohydrure de sodium le dftruit à 95 p.100. Il s'agit donc de 

glucose qui n'a pas @tG totalement 611-16 lors du rinçage du charbon par l'eau. 

C - L'OSIDE A 3 (0,s ag) 
L'oside il 3 fournit avec le réactif à l'oxalate d'aniline la colo- 

ration rougc caract6ristique des pentoses. 11 ne rfagit pas avec lc rfactif 



au  c h l o r u r e  de  t r i p h é n y l t é t r a z o l i u m .  L ' h y d r o l y s e  c h l o r h y d r i q u e  ( H C ~  2 N ; 

100°C ; 1 h  ) l i b è r e  du g l u c o s e  e t  du x y l o s e ,  e n  q u a n t i t é s  é q u i m o l é c u l a i r e s  

e t  du r i b o s e  à l ' é t a t  de  t r a c e s  ( F i g o i l  i p . 1 2 5 ) .  L ' a c t i o n  du borohydrure  de  

sodium e s t  n u l l e .  L ' o s i d e  A 3  possede donc l a  s t r u c t u r e  s u i v a n t e  : 

X.yl +--3 Glc 
1,1 

D - LE GLUCIDE A 4 (1G mg)  

Le g l u c i d e  A 4 poss&de  des  comportements chromatographiqües  trGs 

d i f f é r e n t s  s e l o n  que l e  systSrae-solvant e s t  a c i d e  ou b a s i q u e  ( ~ a b i e a u  X V I I I  ; 

p .124e t  Fig .40 ; p.123 ) .  I l  f o u r n i t  l e s  c o l o r a t i o n s  s p é c i f i q u e s  d e s  a c i d e s  

s i a l i q u e s  avec  l e s  r é v é l a t e u r s  à l ' o r c i n o l  t r i c h l o r a c é t i q u e  ou au p-diinéthyl-  

aminobenzaldéhyde.  L ' é t u d e  de  son comportement c!lromatographique dans  l e  

systèrrie-solvant : a c é t a t e  d ' é t h y l e / a c i d e  a c é t i q u e / e a u  (3:1:3)  e t  n-butano11 

n-propanol/Hcl 0 , l  N ( 1 : 2 : 1 )  conf i rme que l e  g l u c i d e  A 3  e s t  l ' a c i d e  N-acétyl-  

neuraminique.  

E - LES OSIDES A 5 e t  A G 

Les o s i d e s  A 5 e t  A 6 o n t  é t é  i s o l é s  e n  t r o p  f a i b l e s  q u a n t i t é s  

(moins de  0 , 5  mg) pour  que l ' o n  p u i s s e  e n t r e p r e n d r e  l ' é t u d e  de l e u r  s t r u c t u r e .  

I l s  renfe rment  exc lus ivement  de  l ' a c i d e  u r o n i q u e  e t  l e u r  comportement cbroma- 

tograph ique   ableau au X V I I I  ; p.QG e t  F ig .40  ; p .123)  e s t  c e l u i  de d i s a c c h a -  

r i d e s  

F - L'OSIDE A 7 (moins de 1 mg) 

L ' o s i d e  A 7 f o u r n i t  avec  l e  r é a c t i f  à l ' u r é e  c h l o r h y d r i q u e  l a  

c o l o r a t i o n  b l e u c  s p é c i f i q u e  d e s  cé to -hexoses .  L ' h y d r o l y s e  c h l o r h y d r i q u e  

( H C ~  2 ~ )  l i b e r e  du g l u c o s e  e t  des  t r a c e s  de  f r u c t o s e .  L 'hydro lyse  ménagée 

(H SO 0 , l  N ; 1 h )  l i b è r e  du g lucose  e t  du f r u c t o s e ,  dans des  r a p p o r t s  
2  4 

( e s t i m é s  approx ina t ivement  p a r  estimation v i s u e l l e )  1 : 2 ( ~ i g . 4 1  ; p.121) .  

La f a i b l e  q u a n t i t é  m i s e  à n o t r e  d i s p o s i t i o n  n e  nous a  p a s  permis d c  p o u r s u i -  

v r e  l ' é t u d e  d c  l a  s t r u c t u r e  de c e  g l u c o - d i f r u c t o s e .  

G - CONCLUSION 

Nous avons i d e n t i f i é  l e s  c o n s t i t u a n t s  de l a  f r a c t i o n  à 1 , 5  p.100 

d ' é t h a n o l  aux g l u c i d e s  s u i v a n t s  : 

A 1  Rib-&-- R i b  
1, I' 

A - 4 a c i d e  N-acétylneurarninique 

A 2  
A 5 probablement GlcUr ~ G l c U r  - - Glc 
t? 6 probablement GlcUr -.+ GlcUr 

A 3  X Y ~  '1,12 - - Glc 

d - 7 (2 F r u ,  ~ l c )  



Figure 40 

Chromatographie sur papier des oligosaccharides isolés de la fraction 
1,5 p. 100 d'éthanol. Papier Whatman nQ 3. Systèmes-solvants : A : 
acétate d'éthyle/pyridine/eau (2 : 1 : 2) ; B : o-butanol/acide acétique/ 
eau (4 : 1 : 5). Révélations à ltoxalate d'aniline. 



Comportement chromatographique des osides de la fraction A 
(1,5 p. 100 d'éthanol) 

( 
( 

Sys tèmes-Solvants (*) ) 

( 
Osides 

1 2 
) 

(-------------------:-------------------:-----*-------------- 
) 

( 
) 

( 
A 1 2,15 2, 14 1 

( 
1 

( 
1 

( 
A 2 1185 2,20 ) 

( 
) 

( 
1 

( A 3 1995 1,81 
1 

( 
) 

( 
) 

( A 4 1,79 0,44 ) 

( 
1 

( 
) 

( A 5 1,28 0,80 1 

( 
) 

( 
) 

( 
A 6 1,28 0932 ) 

( 
1 

( 
) 

( A 7 1 1 ?O4 1 

(*) (1 ) : 2-butanol/acide acétique/eau (4 : 1 : 5) 

(2) : acétate dtéthyle/pyridine/eau ( 2  : 1 : 2) 

Les vitesses de migration sont données par rapport à celle 
du lactose. 



Figure 41 

Chmmatographie sur papier des hydmlysats chlorhydriques des osides de la  
fraction 1,5 p. 100 avant (A) e t  après réduction par l e  bomhydrure de 
sodium (B), Papier Whabmn no 1 ; système-solvant : acétate dréthyle/pyridine/ 
eau (2 : 1 : 2). 



III - LA FWiCTION 3,5 p. 100 EN ETMNOL : FRACTIOI? B 

4 oligosaccharides ont été îsol4s dc 12 fraction à 3,5 p.lf3 

d'éthanol (~ig.42 ; p.127 1, par chromatographie préparative sur papier dans 

les systèmes solvants n-butanol/acide zcétique/eau (4:1:5) : isclement de 

B 1, B 2 et B 3 + B 4, et phénol saturé d'eau (en atmosphère amnoniacale) ; 
isolement de B 3 ct B 4. 

Le comportement chromatographique de ces osides est dfcrit dzns le 

tableau XIX (p. 128). 

A - L'OSIDE B 1 (84 mg) 
L'oside B I fournit avec le réactif à l'urée chlorhydrique la cdlo- 

ration bleue spécifique des cétohexoses. Il possède en outre le conportenient 

chromatographique du saccharose. Ce résultat est confirmé par l'hydrolyse 

ménagée par l'acide sulfurique dilu6 (H SO 0,l N ; 100°C ; 1 h)  qui libère 2 4 
du glucose et du fructose dans des rapports équimoléculaires. L'action du 

borohydrure dc sodium est en outre nbgative. 

L'oside B 1 est donc le saccharose. 

B - L'OSIDE B 2 (2,2 mg) 
L'oside B 2 libère, après hydrolyse chlorhydrique (1,5 N ; 1,5 h) 

un mélange équimoléculaire de galactose et de glucose. Le glucose disparaît 

totalement aprss l'action du borohydrure de s o d i ~ ~ ~  ( ~ i ~ . 4 3  ; p.129). I l  

s 'agit donc d'un oside de la forme (galactose 4 glucose), différent cependant 

du lactose, dont il nc possède pas le comportement chromatograpliiquc. 

C - L'OSIDE B 3 (89 mg) 
L'oside B 3 possede le comportement chromatographiqut du lactose. 

L'hydrolyse chlorhydrique libère du galactose et du glucose en quantitGç 

équimoléculaires. Ce dernier disparaît totalenent après action du borohydrure 

de sodium (Fig.43 ; p.129). L'oside B 3 est donc le lactose. 

D - L'OSIDE B 4 ( 7  mg) 

L'oside B 4, qui possède le comportement chromatographiquc du 

lactose dans la plupart des systèmes-solvants, a pu être caractéris4 grâce 

à l'emploi du système-solvant : phënol saturé d'eau. L'hydrolyse chlorhydrique 

libère du galactose et du glucose, dans des proportions équimoléculaires. Le 

glucose est totalement r4duit après action du borohydrure de sodium (Fig.43 ; 

p.129). L'oside B 4 est donc un isomère du lactose. 



Figure 42 

Chromatographie sur papier des oligosaccharides isolés de la fraction 
3,5 p. 100 dt éthanol. Papier Wha-man ne 3. Système-solvant : A : n-butanol/ 
acide acétique/eau (4 : 1 : 5) ; B : phénol saturé d'eau (atmosphère ammonia- 
cale). Révélation à 1' oxalate d'aniline. 



T a b l e a u  XIX 

Comportement chromatographique des oligosaccharides de la fraction B, 
(3 ,s  p. 100 d'éthanol) 

( Osides 1 
( 

2 
RL (**A-) % (------------------:--------------------:------------------ ) 

/ 1 

(2) : phénol saturé d'eau, en atmosphère ammoniacale 

(**) Vitesse de migration, comparée à celle du lactose. 



Chromatographie des hydrolysats chlorhydriques des osides de l a  Fraction B, 
avant e t  après réduction par l e  borohydrure de sodium. Papier Wha-tmari nQ 1. 
Système-solvant : acétate dtéthyle/pyridine/eau (2 : 1 : 2). Révélation pax 
l e  réactif  à lt oxalate dt aniline. 



E - CONCLUSIONS 
Les osides de la fraction B (3,5 p.100) possèdent les structures 

suivantes : 

B 1 glc -+£ru (saccharose) 

B 2 gal+glc 

B 3 gai --=---+ glc (lactose) 
:,-1,4 

Nous avons isol6 12 osides de la fraction éthanoliqüe ?I 5 p.100, 

gr3cc à lfutilis~tion successive des systCmes-solvants n-butanol/acide 3cC- 

tique/cau (4:1:5) et acétate dlfthylc/pyridine/cau (2:1:2). Le comportement 

chromatographique de ces osides, obtenus dans un état de pureté satisfaisant 

( H g .  44 ; p -133 ) es t donné dans le Tableau XX (p ,134 1. 

A - L'OSIDE C 1 (18 mg) 
Le glucide C 1 fournit après hydrolyse chlorhydrique (Hc~ 2 N ; 

100°C ; 1 h )  du glucose et du fucose cn quantités 6quimoléculaires (Fig.45 ; 

p.135et Tableau XXI ; p.136). Après action du borohydrure de sobiun, le 

glucose est totalement réduit. L'oside C 1 possède donc la structure suivante : 

fuc -i, glc 

B - LE GLUCIDE C 2 
Le glucide C 2 possède un comportement chromatographique à celui 

du glucide A 4 d6crit précfdemment (voir p.122). L'application des mêncs 

critères physico-chimiques a permis d e  vSrifier qu'il s'agissait également 

de l'acide N-ac6tylneuraniniquc. 

C - L'OSIDE C 3 (23 mg) 

L'oside C 3 fournit avec le révélateur à l'oxalate d'aniline la 

coloration rouge spécifique des aldopentoses. L'hydrolyse chlorhydrique 

(HC1 2 N ; 100°C ; 1 h) libère des quantités égales dc glucose et dc xylosc 

(~ig.45 ; p. 135 et Tableau XXI ; p. 134 ). AprEs l'action du borohydrure dc 

sodium, le glucose est totalement réduit (Fig.45 ; p.135 et Tableau =I ; 

p. 136 1. Ces résultats permettent d'attribuer à l'oside C 3 la structure 

suivante : 

xyl -3 glc 



D - L'OSIDE C 4  (11  mg) 

L ' o s i d e  C 4 f o u r n i t  avec l e  r 6 a c t i f  à l ' u r é e  c h l o r h y d r i q u e  l a  

c o l o r a t i o n  b l e u e  s p é c i f i q u e  des  cé tohexoses  e t  ~ - s s - S d e  l e  comportem~.nt 

chronatographiquc du s a c c h a r o s e .  La  r é a c t i o n  au c h l o r u r c  de  t r i p h é n y l t é t r a -  

zolium e s t  n é g a t i v e .  L ' h y d r o l y s e  a c i d e  m6nagfc (H SO 0 , l  N ; 100°C ; 1 h )  
2  4 

l i b è r e  du g lucosé  e t  du f r u c t o s e  en q u a n t i t é s  @quimolécu la i res  e t  conf i rme 

que l ' o s i d e  C 4 e s t  b ie i i  l e  s a c c l ~ a r o s e .  

E - L'OSIDE C 6  (22 mg)  

L ' h y d r o l y s e  ch lo rhydr ique  dc l ' o s i d e  C 6 l i b è r e  du g a l a c t o s e ,  du 

g lucose  e t  du fucosc  en q u a n t i t h ç  6 q u i n o l 6 c u l a i r e s  (Fig .45 ; p.135 ) .  La 

composi t ion m o l a i r e  d e  l ' o s i d e  C 6 ,  déterminée a v a n t  e t  a p r è s  r é d u c t i o n  p a r  

l e  borohydrure  de s o d i u n  (Tableau XXI ; p.136 ) ind ique  que l e  g l u c o s e  e s t  

en p o s i t i o n  t e r n i n a l e  r e d u c t r i c e .  L ' o s i d e  C 6  e s t  l e  t r i s a c c h a r i d e  s u i v a n t  : 

(:.al, Fuc)  -+ Glc 

F - L'OSIDE C 7 ( 1 , 4  mg) 

L ' o s i d e  C 7 renferme des  o s e s  e t  des  osamines dans  l e  r a p p o r t  2 , 3  : 1' 

Après a c t i o n  du borohydrure  d c  sod iun ,  l a  t o t a l i t é  des osamines a  d i s p a r u ,  

t a n d i s  que l e  taux d e s  o s e s  n ' z  pas  6 t é  sens ib lement  m o d i f i é .  

I , s h y d r o l y s e  chlor l iydr iquc ( H C ~  2 N ; 100°C ; 1 h )  l i b è r e  du galnc-  

t o s e  e t  du fucose  dans  des  p r o p o r t i o n s  équ imol6cu la i res  (Fig .45 ; p.135 e t  

Tableau X X I  ; p .  135 ) .  

La d 6 c a n i n a t i o n  oxyda t ive  d e  l ' o samine  ( é l u é e  de  l ' é c h a n g e u r  de 

c a t i o n s )  c o n d u i t  à l ' a r a b i n o s e  (Fig .46 ; p.137 ) .  

Ces r é s u l t a t s  p e r m e t t e n t  d ' a t t r i b u e r  à l ' o s i d e  C 7 l a  s c r u c t u r c  

s u i v a n t e  : 

(Ga l ,  FUC) 4 GlcNHAc 

G - L'OSIDE C 8 ( 1 , s  m g )  
o s e s  

Les r a p p o r t s  dd te rminés  a v a n t  e t  a p r è s  r b d u c t i o n  p a r  l e  
osamines 

borohydrure  de sodium s o n t  respec t ivement  2 , 4  : 1 e t  1 ,6  : 1. L 'hydro lyse  

c h l o r h y d r i q u e  (HC1 2 N ; 1 h )  l i b è r e  du g a l a c t o s e  e t  du g l u c o s e  dans  l e s  

p r o p o r t i o n s  1 : 1,2S ; c e  r a p p o r t  d e v i e n t  1 : 0 , 3 1  a p r è s  r @ d u c t i o n  (Fig .45 ; 

p .  135 e t  Tableau X X I  ; p .  136 ) . La d é s a n i n a t i o n  oxyda t ive  de  l ' o samine  6 luée  

de l ' é c h a n g e u r  de c a t i o n s ,  f o u r n i t  du lyxose  (Fig.46 ; p.137)  c a r a c t é r i s t i q u e  

de 13 ga lac tosamine .  La s t r u c t u r e  de  l ' o s i d e  C 8 e s t  donc : 

(Ga l ,  G .a l~1Uc)  JGlc  



H - L'OSIDE C 9 (8,2 ng) 

L'oside C 9 renferme dcs oses et des osamines, dans des rapports, 

déterminés avant et après réduction par le borohydrure de sodium, de 3,4 : 1 

et 2,4 : 1. L'hydrolyse chlorhydrique libère du galactose, du glucose et du 

fucose, dans le rapport 1 : 1,lG : 1 (~ig.45 ; p.135 et Tableau XXI; p.136). 

La totalité du glucose disparaît sous l'action du borohydrure de sodium. 

d6samination oxydativc de l'oçaminc, éluée dc la rCsine échangeusc dc cations, 

conduit au lyxosc (~ig.46 ; p.137 ) caractéristique de la galactosmine. L3 

structure de l'oside C 9 est donc la suivante : 

(%al, fuc, ~all?iic) +glc 

I - L'OSIDE c 10 (16 mg) - 
L'oside C 10 renferme des oses et des osamines dans les rapports 

4,64 : 1. L'hydrolyse chlorhydrique libcre du galactose, du glucose, du 

mannose dans les proportions 1 : O,G4 : 0,20 : 1,65. 

flprSs action du borohydrure dc sodium, ces rapports deviennent : 

1 : 0,23 : 0,21 : 1,Gl. 

La désamination oxydative de l'osamine fournit du lyxose, carac- 

téristique de la galactosanine (~ig.46 ; p.13:) et de légères traces d'ara- 

binose, caract6ristiques de la glucosanine. 

Nous nous trouvons ici en prCscncc d'un mélange d'osides, où prédo- 

mine nettement un constituant majeur possQdant la structure : 

(gal, galP?FLc, 2 fuc) +gl.c 

J - L'OSIDE C 11 (18 mg) 
L'oside C 11 rcnferne des oses et des osanines, dans des rapports, 

déterminés avant et aprgs réduction par le borohydrure de sodium, de 5,5 : 1 

et 4,5 : 1. 

L'hydrolyse chlorhydrique libère du galactose, du glucose et du 

fucose dans les proportions : 2 : 1,05 : 1,69. Le glucosc disparart totale- 

ment après traitenent par le borohydrure de sodium. La désanination oxydative 

de l'osamine, éluéc de 1'Qchangeur de cations, conduit au lyxose, caractéris- 

tique de la galactosanine. L'oside C 11 possède donc la structure suivante : 

(2 gal, 2 fuc, galNAc) 4 g i c  

1: - L'OSIDE C 12 (0,8 mg) 
L'osidc C 12 renferme des oses ct des osamines, dans des rapports, 

déterninés avant et après réduction par lc borohydrure de sodiuïs, de 4,8 : 1 

et 3,9 : 1. L'hydrolyse chlorhydrique libère du galactose, du nannose et du 

fucose, dans des ïapporés,dSterninés avant et apres réduction, rcspcctivement 



Chromatographie sur papier des oligosaccharides de la  fraction C : 
5 p. 100 d' éthanol. Papier Wha-tman nQ 3. Systèmes-solvants : A : 
n-buta.nol/acide acétique/eau (4 : 1 : 9 ; B : acétate d'éthyle/ - 
pyridine/eau (2 : 1 : 2). Révélation par l e  réact i f  à lf oxalate 
d 8 aniline. 



T a b l e a u  XX 

comportement chromatographique des oligosaccharides de la fraction C 

( 
( ~ystèrnes~oivants (*) 1 
( 

Osides 1 2 
1 

3 
(----- - --------- --: -------------: .. --------------: ------------- 
( 

) 

( C 1 1990 1,76 1 
( 
( 

) 

( 
C 2 2,02 OP44 ) 

( 
1 

( 
( C 3 1,68 1,79 

( 
( 

1 

( C 4 1,58 1,47 

( 
1 

( 
) 

( 
C 5 1,48 0933 1 

( 
) 

( 
) 

( 
C 6 1 ,O0 0997 

( 
1 

( 
( 

C 7 O, 86 0,74 

( 
) 

( 
) 

( 
C 8 0984 0,80 1 

( 
1 

( 
1 

( 
C 9 O, 69 0 , 70 O, 77 ) 

( 
) 

( 
) 

( 
C 10 0,46 O, 50 OP58 ) 

( 
1 

( 
) 

( 
C 1 1  0,19 0,28 0,32 1 

( 
) 

( C 12 0,06 0,06 :' L ; ~ ~ .  1 ) 
J 

(*) ( 1 )  : pbutanol/acide acétique/eau (4 : 1 : 5) '{YQ) -. 

(2) : acétate dléthyle/pyridine/eau (2 : 1 : 2) 

(3) : acétate dl éthyle/pyridine/acide acétique/eau (5 : 5 : 1 : 3) 

Les vitesses de migration sont comparées à celle du lactose. 



Chromatographie des hydrolysats chlorhydriques des osides de la 
fraction C, avant et après réduction ($lanche A) et après réduction 
(planche B) par le barnhydrure de sodium. Papier Wha-hnan no 1. 
Système-solvant : acétate dtéthyle/pgridine/eau (2 : 1 : 2). 
R&élation par le réactif à ltoxalate dtaniline. 



T a b l e a u  iMï: 

Composition molaire des oligosaccharides de la fraction C (5 p. 100 en kthanol) 

' 
Oses 

( : Glc 
( avant 

M a n  ( réduction : 

( : Fuc 

GlcNAc L 

1 :  O '  o . +  ) 

( . . 
( ? 
( : Oses : fi- : 1 , 6 :  2,4: - : 4,5: 3 ,9  

: O :  Osamines . - 1 j * i  { 

: Xyl : 1  : 



Chromatographie sur papier des produits de la désamination oxydative par 
la ninhydrine de la "fraction osaminet' des hydrolysats acides des osides 
de la fraction C. Papier Whatman no 3. Système-solvant : n-butanol/acide 
acétique/eau (4 : 1 : 5). Révélation par le réactif à lloxalate d'aniline. 
T : mélange de glucides purs ; Ara : arabinose ; Lyx : lyxose. 



de 2,90 : 1 : 1 et 2,08 : 1 : 0,81. 

La désamination oxydative de l'osarnine, éluée de la résine échan- 

geuse de cations, conduit à l'arabinose. L'oside C 12 est donc de la forme : 

(2  Gal, Elan, Fuc, ~lc~Ac)--+ Ga1 

L - CONCLUSION 
L'étude des osrdes de la fraction C (5 p.100 d'éthanol) nous a 

permis de caractériser les glucides suivants : 

C 1 Fuc -+ Glc 
C 2 Acide N-acétylneuraminique 

C 3 X y l d  Glc 

C 4 Glc -& Fru 

C 5 non identifié 

C 6  al, Fuc)--+~lc 
C 7  al, Fuc)4GlcNAc 
C 8  al, GalNAc)-+ Glc 

C 9  al, Fuc, Gal~Ac)--+ Glc 

C 10 el al, 2 Fuc, ~ a l ~ a c )  4 G l c  

C l 1  (2Ga1, 2Fuc,~alNAc)-+~lc 

C 12 (2 Gal, Kan, Fuc, ~lc~Ac)--+~al 

V - LA FRACTION 7,5 p.100 EN ETHANOL : FRACTION D 

8 osides ont été isolés de la fraction D (Fig.47 ; p.139) et leur 

comportement chromatographique est décrit dans le Tableau XXII (p.140). Leur 

composition molaire,déterminée avant et après réduction par le borohydrure 

de sodium, est précisée dans le Tableau XXIII (p.141). 

A - LE GLUCIDE D 1 (11 mg) 

Le glucide D 1 a été identifié à l'acide N-acétylneuraminique, 

d'après l'étude de son comportement chromatographique dans différents systèmes- 

solvants (acétate d'éthyle/aci.de acétique/eau (3 : 1:3) et n-propanol/n-butanol/ 

HC1 0,l N (1:2:1) et l'examen des courbes d'absorption des colorations qu'il 

fournit avec les réactifs à la diphénylamine et à l'acide periodique-acide 

thiobarbiturique. 

B - L'OSIDE D 2 (19 mg) 
L'oside D 2 ne renferme que des oses neutres. ~'hydrol~se chlorhy- 

drique libère du glucose et du fucose dans les rapports 1,11:1. La totalité 

du glucose disparaî après réduction par le borohydrure de sodium (Fig.48 ; 

p.142 et Tableau XXIII ; p.141). La structure de l'oside D 2 est donc : 



Figure 47 

Chromatographie sur papier des oligosaccharides isolés de la fraction 7,5 p. 100 
d'éthanol. Papier Wha- nQ 3. Systèmes-solvants : A : z-butanol/acide acétique/ 
eau (4 : 1 : 5) ; B : acétate d'éthyle/pyridine/eau (2 : 1 : 2). Révélation à 
1' oxalate dt aniline. 



T a b l e a u  XXII  

Comportement chromatographique des osides de la fraction D 
(7,5 p. IO0 en éthanol) 

7 
( ~ y s  tèmes-SoLvants (*) 1 
( 

Osides 
1 2 

) 
3 

(--------------:-------------:------------ 
( 

) 

( D 1 1,96 0, 44 ) 

( 1 

( D 2 1,86 1,74 ) 

( 
) 

( 
) 

( D 3 1,66 1,76 1 
) 1 D 4  ( 1 , l 5  0,93 ) 

i ) 
D 5 O, 96 0983 ) 

( ) 
D 6 - - ) 

) 1 ' 7  : ) 

0,38 O, 45 0,535 1 
) 

(2) : acétate dtéthyle/pyridine/eau (2  : 1 : 2) 

(3)  : acétate dl ~ th~ le /~y r id ine / ac ide  acétique/eau (5 : 5 : 1 : 3) 

Les vitesses de migration sont données par rapport à cel le  du lactose. 



T a b 1 e a u XXIII 

Composition molaire des oligosaccharides de la fraction D (7,5 p. 100 en éthanol) 

i D 8  : 0 7  1 

( 
) 

( : Oses : 2,3 1 4,3 1 
( 

) 

( Osamines . O ' 0  1 .  I I  1 )  ) 

( Ga1 : 1 , 2 6 f  1 f 2 ) 
I 2  ) 

i : Glc : 1,11 . : 1,02 I 
( avant . 

Plan ( réduction : 
1 
) 

Fuc 

GlcNAc : 0,5 1 
.1<-.1_~1111--.11101--1-41_-̂ _W---- 3 

) 
: Oses : 1,3 : 6,69 : ) 

( : Osamines : : 1 : 1 
) 

( 
1 

( : Ga1 : 0,23 : 1 
1 

( 
2 2 )  

( : Glc : 0 , 2  : O : 2 5 
) 

: 0,42 ) 
( après 

: Kari 
) 

( réduction 
( 

: 0,26 : O : 0,73 ) 

( : Fuc : 1 : 1 
1 

( 
: 0,96 : 2,36 : 2,45 ) 

( : Xyl : 1 
) 

( 
) 

( : GalNAc : 1 
1 

: O  O 1 ) 
( 
( : GlcNAc . . +  - + . - I o  

) 
) 

i +.. , - 



Chromatographie sur papier des hydrolysats chlorhydriques des 
osides de la fraction D, avant réduction (planche A) et après 
réduction (planche B) par le bomhyàmme de sodium. Papier 
Whataan ne 1 . Système-solvant : acétate d~éthyle/pyridine/eau 
(2 : 1 : 2). Révélation par le réactif à l'oxalate d'aniline. 



FUCA Glc 

C - L'OSIDE D 3  (8 mg) - 
L ' o s i d e  D 3  n e  renferme que des  o s e s  n e u t r e s .  L 'hydro lyse  ch lo rhy-  

d r i q u e  l i b è r e  du g lucose  e t  du x y l o s e  dans l e s  r a p p o r t s  1 ,02 :1 .  La t o t a l i t é  

du g lucose  d i s p a r a î t  a p r e s  r é d u c t i o n  p a r  l e  borohydrure  de sodium. La s t r u c -  

t u r e  de  l ' o s i d e  D 3  e s t  donc : 

Xyl,' Glc 

D - L'OSIDE D 4  ( 4 , 2  mg) 

L ' o s i d c  D 4 renfe rme  dcç o s e s  c t  des  osamines ,  dans  des  r a p p o r t s ,  

dé te rminés  a v a n t  e t  a p r e s  r é d u c t i o n  p a r  l e  borohydrure  de sodium, respec t ivement  

de  2 , 3 : 1  e t  1 , 3 : 1 .  L ' h y d r o l y s e  c h l o r h y d r i q u e ,  r é a l i s é e  avan t  e t  a p r è s  réduc-  

t i o n  p a r  l e  borohydrure  de  sodium, l i b è r e  du g a l a c t o s e  e t  du fucose  dans l e s  

p r o p o r t i o n s  1 , 2 6 : 1  e t  0 , 2 3 : 1  (Tableau XXIII ; p .141) .  La désaminat ion cxy- 

d a t i v e  de l ' o s a m i n e ,  é l u é e  de  l ' échangeur  de c a t i o n s ,  c o n d u i t  au  lyxose ,  c a r a c t é  

r i s t i q u e  de l a  ga lac tosamine  ( ~ i g . 4 9  ; p.144) .  La s t r u c t u r e  de  l ' o s i d e  D 4 

e s t  donc : 

(FUC, ~ a l N A c )  -+ Ga1 

E - L'OSIDE D 5  ( 1 , 5  mg) 

L ' o s i d e  D 5  renfe rme  des  o s e s  e t  des  osamines ,  dans des r a p p o r t s ,  

dé te rminés  a v a n t  e t  a p r è s  r é d u c t i o n  p a r  l e  borohydrure  dc sodium, r c s p e c t i v e -  

ment de  1 , 6 : 1  e t  6 ,69:1 .  Ces v a l e u r s  i n d i q u e n t  l a  p r é s e n c e  d ' o s m i n c  en  

p o s i t i o n  r é d u c t r i c e  t e r m i n a l e .  

L 'hydro lyse  c h l o r h y d r i q u e ,  r C a l i s 6 e  a v a n t  e t  a p r e s  r é d u c t i o n ,  l i b è r e  

du g a l a c t o s c ,  du g lucose ,  du nannose e t  du fucosc  ( ~ i g . 4 8  ; p.142)  dans l e s  

r a p p o r t s  1 :0 ,1 :0 ,27 :0 ,96  eL 1:':0,26:0,96. Ln d é s a n i n a t i o n  oxyda t ive  dcs osamines 

f o u r n i t  un melange de lyxose  e t  d ' s r a b i n o s e ,  dans l e  r a p p o r t  2 : l .  AprGs r é d u c t i o n  

de  l ' o s i d e  p a r  l e  borohydrure  de  sodium, l a  désamina t ion  oxyda t ive  des o s a n i n e s  

é l u é e s  de l ' é c h a n g e u r  de c a t i o n s  ne f o u r n i t  que de l ' a r a b i n o s e  ( ~ i g . 4 9  ; p .144) .  

Compte t e n u ,  e n f i n ,  du comportement chromatographiquc de  D 5 ,  q u i  e s t  c e l u i  

d 'un  t r i s a c c h a r i d e ,  nous pensons  q u ' i l  s ' a g i t  d ' u n  mélange de deux t r i s a c c h a -  

r i d e s ,  possédan t  respec t ivement  l e s  s t r u c t u r e s  s u i v a n t e s  : 

 al, Fuc)-s  GalNAc e t  ( G ~ C N A C ,   an)-, GlcNAc 

F - L'OSIDE D 7 ( 8  mg) 

L ' o s i d e  D 7 r enfe rme  des  o s e s  c t  des  osamines dans l e  r a p p o r t  

10 : 1. Ce r a p p o r t  montre que l e  D 7 e s t  en  r é a l i t é  l e  mélange de  p l u s i e u r s  

c o n s t i t u a n t s .  L 'hydro lyse  c h l o r h y d r i q u e ,  e f f e c t u é e  a v a n t  e t  a p r è s  r é d u c t i o n  



Chromatographie sur papier des produits de l a  désamination oxydative par l a  
ninhydrine de l a  "fraction osaminen des hydrolysats acides des osides de la  
fraction D. Papier Wha-tman ne 3. Sys tème-solvant : ;-butanol/acide acétique/ 
eau (4 : 1 : 5). Révélation par l e  réactif  à l toxala te  d t a i l i n e .  T : mélange 
de glucides purs, Ara : arabinose ; Lyx : lyxose. 



par le borohydrure de sodium, libère du galactose, du glucose, du mannose 

et du fucose dans les proportions suivantes : 

2 : 1,33 : 0,40 : 2,25 et 2 : O : O :2,36 

La désamination oxydative des osamines, éluées de l'échangeur de 

cations, met en évidence du lyxose et de l'arabinose à l'état de traces 

(Fig.49 ; P. 144). Nous nous trouvons donc en face d'un melange de glucides, 

parmi lequel prédomine très nettement l'oside : 

(2 Gal, 2 Fuc)j~lc 

tandis que les souillures sont constituées d'au moins deux osides, 

l'un renfermant du mannose et de la N-acétyl-glucosamine, et l'autre, du 

galactose, du fucosc et de la N-acétyl-galactosamine. 

G - L'OSIDE D 8(22 mg) 
L'oside D 8 renferme des oscs et des osamines dans le rapport 

4,3 :l. L'hydrolyse chlssrhydrique libère du galactose, du glucose, du mannose 

et du fucose dans les rapports : 

2 : 1,05 : 0,60 : 2,50. 

Ce rapport dcvicnt après réduction par le borohydrure de sodium : 

2 : 0,42 : 0,73 : 2 ,45 .  

La désamination oxydative des osamines fournit du lyxose et 

des traces d'arabinosc. En tenant compte du fait que l'oside D 8 a le compor- 

tement chronatographique d'un hexasaccharide et considérant le mannose et la 

glucosamine dorme les produits d'hydrolyse d'un second oside contaminant, 

nous attribuons à l'oside D 8 la structure : 

(2 Gal, 2 Fuc, G ~ ~ N H A c )  -> Glc 

H - CONCLUSION 
L'ftude des osides de 13 fraction D (7,5 p.100 d'éthanol) nous 

a permis de caractériser les glucides suivants : 

D 1 acide N-acétyl-neuraminique 

D 2 FUC -+Glc 

D 3 Xyl -, Glc 
D 4 (Fuc, Gal~ac) -+ Ga1 

D 5 (Gai, PUC) - GalNAc et (blan, G l c ~ ~ c )  -3 G lcNt'ic 

D 6 non identifié 

D 7 (2~a1, 2Fuc)-+~lc 

D 8 (2~a1, 2 Fuc, GalNac)+~lc 



10 o s i d e s  o n t  é t e  i s o l é s  de l a  f r a c t i o n  é t h a n o l i q u e  B 10 p.100 

( ~ i g . 5 0  ; p.147) .  4  d ' e t i t r e  eux s o n t  a c i d e s  ( ~ i g . 5 1  ; p.148).  Leur conpor- 

tement chrona tograph ique  e s t  p r é c i s é  dans l e  Tableau XXIV (p .149) .  Leor 

composi t ion m o l a i r e ,  dé te rminée  a v a n t  e t  a p r è s  r é d u c t i o n  e s t  donnGe dans l e  

Tableau XXV ( p .  150). 

A - L'OSIDE E 1 ( 0 , 7  mg)  

L ' o s i d e  E 1 a  é t e  i s o l é  e n  de  t r è s  f a i b l e s  q u a n t i t é s .  I l  renferme 

des  o s e s  n e u t r e s  e t  des  a c i d e s  u ron iques  dens la  p r o p o r t i o n  1 : 1. 

L 'hydro lyse  c h l o r h y d r i q u e  l i b è r e  du g l u c o s e .  Après r é d u c t i o n  p a r  l e  borohy- 

d r u r e ,  l e  g l u c o s e  d i s p a r a î t ,  t a n d i s  que des  t r a c e s  d ' a c i d e s  u ron iques  r e s t e n t  

d é c e l a b l e s  p a r  l a  méthode calorimétrique au c a r b a z o l .  Les t r o p  f a i b l e s  quan- 

t i t é s  de s u b s t r a t s  q u i  é t a i e n t  à n o t r e  d i s p o s i t i o n  ne  nous o n t  p a s  permis  

d ' i d e n t i f i e r  l ' a c i d e  u ron ique .  

B - L'OSIDE E 2  ( 2 , 2  mg) 

L ' o s i d e  E 2  renferme des  o s e s  e t  des  osamines, dans l e s  r a p p o r t s ;  

déterminés  a v a n t  e t  a p r è s  r b d u c t i o n  p a r  l e  borohydrure  de sodium, de 

1 ,75  : 1 e t  1, l  : 1, L 'hydro lyse  c h l o r h y d r i q u e  l i b è r e  du g a l a c t o s e ,  du g l u -  

c o s e  e t  du f u c o s e  (F ig .52  ; p.151),  dans l e s  p r o p o r t i o n s  1,l : 0 , 2  : 1. 

Après r k d u c t i o n ,  c e s  r a p p o r t s  s o n t  : 0 , 3 9  : O : I 

La d é s a n i n a t i o n  oxyda t ive  de  l l o s a n i n e  condui t  au  lyxose  (Fig .53 ; . 

p.151) .  L ' o s i d e  E 2  poss2de 12 s t r u c t u r e  du t r i s a c c h a r i d e  s u i v a n t  : 

( ~ a l N A c ,  Fuc ) + ~ a 1  

s o u i l 1 6  probablement d ' u n  d i s a c c h a r i d e  c o n s t i t u e  de  g a l a c t o s e  e t  

d e  g lucose .  

C - L'OSIDE E 3 (moins de  1 mg) 

L ' o s i d e  E 3 ,  i s o l é  en de trés f a i b l e s  q u a n t i t é s ,  reriferme des  o s e s  

n e u t r e s  c t  des  a c i d e s  u ron iques ,  dans l e s  p r o p o r t i o n s  2 , 2  : 1. L 'ose  n e u t r e  

a é t é  i d e n t i f i é  a u  g l u c o s e .  Fau te  de  s u b s t r a t ,  la s t r u c t u r e  de  c e t  o s i d e  

n ' a  pu ê t r e  é t u d i 6 e  p l u s  en  d é t a i l .  

D - L'OSIDE E ( 1 , 4  mg) 

L ' o s i d e  E 4  renferme des o s e s  n e u t r e s  e t  des  a c i d e s  s i a l i q u e s  

dans l e s  p r o p o r t i o n s  i , 1 6  : 1. Après r 6 d u c t i o n ,  s e u l  s u b s i s t e  l ' a c i d e  s i a l i q u e .  

L 'ose  n e u t r e  a  é t é  i d e n t i f i é  au g a l a c t o s e .  L ' o s i d e  E 4  possède l a  s t r u c t u r e  

s u i v a n t e  : Acide s i a l i q u e + G a l n c t o s e .  



Figure 50 

Ck~mmatographie sur papier des oligosaccharides isolés de l a  fraction I O  p. 100 
d7étha,nol (~ rac t ion  E). Papier Wkiatman no 3. &-stèmes-solvants : A : n-butanol/ 
acide acétique/eau (4 : 1 : 5) ; B : acétate d*éthyle/pyridine/eau (2 : 1 : 2). 
Révélation à lsoxalate da aniline. 



Figure 51 

Electrophorèse sur papier des osides de la fraction E. Papier W b a b  nQ 3. 
Système-tampon de MiCB (288) de pH 3,5. T : solution témoin de lactose. 



T a b l e a u  XXrV 

Comportement chromatographique des osides de la fraction E 

( 
( ~ y s  tèmes-solvants (*) 1 
( 

Osides 
1 2 

) 

(------------------:------------------:---------------- ) 
( 

) 

( E 1' 1 ,30 0,37 ) 

( 
) 

( 
) 

t E 2 1 ,19 0, 95 1 
( 

) 

( 
( E 3 0, 88 Oy25 ) 

( 
1 

( 
) 

( E 4 0,78 0,41 1 
( 
( 

) 

( E 5 O, 67 O, 68 ) 

( 
1 

( 
) 

( 
E 6 - - 

( 
) 

( 
) 

( 
3 7 - - 

( 
1 

( 
1 

( 
E 8 0936 0,45 1 

( 
) 

( 
1 

( E 9 0923 0,05 1 
( 

1 
) 

E 10 O, 25 

(*) (1 ) : n-butanol/acide acétique/eau (4 : 1 : 5) 

(2) : acétate dtéthyle/pyridine/eau (2 : 1 : 2) 

Les vitesses de migration sont données par rapport à celle 
du lactose. 



T a b l e a u  XXV 

Composition molaire des osides de l a  f r ac t ion  E 

Oses 

: Osmines : O : 1 : O  O I I a I j 

: Acides 
: Uroniques : 

avant , 
réduction : 

Ga1 

' O '  

( : Glc : f t 0 , 2 :  s t - :  

Man 

: Fuc 

( : GlcNAc : t t : - ! + : 1 )  
( 
( 

) 

: oses  
) < : O : 1 , l  : O : 0,24 : 16 : 5,72 : 5,2 ) 

* Osamines 

o Acides 
: Sial iques : 

( 
' Acides * :  : * : O :  

i 
( après " Uroniques . 1 
( réduction : ) 
( G a 1  0,60 0,68 ' 0,49 1 
( > 
( : Glc : 0,21 : 0,11 : 0,16 ) 

Man 

( : Fuc 



Chromatographie sur  papier des hydrolysats chlorhydriques des osides 
de l a  fraction E, avant e t  après réduction par l e  borohydrure de sodium. 
Papier Whatman no 1. Système-solvant : acétate dr éthyle/~yridine/eau 
(2 : 1 : 2). Révélation à laoxala te  d'aniline. 

Chromatographie 8ur papier des produits de l a  ddsamination oxydative 
par l a  ninhyàrine de l a  l'fraction osaminet' des hydmlysats acides des 
osides de l a  fraction E. Papier Wha-tman no 3. Sy stème-solvant : aci  t a t e  
dr éthyle/pyridine/eau (2 : 1 : 2). Révélation par l e  réact i f  à l toxalate 
dr aniline, 



E - L'OSIDE E 5 ( l , 8  mg) 

L 'os ide  E 5  renferme des oses  e t  des osamines dans l e  rappor t  

6  : 1. Ce r appor t  devient 16 : 1 après  réduct ion  pa r  l e  borohydrure de sodium, 

L1hydrolyse chlorhydrique l i b è r e  du ga l ac tose ,  du glucose, du mannose e t  du 

fucose ( ~ i ~ . 5 2  ; p.151), dans des r appor t s ,  déterminés avant  e t  après  réduct ion  

par  l e  borohydrure de sodium, de 0,68 : 0 , 5 1  : 1 : 0,37 e t  

0 ,60 : 0,31  : 1 : G,35. 

La désamination oxydat ive de l 'osamine, é luée  de l 'échangeur  de ca t ions  

conduit  à l ' a r ab inose  ( ~ i ~ . 5 3  ; p.151).  Ces va l eu r s  témoignent de 1'hétérogénQ- 

i t é  du composé E 5, qui  possède 2 oses  en p o s i t i o n  r é d u c t r i c e  te rmina le ,  du 

glucose e t  de l a  N-acétylosamine. L'un a  des os ides  a  f o r t  probablement l a  

s t r u c t u r e  su ivan te  : 

( 2  Gal ,  F U C ) ~  Glc ,  t a n d i s  que l e  second e s t  s o i t  un tri- ,  s o i t  

un t é t r a s a c c h a r i d e  dont l e s  s t r u c t u r e s  poss ib l e s  sont  : 

(2 Plan) -5GlcNAc ou 

(2 Man, ~ l c ~ A c ) - - + G l c N A c  

F - L'OSIDE E 8 (8 mg) 

L 'os ide  E 8 renferme des oses  e t  des osamines dans des rappor ts  

déterminés avant e t  après r éduc t ion  p a r  l e  borohydrure de sodium, de 2,62 : 

1 e t  5 ,12 : 1. De même, l e s  r appor t s  mola i res  des oses  n e u t r e s ,  l i b é r é s  par  

hydrolyse chlorhydrique avant  e t  après  réduct ion  (Fig.52 ; p.151),  s o n t ,  

pour l e  ga l ac tose ,  l e  glucose,  l e  mannose e t  l e  fucose : 

0,72 : 0,40 : 1 : 0,68 e t  

0,68 : 0,11  : 1 : 0,70.  

La désamination oxydat ive de l 'osamine conduit  exclusivement à 

l ' a r a b i n o s e .  Ces r é s u l t a t s  ne s ' e x p l i q u e n t  que par  l ' e x i s t e n c e  du mélange 

de deux os idesdon t  l e s  s t r u c t u r e s  r e spec t ives  son t  : 

( a )  ( 2 ~ a 1 ,  2 ~ u c ) - t 3  Glc 

(b)  ( 2 ~ a n ,  G ~ C N A C ) - + G ~ C N A C  

Le g luc ide  E 8 possède d ' a i l l e u r s  l e  comportement chromatographique 

de D 7, qu i  a  é t é  i d e n t i f i 6  à ( a ) .  

G - L'OSIDE E 10 (1 ,4  mg) 

L 'os ide  E 10 renferme des oses  e t  des osamines dans des rappor ts  

déterminés avant  e t  après  r éduc t ion  par  l e  borohydrure de sodium de 2,85 : 1 

e t  5 ,28  : 1. L'hydrolyse chlorhydrique,  r é a l i s é e  avant e t  ap rè s  réduct ion ,  

l i b è r e  du ga l ac tose ,  du gliicose, du mannose e t  du fucose (Fig.52 ; p.151) 

dans l e s  propor t ions  : 0,54  : 0,28  : 1 : 0,57 

e t  0 ,49  : 0,lG : 1 : 0 , 5 1  



La désanina t ion  oxydative des osamines, é luées  des r é s i n e s  échangeuses 

d ' i ons , condu i t  à un mélange d ' a r ab inose  e t  de lyxose ( ~ i g . 5 3  ; p.151), dans 

l e s  r appor t s ,  estimés par  approximation, de 3 à 4 : 1. Le composé E 10 e s t  en f a i t  

l e  mélange de  deux o l igosaccha r ides ,  l e  premier c o n s t i t u é  de ga lac tose ,  glucose,  

fucose e t  galactosamine, s e lon  l e  schéma : 

(2 Gal ,  2  Puc, GnPNAc)-c-Glc 

e t  l e  second de mannose e t  de glucosainine. Cc de rn i e r  possède ou moins deux 

osanines ,  dont l ' u n e  en p o s i t i o n  r é d u c t r i c e  te rmina le .  Nous n'avons pu malheu- 
mannos e  

reuseinent d é t e r n i n é r  avec c e r t i t u d e  l e  r appor t  
N-acétylglucosarnine ' 

H - CONCLUSION 

Les o l igosacchar ides  i s o l é s  de l a  f r a c t i o n  E possèdent l e s  s t r u c t u r e s  

su ivan te s  : 

E 1 ac ide  uronique --+glucose 

E 2  ( G ~ ~ N L I C ,  FUC) -+ F al 

E 3  (ac ide  uronique)  + Glc 

E 4  Acide s ial ique--Xol  

E 5 (2 Gal, Fut)-+ Glc + (2  an) + ~ 1 c ~ t " i c  ou (2 Man, ~ l c N A c ) + G l c ~ A c  

'j non i d e n t i f i é s  
E 7  \ 
E 8 (2 Gal,  2  F u c ) + ~ l c  + (2 Man, ~ l cNAc) -+~ lcNi" i c  

E 9 non i d e n t i f i é  

E 10 (2 Gal,  2 Fuc, GalNAc) -Glc 

+ (n Man, G ~ C N A C ) -  GlcNAc 

9 o l igosacchar ides  on t  Bté i s o l é s  de l a  f r a c t i o n  à 15 p.100 d ' c thano l  

( ~ i g . 5 4  ; p.154).  Les os ides  3 ,4 ,5  e t  7 donnent en é lec t rophorèse  dans l e  

tampon de MICHL (pH 3 ,5 )  2  bandes migrant respect ivement  dans l a  zone des g luc ides  

n e u t r e s  e t  ac ides  (Fig.55 ; p.154).  

Après avoi r  é t é  i s o l e s  par  é lec t rophor6se  p répa ra t ive  s u r  papier ,  ces  

o s i d e s ,  ac ides  ou neu t r e s ,  s e  dédoublent à nouveau, ce q u i  nous amène à penser  

que nous nous trouvons en présence des formes lac toniques  e t  ac ides  d'un même 

o l igosacchar ide  renfermant un c o n s t i t u a n t  acide.Le comportement chromatographique 

des o s i d e s  de l a  f r a c t i o n  F e s t  donné dans l e  Tableau XXVI ; p.  155).  

A - L'OSIDE F 1 (1 ,8  ng)  

L 'os ide  F 1 f o u r n i t  avec l e  r é a c t i f  à l ' u rée-chlorhydr ique ,  l a  c o l o r a t i o n  

b leue  spéc i f ique  des ~ S t o h e x o s e s .  L'hydrolyse ménagée (H SO 0 , l  N ,  100°C, 1 h )  
2 4 '  



Chromatographie sur papier des osides de la fraction F (15 p. 100 dséthanol). 
Papier Whatman no 3. Systèmes-solvants : A : n-butanol/acide acétique/eau 
(4 : 1 : 5) ; B : acétate d*éthyle/pyridine/eau (2 : 1 : 2). Révélation à 
lsoxalate d8ailili.ne. 

Electrophorèse sur papier des osides de la fraction Fe Papier Wha-tman ne 3. 
Système tampon de MICHL (289) de pH 3,5. Révélation à ltoxalate d'anilinee 



T a b l e a u  XXVI 

Comportement chromatographique des osides de la fraction F 
(15 p. 100 d'éthanol) 

Sys tèmesSolvants (*) 1 
( 

Osides 
2 

) 
1 

( -----mm------------- : ----------- - ------ : ----- ------------- 1 

( 
) 

( F 1 0,45 0,61 1 
( 
( 

F 2 0,32 0,47 ) 

( 
) 

( F 3 1,57 0948 ) 

( 
( F 4 1,25 O, 36 1 
( 

1 

( F 5 1,17 0,36 1 
( 
( 

F 6 0,46 0942 

( 
) 

( F 7 O, 85 0,28 

( F 8 0.36 
( 

O, 26 ) 

( 
1 

( F 9 0929 0.21 1 

(*) (1) a n-butanol/acide acétique/eau (4 : 1 : 5) .- 

(2) : acétate dt éthyle/pyridine/eau (2  : 1 : 2) 

Les vitesses de migration sont données par rapport à celle 
du lactose. 



c o n d u i t  à un n é l a n g e ,  dans l e s  r a p p o r t s  e s t imds  v i s u e l l e m e n t  s u r  l e s  chroma- 

togrammes, d e  1 : 3 .  La f a i b l e  q u a n t i t e . d e  s u b s t r a t  en n o t r e  p o s s e s s i o n  ne  

nous a  p a s  permis  de  p r é c i s e r  l a  s t r u c t u r e  de  cc g l u c o - t r i - f r u c t o s e ,  

B - L'OSIDE F 2  (14 mg) 

L ' o s i d c  F 2 ne c o n t i e n t  que des  o s e s  n e u t r e s .  L 'hydro lyse  chlorhy-  

d r i q u e  n e  l i b è r e  que du g lucose .  Le d e g r é  de p o l y m é r i s a t i o n ,  dé te rminé  eii dosant 

l e  g lucose  a v a n t  e t  a p r è s  r é d u c t i o n  e s t  de : n = 
2 16 

216 - 155 
= 4 ; 2  

La s t r u c t u r e  de l ' o s i d e  F 2 e s t  donc : 

~ l c ~  Glc  

C - L'OSIDE F 3  ( 1 , 2  mg) 

L ' o s i d e  F 3  possède l e  comportement chromatographique e t  é l e c t r o p h c -  

r é t i q u e  d ' u n e  s u b s t a n c e  a c i d e  ( F i g u r e  55 ; p.154) .  Les dosages  calorimétrique 

à l ' o r c i n o l  s u l f u r i q u e  e t  au c a r b a z o l  s u l f u r i q u e  i n d i q u e n t  q u ' i l  renferme des 

o s e s  n e u t r e s  e t  des  a c i d e s  u ron iques  dans l e  r a p p o r t  1 : 1 ,76 .  Après r 6 d u c t i o n  

l a  t o t a l i t é  des  o s e s  n e u t r e s  d i s p a r a î t .  

L 'hydro lyse  ch lo rhydr ique  ( H C ~  2 N ; 1 h )  l i b è r e  exclus ivement  du 

g lucose  e t  un g l u c i d e  possédant  l e  comportement chromatographique de l a  

g lucurone.  ( ~ i g . 5 6  ; p.157 1. C e t t e  d e r n i è r e  a  é t é  i s o l é e  p a r  chrona togra -  

p h i e  p r é p a r a t i v e  s u r  p a p i e r ,  r e p r i s c  p a r  une g o u t t e  d'ammoniaque à -5 p.100 

e t  soumise à l ~ é l e c t r o p h o r è s e  dans l e  tampon b o r a t é  de  M U C H  e t  LARSEN ( 2 9 8 )  

L ' a c i d e  u ron ique ,  r é v é l é  p a r  l ' o x a l a t e  d ' a n i l i n e  a  l e  comportement 

chromatographiqüe de  l ' a c i d e  g lucuron ique .  L a  s t r u c t u r e  de l ' o s i d c  F 3  e s t  

donc 

( ~ l c ~ r ) ~ - +  Glc 

D - L'OSIDE F 4 (moins de  1 mg) 

L ' o s i d e  F 4 possède l e s  p r o p r i c t é s  d 'un  g l u c i d e  a c i d e .  Les dosages 

calorimétriques i n d i q u e n t  q u ' i l  renferme d e s  o s e s  n e u t r e s ,  d e s  osamines e t  des 

a c i d e s  u r o n i q u e s  dans  l e s  r a p p o r t s  1,l : 1 : 0 , 9 7  (Tableau X X V I I  ; p .  1 5 8 ) .  

C e  r a p p o r t  d e v i e n t  O : 1 : 1 a p r è s  r é d u c t i o n  p a r  l e  borohydrurc  de  sodium. 

L 'hydrolysechlorhydrique l i b è r e  du g l u c o s e ,  de  l a  glucosamine ( i d e n t i f i é e  

p a r  désamina t ion  oxyda t ive )  e t  de l a  g l u c u r o n e ) .  La s t r u c t u r c  de l ' o s i d e  F 4 

e s t  donc : 

(GlcUr , G~cNHAc) j Glc 



Figure 56 

Chromatographie sur papier des hydrolysats chlorhydriques des osides 
de l a  fraction 3'. Papier Whatman ne 1. Systèmeaolvant : n & ~ l /  
acide acétique/eau (4 : 1 : 5). Révélation à laoxalate deaniline. 



T a b l e a u  XXVII 

Composition molaire des osides de l a  f r ac t ion  F 

' Oses 

Acides 

: Uroniques : 

: Ga1 \ avant I : 0,54 
( réduction : Glc : 1 : 4 : + : +  : + + : 0 , 6 1 : ~ : 1 , 2 0 :  O ) 

: Man 

: Fuc 

FRU 

: GalNAc 

GlcNAc ' + j 
: " )  

I 
( 

---- 4 
( : Oses 

) 
: 0 , 2 9 :  O : O : 2 , 2 6 :  O : 3 , 2 2 :  i-t ) 

Osamines 1 
: Acides 
: Uroniques : 

: GlcUr 

G a 1  ( après : 
( réduction : Glc 

M a n  

: Fuc 

FRU 

: GalNAc 

t : 2  : : GlcNAc * :  



E - L'OSIDE F 5 (0,940 mg) 

L ' o s i d e  F 5 possède l e s  p r o p r i é t é s  d ' u n  g l u c i d e  a c i d e ,  I l  renferme 

des  o s e s  n e u t r e s ,  d e s  osamines e t  des  a c i d e s  u ron iques  dans l e s  r a p - o r t s ,  

dé te rmines  a v a n t  r é d u c t i o n  p a r  l e  borohydrure  de sodiuni de  1 ,20 : 1 i 1 ,05 .  

Les o s e s  n e u t r e s  d i s p a r a i s e e n t  t o t a l e m e n t  a p r è s  r é d u c t i o n .  L 'hydro lyse  ch lo -  

rhydr ique  l i b è r e  du g l u c o s e ,  de  l a  glucosamine e t  de  l a  g lucurone (F ig .56  ; 

p .  157) .  L ' o s i d e  F 5  possède donc l a  s t r u c t u r e  s u i v a n t e  : 

F - L'OSIDE F 6  ( 2 , 3  mg) 

L ' o s i d e  F 6  renferriie des o s e s  n e u t r e s  e t  des  osamines,  dans  des  

r a p p o r t s ,  déterminGs a v a n t  e t  a p r è s  r c d u c t i o n ,  d e  2 ,8  : 1 e t  2,2G : 1. I l  

e s t  constitue de  g a l a c t o s e ,  d e  g lucose ,  de mannose e t  de fucose .  La majeure  

p a r t i e  du g lucose  e s t  d é t r u i t e  p a r  l ' a c t i o n  du borohydrure  de sodium. L a  

désaminat ion o x y d a t i v e  des  osamines c o n d u i t  à un mélange d ' a r a b i n o s e  e t  de 

lyxose  (Fig .58 ; p ,160) ,  dans l e  r a p p o r t  d ' e n v i r o n  2  : 1. Après r c d u c t i o n  p a r  

l e  borohydrure  de sodium, c e  r a p p o r t  t end  v e r s  1. 

Compte t e n u  que F 6  possède l e  comportement chromatographique d ' u n  

t é t r a s a c c h a r i d e ,  c e s  r é s u l t a t s  ne  s o n t  i n t c r p r e t a b l e s  que s i  l ' o n  c o n s i d è r e  

F 6 comme é t a n t  c o n s t i t u é  du melange des  deux o l i g o s a c c h a r i d e s  p o s s é d a n t  l e s  

s t r u c t u r e s  s u i v a n t e s :  

( a )  ( ~ a 1 ,  Fuc, G ~ ~ P J H A C )  -% Glc 

( b )  (GlcNHrlc, 2   an) + . G ~ C N H A C  

G - L'OSIDE F 7 (moins de  0,5 mg) 

L ' o s i d e  F 7 ,  i s o l é  e n  de  t r è s  f a i b l e s  q u a n t i t é s  a pu ê t r e  i d e n t i f i é  

3 un t r i s a c c h a r i d e  renfe rmant  du g l u c o s e ,  en  p o s i t i o n  t e r m i n a l e  r f d u c t r i c e ,  

de l ' a c i d e  uronique e t  une osamine. La f a i b l e  q u a n t i t 6  de s u b s t r a t  n e  nous a  

pas  permis  d ' i d e n t i f i e r  avec c e r t i t u d e  l ' o s a n i n e  e t  l ' a c i d e  u ron ique ,  

H - L'OSIDE 5' 8 ( 2 , 2  rag) 

L ' o s i d c  F 8 renferme des  o s e s  n e u t r e s  e t  des osamines dans l e s  

r a p p o r t s ,  d6 te rminfs  a v a n t  e t  a p r è s  r é d u c t i o n  : 4 , 1 9  ; 1 e t  3 ,22  : 1. I l  

e s t  conpos6 de g a l a c t o s e ,  de g lucose ,  de f u c o s c  e t  de  galactosarnine ( F i g .  

57 ; p .  160 e t  58 ; p .  160) dans l e s  r a p p o r t s  2  : 1 ,20  : 0 , 9 0  : I. Le g l a c o s c  

e s t  t o t a l e m e n t  d G t r u i t  aprEs rGduct ion p a r  l e  borohydrure  d e  sodium. L ' o s i d e  

F 6 possède donc l a  composi t ion s u i v a n t c  : 

( 2  Ga l ,  GalNHAc, FUC)+ Glc  



Figure 57 

Ck..romatographie s v r  papier des hydrolysats chlorhydriques des osides 
neutres de l a  f r ac t ion  F (15 p. 100 d'éthanol) avant (A) e t  après 
r é d ~ ~ c t i o n  (B) per l e  borohydrure de sodium. Papier Whatman no 1. 
Système-solvarit : acEtate dléthyle/pyridine/eau (2 : 1 : 2). Révélation 
à l ' oxa la t e  d'aniline. 

-_- ' 
Figure 58 

Chromatographie des produits de l a  désamination oxydative par  l a  
ninhydrine de l a  "fract ion osaminen des hydrolysats acides des osides 
de l a  f r ac t ion  F. Papier Wha-hnan ne 3. Système-solvant : n--butanol/ 
acide acétique/eau (4 : 1 : 5). Révélation par  l e  r éac t i f  à l 'oxalate  
d'aniline . 



1 - L'OSIDE F  9 ( 4 , 2  mg) 

L ' o s i d e  F  9 renferme des  o s e s  e t  des osamines dans  l e s  r a p p o r t s  

4 , 7  : 1. Après r é d u c t i o n ,  c e  r a p p o r t  d e v i e n t  12 : 1 e t  montre  que l ' o samine  

e s t  en  p o s i t i o n  t e r m i n a l e  r é d u c t r i c e .  L 'hydro lyse  c h l o r h y d r i q u e  l i b e r e  du 

g a l a c t o s e ,  du nannose e t  du fucose  ( ~ i g . 5 7  ; p.160) dans d e s  r a p p o r t s  q u i  

r e s t e n t  p ra t iquement  inchangés  a p r è s  r é d u c t i o n  : 

1 ,85  : 1 : 1 ,83  e t  1 , 8 7  : 1 ; 1 , G O  

La désaminat ion oxyda t ive  de l ' o s a n i n e ,  é l u é e  de  l ' é c h a n g e u r  d e  

c a t i o n s  c o n d u i t  à l ' a r a b i n o s e  ( ~ i ~ . 5 8  ; p.160) c a r a c t é r i s t i q u e  de l a  gluco- 

samine. L ' o s i d e  F 9 possède donc l a  s t r u c t u r e  s u i v a n t e  : 

( 2  Ga l ,  Man, 2  Fut)-+G~CNAC 

J - CONCLUSION 

Les o s i d e s  de l n  f r a c t i o n  F (15 p.100 d ' é t h a n o l )  posseden t  l e s  

s t r u c t u r e s  s u i v a n t e s  : 

F 1 ( 3 F r u , G l c )  

~2  ( ~ G ~ c ) - G ~ c  

F 3 (2  Glc~r)--+.  Glc  

F  6 (Gai, Fuc, GalNHAc) + G l c  + (G~cNHAc, 2    an) GlcNHr4ic 

F 7 (Ac. U r ,  osamine) -;. Glc 

F 8 (2  G a 1 ,  GlcNHAe, Fuc)-+Glc 

F 9 ( 2 G a 1 ,  Nan, ~ F U C ) ~ G ~ C N I ~ ~ ~ C  

V I 1 1  - LA FhlCTION A 25 p .  100 D 'ETHANOL. : FRACTION G 

5 o s i d e s  o n t  é té i s o l é s  de la  f r a c t i o n  à 25 p.100 d ' é t h a n o l ,  p a r  

chromatographie  p r é p a r a t i v e  s u r  p a p i e r  dans l e s  sys tèmes-so lvan t s  : n-butanol /  

a c i d e  a c é t i q u e / e a u  (4:1:5) e t  a c é t a t e  d ' é t h y l e / p y r i d i n e / e a u  (2:1:2) .  Ces 5 

o s i d e s  possèden t  l e  comportement é l e c t r o p h o r é t i q u e  de g l u c i d e s  a c i d e s  

( F i g .  59; p.162).  Les composés G 1 e t  G 2  s e  dédoublent  en  deux bande$ 

m i g r a n t  r espec t ivement  dans l a  zone des  composés n e u t r e s  e t  a c i d e s .  Clracun 

de c e s  s u c r e s ,  i s o l é  à l ' é t a t  p u r  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  p r é p a r a t i v e  s u r  p a p i e r  

f o u r n i t  à nouveau deux bandes q u i  cor responden t  donc aux formes l a c t o n e  e t  

a c i d e  d 'une  même s u 5 s t a n c e .  Le comporéeraenl chromatographique e t  l a  conposi-  

t i o n  m o l a i r e  d e s  o s i d e s  de l a  f r a c t i o n  f': s o n t  donnés dans les Tableaux XXVIII 

(p .163)  e t  YXIX (p .154) .  



Chromatographie sur papier des oligosaccl̂ ,arides isolés de la 
fraction 25 p. 100 d1 éthanol (fraction G) , Papier Wha-tman ne 3. 
Sjstè~es-solvants : A : n-butanol/acide ac6tique/eau (4 : 1 : 5) ; 
B : acgtate d'éthyle/pyridine/scide acétique/eau (5 : 5 : 1 : 3). 

Elsctro~horèse s~rr  papier des oligosaccharider de la fraction G. 
Papier W-atman ne 3. SJ-stème tampon de MICHL (291 ) de pH 3,9. 



T a b l e a u  XXVIII 

Comportement chromatographique des osides de la fraction G 
(25 p. 100 d'éthanol) 

( ) 
( 

Sys tèrnes-Solvants (*) 
) 

(2) : acétate d'éthyle/pyridine/eau (2 : 1 : 2) 

(3) : acétate d'éthyle/pyridine/acide acétique/eau (5 : 5 : 1 : 3) 

Les vitesses de migration sont données par rapport à celle du lactose. 



T a b l e a u  XXIX 

Composition molaire des osides de l a  fraction G 

' Oses 

: Osamines 

: Acides 

: Acides 
: Sialiques 

avant : 
réduction : 

Ga1 

: Glc 

' N r n  

: GlcUr 

GlcNAc : 1 

( : Oses : 0,2 : 1,25 : i+ : 1,14 ) 
O Osamines . 

: Acides 
u 1  

: Uroniques : 

i * Acides 
Sialiques : ( après : 

( réduction : 
( : Ga1 

Glc 

: NANA 
( GlcUr 1 1 ) 
( 
( : GlcNAc : O 

-- -- - -  



A - L'OSIDE G 1 ( 3 , 4  mg) 

L s o s i d c  G 1 renferme des  osamines e t  d e s  a c i d e s  u r o n i q u e s  dans l e  

r a p p o r t  1 : 1 ,06  e t  l a  t o t a l i t é  des  o s a n i n e s  e s t  r e d u i t e  a p r è s  a c t i o n  du 

borohydrure  de s o d i u n  (Tableau XXVIII ; 2 . 1 6 3 ) .  L 'hydro lyse  c h l o r y d r i q u e  

( H C ~  2  N ; 2 h ; 100°C) l i b è r e  de I n  gl.ucosainine, i d e n t i f i é e  a p r è s  déscmina t ion  

o x y d a t i v e  p a r  l a  nLnhydr inc  (Fig .62 ; p - 1 6 6 )  e t  de  l ' a c i d e  g lucuron ique  iden-. 

t i f i é  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  dans  l e  systéme-tampon de  HAUGH e t  LARSEN ( 2 9 ) .  

Ces r é s u l t a t s  nous p e r m e t t e n t  d ' a t t r i b u e r  à l ' o s i d e  G 1 l a  s t r u c t u r c  

s u i v a n t e  : GlcUr+ GlcNHAc 

B - L'OSIDE G 2  (4,G mg) 

L'osLde G 2  renfe rme  des o s e s  n e u t r e s  e t  des  a c i d e s  u r o n i q u e s  dans 

l e  r a p p o r t  1 : 1 , 0 3 .  L ' h y d r o l y s e  c h l o r h y d r i q u e  ( H C ~  2  N ; 2  h  ; 1 0 0 ~ ~ )  l i b S r c  

du g lucose  e t  de  l ' a c i d e  g lucuron iquc  ( F i g . 6 ~ 1  ; p .166) .  Le g l u c o s e  d i s p a r a î t  

a p r è s  a c t i o n  du borohydrure  de  sod iun  (F ig .63  ; p .166) .  L ' o s i d e  G 2 possède  

donc l a  s t r u c t u r c  : 

GlcUr +Glc 

C - L'OSIDE G 3 ( 1 3 , l  mg) 

L ' o s i d e  G 3 renfe rme  des o s e s  n e u t r e s  e t  des a c i d e s  s i a l i q u e s  dans 

l e  r a p p o r t  2 , 2  : 1. L 'hydro lyse  c h l o r h y d r i q u e  ( H C ~  2  K ; 1 h  ; 1 0 0 " ~ )  l i b è r e  

du g a l a c t o s e  e t  du g l u c o s e  dans l e s  p r o p o r t i o n s  1 : 1,16 ( F i g u r e  64 ; p.167 

e t  Tableau XXVIII ; p . 1 6 3 ) .  Le g l u c o s c  e s t  en  p o . i t i o n  t e r m i n a l e  r é c ~ c t r i c e  

( ~ i g . 6 4  ; p . 1 6 7 ) .  

L ' h y d r o l y s e  a c i d e  ménagée de  l ' o s i d e  G 3 (H SO 0 , l  N ; 100°C ; 
2  4  

15 mn) l i b è r e  de  l s a c i d ê  N-ac6tylneuraininique,  i d e n t i f i é  p a r  chromatographie  

s u r  p a p i e r  dans l e  sys t5me-solvant  n-butanolln-propanolIHC1 0 , l N  ( 1 : 2 : i )  e t  

du l a c t o s e  ( F i g . 6 5  ; p .167) .  

La s t r u c t u r e  de  l ' o s i d e  G 3 e s t  donc c e l l e  d ' u n  s i a l y l l a c t o s e  : 

D - L'OSIDE G 4 ( 1 , 8  mg) 

L ' o s i d e  G 4 renfe rme  des  o s e s  n e u t r e s ,  des  osamines e t  des  a c i d e s  

s i a l i q u e s  dans  l e s  r a p p o r t s  1 , 3  : 1 , 0 2  : 1. L ' h y d r o l y s e  c h l r o h y d r i q u c  (HCL 

2  N ; 1 h ; 100°C) l i b e r e  Cu g a l a c t o s e  e t  de  l a  glucosamine ( F i g . 6 4  ; p .  1 6 7 ) .  

L a  glucosamine e s t  en p o s i t i o n  t e r m i n a l e  r é d u c t r i c e .  L ' h y d r o l y s e  a c i d e  ménagée 

(H SO 0 , l  N ; 100°C ; 15 mn) l i b è r c  de  l ' a c i d e  N-acé ty lneuran~in ique  e t  un 
2 4  

d i h o l o s i d e  p o s s 6 d a n t  l e  conpor tenen t  chromntographique de l a  N-acêtyl lac tosa-  

mine ( ~ i ~ .  65 ; . p .  167). 

L c o ç i d c  G 4 possède  donc l a  s t r u c t u r e  s u i v a n t e  : 



Chmmalngraphie s u r  papier des hydrolysats cbJorhydriques des 
osides G 1 e t  G 2. Papier Whatman ne 3. Systèmes-solvants : 
A : &-buta.nol/acide acétique/eau (4 : 1 : 5) ; B : a d t a t e  
d?éthyle/Pyridine/eau . (2  : i : 2).  

. - a  P 1 

Figure 62 -.J 

Chromatographie sur papier des produits de l a  désamination oxydative 
par  l a  nitihydrine de l a  'Pfraction osaminen des hydrolysats acides des 
osides G 1 e t  G 4. Papier Wha-ban ne 3 >" Système-solvant : ;-butanol/ 
acide acétique/eau (4 r 1 r 5) Révélation par l e  r eac t i f  à lx oxalate 
ds aniline. 



E - L'OSIDE G 5 (3 ,2  mg) 

L ' o s i d e  G 5 renferme des  o s e s  n e u t r e s  e t  des  a c i d e s  s i a l i q u c s  dans 

l e s  r a p p o r t s  2 , 1 4  : 1. L ' h y d r o l y s e  c h l o r h y d r i q u e  ( H C ~  ; 100°C ; 1 h )  l i b è r e  du 

g a l a c t o s e  e t  du g lucose  dans des  p r o p o r t i o n s  é q u i m o l é c u l a i r e s  (F'ig.64 ; p.167).  

Le g l u c o s e  e s t  cn  p o s i t i o n  t e r n i n a l e  r é d u c t r i c e .  L 'hydro lyse  a c i d e  ménagéc 

(H SO 0 , l  N ;  100°C ; 15 mn) l i b è r e  de l ' a c i d e  N-acétylneuraminiquc e t  du 
2 4  

l a c t o s e  (Fig .65 ; p .  167) .  

L ' o s i d e  G 5 possède donc l a  s t r u s t u r e  d ' u n  s i a l y l a c t o s e  : 

ANAN -. AN al -->~lc) isomère de l ' o s i d e  G 3 
:;-1,4 

F - CONCLUSION. 

Les o s i d e s  i s o l é s  de  l a  f r a c t i o n  à 25 p.100 d ' é t h a n o l  possèdent  

l e s  s t r u c t u r e s  s u i v a n t e s  : 

I X  - LA FRACTION Li 50  p .  100 D'ETHANOL : FRACTION H 

S e u l s  deux o s i d e s  o n t  pu â t r e  i s o l é s  d.. l a  f r a c t i o n  H dans un é t a t  

de p u r e t é  s a t i s f a i s a n t .  Leur comportement chromatographique e t  l e u r  composi- 

t i o n  m o l a i r e  en  o s e s  s o n t  donnés dans l e s  Tableaux XXX e t  .XXXI (p .  169) .  

L ' o s i d e  H 1 renferme des  o s e s  n e u t r e s ,  des  osamines e t  des a c i d e s  

s i a l i q u e s  dans l e s  r a p p o r t s  1 , 2  : 0 ,96  : 1. L'hydrolyse  c h l o r h y d r i q u e  ( H C ~  

2 N ; 100°C ; 1 h )  l i b è r e  du g a l a c t o s e  e t  de  l a  glucosamine dans des  propor-  

t i o n s  é q u i m o l é c u l a i r e s  (Fig.66 e t  67 ; p .  170) .  La glucosamine e s t  en p o s i t i o n  

r é d u c t r i c e  t e r m i n a l e .  

L 'hydro lyse  a c i d e  mbnagée (H SO 0 , l  N ; 100°C ; 15 mn) l i b è r e  de 
2 4  

l ' a c i d e  N-acétylneuraninique e t  un d i h o l o s i d e  possédan t  l a  v i t e s s e  de  m i g r a t i o n  

de l a  N-acétyl lactosamine ( ~ i g . 6 8  ; p .170) .  L ' o s i d e  B 1 possède  donc l a  

s t r u c t u r e  de l a  s i a l y l l a c t o s a m i n e  : 



Comportement chromatographique des osides de la fraction H 

( Sys tèmes-Solvants (*) 1 
( 1 

( 2. 
(*) (1 ) : acétate d 1  éthyle/pyridine/eau (2 o 1 : 2 )  

(2) : acétate d'éthyle/pyridine/acide acétique/eau (5 : 5 : 1 : 3) 

Les vitesses de migration sont données par rapport à celle 
du lactose 

T a b l e a u  XXXI 

Composition molaire des osides de la fraction H 

Oses 

: Osamines O, 96 O 1 
Acides avant 1 1 

( réduction . Sialiques 1 i 

i : G ~ C  O I ,02 

Oses 

( o Osamines 0 0 ) 
( : Acides 

1 1 
) 

( réduction : sialigues ) 
( * 

) 
( : Ga1 



Figure 66 

Chromatographie sur papier des hydrolysats chlorhydriques des osides 
de l a  f rac t ion  Hm A : avant réduction ; B : après réduction par  l e  
borohvdrure de sodium. 

Figure 67 

Ckmmatographie s u r  papier des produits de l a  désamination axydatire 
par  l a  ninhydrine de l a  "fract ion osamine" de lzhydrolysat acide de l 'oside H 

Figure 68 

Chromatographie sur papier des produits de l'hydrolyse p a r t i e l l e  des 
osides H 1 e t  H 2 par H2S04 dilué (O, 1 N ; 1 OC2 C ; 15 m; . 



B - L'OSIDE H 2 

L ' o s i d e  H 2 renferme des  o s e s  n e u t r e s  e t  des a c i d e s  s i a l i q u e s  

dans  l e s  r a p p o r t s  1 ,95  : 1. L 'hydro lyse  c h l o r h y d r i q u e  (HC1 2 N ; 100°C ; 

2 h ) l i b è r e  du g a l a c t o s e  e t  du g lucose  en  p r o p c r t i o n s  é q u i m o l é c u l a i r e s  

(Fig.66 ; p.170 e t  Tableau XXXI ; p.169) .  L 'hydro lyse  a c i d e  ménagée l i b è r e  

de l ' a c i d e  N-acétylneuraminique e t  du l a c t o s e  (F ig .68  ; p .170) .  La s t r u c t u r e  

de l ' o s i d e  H 2 e s t  donc : 

X - LA FRACTION A 90 p .  100 DE PIETHLiNOL : FRACTION 1 

Le r i n ç a g e  de l a  colonne de charbon-Cél i t e  p a r  l e  methano1 à 

90 p.100 nous a permis  d ' i s o l e r  encore  un c e r t a i n  nombre d ' o s i d e s ,  en 

g é n é r a l  de h a u t  p o i d s  m o l é c u l a i r e . S e u l c  l ' é t u d e  d e  4 d ' e n t r c  eux,  obtenus  

à l ' é t a t  p u r  e t  en q u a n t i t é  s u f f i s a n t e ,  a pu ê t r e  e n t r e p r i s e .  Leur com- 

por tement  chromatographique e t  l e u r  composi t ion m o l a i r e  en  o s e s  s o n t  donnees 

dans l e s  Tableaux XXXII e t  X X X I I I  (p .  172).  

A - L'OSIDE 1 2 ( 1 1  mg) 

L ' o s i d e  1 2 renferme des o s e s  n e u t r e s  e t  des osamines dans  l e  

r a p p o r t  1 , 9 1  : 1. L ' h y d r o l y s e  c h l o r h y d r i q u e  ( H c ~  2 N ; 2 h ; 1 0 0 " ~ )  l i b è r e  

du g a l a c t o s e  e t  du f u c o s e ,  dans des  p r o p o r t i o n s  équ imolécu la i res  e t  l e  

g a l a c t o s e  e s t  r 6 d u i t  p a r  l a  borohydrure  de s o d ~ u m  (Fig .70 ; p.173) .  La 

désaminat ion o x y d a t i v e  de l 'osamine c o n d u i t  au lyxose  (F ig .71  ; p .173) .  

L ' o s i d e  1 2 possède  donc l a  s t r u c t u r e  s u i v a n t e  : 

B - L'OSIDE 1 4 (8 mg) 

L ' o s i d e  1 4 ne renferme p a s  d 'osamines .  L 'hydro lyse  c h l o r h y d r i q u e  

l i b è r e  du g a l a c t o s e ,  du g l u c o s e  e t  du fucose ,  dans  des r a p p o r t s ,  de te rminés  

a v a n t  e t  a p r è s  r é d u c t i o n  p a r  l e  borohydrure  de  sodium, de : 

L ' o s i d e  1 4 possède  donc l a  s t r u c t u r e  s u i v a n t e  : 

 al, 2 FUC) G l c  

C - L'OSIDE 1 7 (3,2 mg) 

L ' o s i d e  1 7 renferme des o s e s  e t  des  osamines dans des r a p p o r t s ,  

dé te rminés  a v a n t  e t  a p r è s  r é d u c t i o n  p a r  l e  borohydrure  de  sodium, de  

2 ,15 : 1 e t  4 ,10 : 1. L s h y d r o l y s e  c h l o r h y d r i q u e  l i b è r e  du g a l a c t o s e ,  du 

g lucose ,  du mannosc e t  du fucose ,  dans l e s  p r o p o r t i o n s  détermin6es  a v a n t  



T a b l e a u  XXXII 

Comportement chrmatographique des osides de la fraction 1 
- 

( T 
( Sys tèmes-Solvants (* ) 1 

(*) (1 ) : g-butanol/acide acétique/eau (4 : 1 : 5) 
(2) : acétate dféthyle/pyridine/eau (2 : 1 : 2) 
Les vitesses de migration sont données par rapport à celle du lactose. 

T a b 1 e a u XXXIII 

Composition molaire des osides de la fraction 1 

Oses 

: Osamines : 1 O 1 : 1 )  
1 

( avant : ~ l c  i l 9 0 9  : 0,32 : 1,04 ) 
( réduction : 
( 

1 1 O )  

GalMAc 

: GlcNAc 

: Oses 
( : osamines : 1 : 1 : I  j 
( ) 

( après : Glc : O,I : O,IO O j 
( réduction : 
( 

GalNAc 

: GlcNAc : 0,5 : 

\ 



figure 69 
Chromtographi e sur papi er des olf gosacchari des de la fraction 
1, Papier Whatman n03.Système-so1vant:n-butanoliacide acétique1 
eau (4:I:S) .Révélation ltoxalat e d'aniline, 

Figure 70 
Chrmatographie des hydrol sats chlorhydriques des osides de 
la fraction I,avant(l LU Y et après ré&ction( 1R à I O R )  par 
le borohydrure de sodfum. Papier Whatman noï. Système-solvant: 
acétate dtéthylelpyridine leau ( 2:I:Z ), Rév4lation à lioxa- 
late draniline. 

Plgure 71 
Chromatographie des produits de la désanination oxydative par 
la ninhydrine de la fraction "osamine" des hydrolysal;~ acldes 
des os.ides de la fraction 1, Papier Whatman n03, Système-sol- 
vant: n-butanollacide ac6tïque)eau ( 4:1:5). Révhlation l i  
oxalat e d'aniline. 



et après réduction par le borohydrure de sodium : 

0,30 : 0,32 : 1 : 0,55 

0,32 : 0,10 : 1 : 0,58 

La désamination oxydative de l'osamine conduit .k l'arabinose (Fig. 71 ; p. 173). 

Ces résultats s'expliquent si l'on considère que le composé 1 7  est le mélange des 

deux osides suivants : 

 al, 2 FUC) --.- Glc 
et (2  an, G~CNAC) ~lcîg~c 

D - L'OSIDE 1 10 (18 mg) 

L'oside 1 10 renferme des oses et des osaaines dans les rapports 

suivants : 

avant réduction : 4905 : 1 

après réduction par BH K : 4 3,28 : 1 

L'hydrolyse chlorhydrique ( ~ i ~ .  70 ; p. 173) libère du galactose, du glucose et du 

fucose dans les rapports 1 : 1 ,O4 : 1,93. Le glucose est en position terminale 

réductrice. La désamination oxydative de ltosamine conduit au lyxose (Fig. 71 ; 

p. 173). La structure de l'oside 1 10 est donc : 

(Gal, 2 Fuc, GalNAc) > Glc 

E - CONCLUSION 

Les structures des osides de la fraction I sont les suivantes : 

2 : (kic, GalNAc) > Ga1 

4 :  a al, 2 FUC) -) Glc 

7 :  a al, 2 FUC) -> Glc 

+ (2  an, G~CNAC) -) G~CNAC 

10 :  a al, 2 Fuc, GalNAc) -> Glc 



39 CONCLUS ION ET DEUSSION 

Le Tableau XXXIV (p. 176) résume l e s  résul ta ts  obtenus après l 'étude des 

72 préparations d'oligosaccharides isolées de l 'urine hunaine normale, 3'7 composés 

ont é té  en f a i t  caractérisés, car certaines préparations étaient  identiques. 

L'urine renferme en r éa l i t é  un nombre beaucoup plus élevé dcoligosaccharides, 

50 à 80 environ, dont l e s  taux varient de quelques 2t plusieurs dizaines de 

m g  par 1. L'étude des osides de haut poids moléculaire, en part iculier ,  n 'a  pas 

é t é  entreprise, faute de pouvoir l e s  i so le r  à l ' é t a t  pur avec l e s  techniques 

chromatographiques actuellement ut i l i sées .  

Le lactose e t  l e  saccharose, dont l a  présence dans l e s  urines normales 

avait  é t é  signalée dès 1 953 par M O N T W U ,  (292) représentent près du quart de l a  

t o t a l i t é  des osides urinaires. Viennent ensuite l e  xylosido-glucose (également 

signalé par MONTREUIL) (293 ), e t  l e  fucosido-glucose, puis toute une famille de 

composés renfermant en proportions variables du galactose, du fucose, de la 

N-acétylgalactosamine e t  du glucose, ce dernier occupant l a  position terminale 

réductrice. 

Trois de ces osides ont é té  précédemment décri ts  par LUNDBLAD (294) 

(voir p. .21) qui avait  é tab l i  une corrélation entre leur  présence dans l 'ur ine  e t  

l a  nature du groupe sanguin de l'individu. 

Nous avons également isolés  quelques osides acides, renfermant de 

l 'acide N-acétyineuraminique, e t  qui correspondent aux osides décr i t s  par 

(295) ,  qui en a précisé la structure (voir  p. 21 ). 

Nous avons, en outre, montré l 'existence d'osides qui se  trouvent dans 

l 'urine qu'en t r è s  faibles quantités, e t  qui renferment, d'une part i  du mannose e t  

de l a  N-acétylglucosamine (cette dernière occupant toujours la position réductrice 

term~nale) e t  d 'autre par t  de l 'acide glucuronique, de l a  N-acétylglucosamine, e t  

parfois du glucose. 

ORIGINE DES OLIGOSACCHARIDES URINAIRES 

Il sera  particulièrement intéressant de rechercher l 'or ig ine  des oligo- 

saccharides urinaires, dont l a  correspondent à des produits du catabolisme 

de constituants glucidiques sériques ou t i ssula i res ,  malheureusement souvent m a l  



T a  b 1 e a  u XXXIV (suite) 

Vitesse de migration (*) ) 
Désignation de L'oside 

1 . 2  3 > 

 a al, Fuc, G ~ ~ N A c )  +Glc 

( :  al, Fuc, G ~ I X A ~ )  +Glc : E 5 : 
( N-acétylgalac-: ' 

( tosamine 
. (Gai, 2 Fuc, ~ a l N ~ c )  -)Glc : C I O :  

:   al, 2Fuc, ~ a ? . ~ ~ c ) + l c  : I I 0  : 

F 8  : (2 Gal, hic, G~NAC) j C l c  

: ( 2  Gal, 2 kic, GalN~c) j ~ l c  : C 11 : 

(2 Gal, 2 hic, ~alNAc) +Glc j D 8 0,19 

: (2  Gai, 2 Fuc, ~ a l N ~ c )  +Glc : E 10 : 0,20 

: GlcUr j G l c  : G 2  : 

: GlcUr j G l c  

: 2 GlcUr +Glc 

GlcUr -j.GlcNAc 

: (Glc~r ,  G~CNAC) \Glc 
\ : ( G ~ C U P ,  G ~ C N A C  ) .-+Glc ( Osides acides : 

$ : ANAN +Ga1 
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définis. Nous sommes donc ici amenés à ne formuler que des hypothèses quant à 

l'origine probable de certains constituants urinaires. 

1 - O R I G I N E  AJJIMENmlRE * 

La présence dans 1 'urine de certains oligosaccharides est étroitement 

liée avec l'alimentation : c'est le cas, par exemple, du lactose, du saccharose, 

du maltose et des osides à pentoses qui disparaissent totalement après un jeûne 

glucidique de trois jours. Le taux des autres oligosaccharides diminue considéra- 

blement, mais on peut aisément caractériser des substances renfermant essentielle- 

ment du galactose, du glucose, du fucose et de la N-acétylgalactosamine. 

Les oligosaccharides constitués de galactose, mannose, fucose et gluco- 

samine possèdekit une composition analogue à celle de fragments isolés de glyco- 

protéines sériques diverses. Ils ne sont présents dans l'urine cependant qu'à 

l'état de traces, de meme que les aldoses étudiés précédemment : galactose, mannose 'j 
et ES-acétylglucosamine , 

Les oligosaccharides à glucose réducteur représentent, après le lactose :i$ 
I' 

et le saccharose, le groupe le plus important. Les osides à acide N-acétylneurami- . 
nique (sialyllac tose et sialyllac tosamine ) , en particulier, peuvent 8 tre très 

aisément considérés comme des produits de dégradation de gangliosides ( ~ i ~ .  72 ; . , I 

0. 178). A 
, 3i 

Les osides neutres, composés de galactosamine, de fucose, de galactose .:\! 

< $ 
et de glucose, ne peuvent, par contre, Btre rattachés à aucune structure glucidi- ,:Lj 
que connue. Ils représentent une certaine analogie avec les osides du lait de 

Femme décrits par KUHN (296) et par MONTREüIL (297) (Fig. 19 ; p. 76) et encore -; !i 
- 7  

avec les fucoglycolipides à activité Lewis b récemment caractérisés par HBI(OMOR1 1 

et APQREWS (298) dans des tissus glandulaires épithéliaux et dont le taux augmente 1 
.r 

considérablement dans les tissus tumoraux (Fig. 73 ; p. 178). Cependant, dans ces 

deux cas, llosamine est toujours la N-acétylglucosamine. Seuls, les gangliosides 

et les globosides (asialogangliosides ) renferment de la N-acétylgalac tosamine, et . : 
1 

il est raisonnable de penser qu'un certain nombre d'oligosaccharides de l'urine 

sont des fragments de fucoglobosides cellulaires jusqulà présent inconnus. 



@-D-G~~P( 1 -7 3 )-B-D-G~~EJAC~-( 1 -+ 4)-B-D-Galp-(1 + 4)-$-D-Glcp-(1- céramide) 
3 

P-D-G~~NAC~-(I +. 4)-$-~alp-(l + 4)-@-D-Glcp(l + céramide) 
3 

8-D-~alp-(1 +3)-~-D-GalNAcp(l 4 4)-$-D-Galp-(1 1. 4)-~-~-Glcp-(l + céramide ) 
3 3 

Figure 72 

Structure de quelques gangliosideq selon KUHN (299) 

I I  
Fuc 

Figure 73 

Structure des glxcolipides isolés de tissus tumoraux 
par HAKOMORI et dNDREWS (300) 



LUNDBLBD (301 ), d'autre part,  a montré que l e s  osides urinaires 

urinaires suivants : 

 al, 2 f i c ,  ~al.N~c)-> Glc 

(2  G a l ,  2 FUC) -> Glc 

Fuc 

étaient  respectivement spécifiques des urines de suje ts  de groupes A B e t  O(H) 
1 ' 

sécréteurs. Cependant, ces constituants ne peuvent provenir de substances solubles 

de groupes sanguins, dans lesquelles l e  glucose n ' a  jamais é té  m i s  en évidence. 

Seule peut-être é tabl ie  une certaine analogie entre ces glucides urinaires e t  des 

glycolipides érythrocytaires isolés  par RAKOMORI e t  JEANLOZ (302) qui renferment 

de l a  galactosamine, du galactose e t  du glucose, mais qui sont cependant dépourvus 

de fucose. 

4 - AUTRES ORIGINES 

Les oligosaccharides urinaires acides renfermant de 1 ' acide glucuroni- - Y  
que, de l a  N-acétylglucosamine e t  du glucose sont certainemsnt des produits de -3 

9 
' 1 

dégradation de glycosamino-glycannes, dans l a  composition desquels, cependant, 4 3 
l e  glucose n 'a  jamais é té  m i s  en évidence. Il y a peut-être l i eu  également de 

'. L 

considérer un certain nombre d'osides urinaires comme des produits de transosi- .c 
<!,j 

dation due à l ' ac t ion d'enzymes bactériens au niveau du tractus urinaire. Seule ,*j 
une expérimentation ultérieure permettra de confirmer ou d1 infirmer cet te  dernière '$ 

, ; . Ce., 

hypothèse. 



APPLICATIONS A LtETUDE COMPAREE DES 

URINES NOF@UU3S ET PATHOLOGIQUES 

Après avoir dressé, dans un premier temps, l a  l i s t e  l a  plus complète 

possible des glucides l ib res  urinaires, nous avons entrepris d'appliquer nos 

techniques à l 'étude comparée d'un grand nombre dfurjnes normales e t  pathologiques. 

Les résu l ta t s  obtenus sont encore fragmentaires, mais démontrent 1' in té rê t  que 

présente l a  poursuite de ces travaux qui demndcront plusheurs années de recherches. 

Nous décrirons dans ce chapitre l e s  résul ta ts  qui concernent d'une 

part  l a  mise en évidence d'un nouveau type de méliturie, la Sialurie, e t  d'autre 

part la  description d'un nouveau cas de gangliosidose généralisée, caractérisée 

en par t icul ier  par une oligosaceharidosurie. 

Nous décrirons enfin l a  mise au point d'une méthode de routine qui 

permet d'explorer rapidement e t  de manière précise l a  conposition en osides des 

urines, e t  rapporterons l e s  premiers résul ta ts  obtenus de Ilétude comparée des 

urines normales e t  pathologiques. 

La découverte de ce nouveau type de méliturie chez un enfant de 

t r o i s  ans e s t  l e  résul ta t  d'un t rava i l  d'équipe qui a réuni l e  Service de Pédiatrie 

du Professeur FONTAINE, l e  Service de Biochimie du Professeur BISERTE e t  l e s  

Services de Biochimie de l ' I n s t i t u t  de Recheyches sur l e  Cancer de L i l l e  e t  de 

l a  Faculté des Sciences du Professeur MONTREUIL. L'étude biochimique a é té  réalisée 

en collaboration avec Mademoiselle G. SPIX. 

I - OBSERVATION 

L'étude clinique e t  u l t ras t ructurel le  a f a i t  l 'obje t  d'une publication 

de FONTAINE, BISERTE, MONTREUIL, DUPONT e t  FARRIAUX (303), que nous résumons i c i  

brièvement. 



1 - OBSERVATION CLINIQUE 

La sémiologie clinique du jeune Eric Les. associe une hypotrophie 

importante e t  un retard du développement psycho-moteur. Dès l 'âge  de 1 6 mois, 

l 'enfant  présente une première cr ise  convulsive généralisée. A t r o i s  ans, on 

trouve : 

- une dysmorphie facia le  légère (racine du nez élargie, épicanthus), 

- une déformation thoracique en "tonneau", 

- des anomalies osseuses (retard de l 'âge osseux ; malfornations 

vertébrales : vertèbres bipart i tes,  l e s  part ies antérieure e t  

postérieure du corps vertébral n t  étant pas soudées), 

- une hépatomégalie (foie l i s se ,  dur, non douloureux). 

Au cours de 1 'hospitalisation, 1' enfant présentera plusieurs épisodes 

d'acidose métabolique, dont l 'une, particulièrement sévère (p.El : 7, I O ) ,  mettra 

sa vie en danger. 

L'évolution clinique a é té  depuis favorable e t  l 'enfant  présente un 

développement psycho-affectif progressif, mais retardé. 

2 - OBSERVATION BIOCHIMIQUE 

L ' exploration biologique "standard" e s t  globalement normale. On 

re t i en t  simplement : 

- une hyperaminoacidémie exclusive pour l e  glycocolle e t  l a  sérine, 

- une élévation des acides cétoniques sanguins (acides a-céto-gluta- 

rique e t  p p v i q u e ) ,  

- une méliturie permanente, signalée dès l 'âge de 29 mois, e t  

correspondant à un pouvoir réducteur, exprimé en glucose, de 10 g 

p, 1. La chromatographie sur  papier met en évidence une tache qui 

possède un comportement chromatographique voisin de celui  du 

saccharose. 

L'examen au microscope électronique du parenchyme hépatique ( ~ r é l è -  

vement par biopsie chirurgicale) met en évidence des lésions nucléolaires impor- 

tantes a ins i  que l a  présence de dépôts d'aspect cristalloTde intra-mitochondriaux. 

On note enfin la présence de f ibres  collagènes dans l e  cytoplasme. Aucune lésion 

anatomique n'a é t é  décelée au niveau du rein. 



II - MISE EN WIDENCE D'UNE SIDIRIE 

Nous avons poursuivi l 'étude biochimique des urines du jeune Eric Les. 

e t  tenté en par t icul ier  d ' ident i f ier  l e s  glucides responsables de l'important 

pouvoir réducteur. 

L'analyse des urines a é té  effectuée ( ~ a r  chromatographie directe de 

dép8ts de 10 ul) dans t ro i s  systèmes-solvants, choisis à l a  su i t e  di études c r i t i -  

ques effectuées au laboratoire, parmi l e s  nombreux mélanges qui ont é té  proposés 

pour iden t i f i e r  l e s  acides sial iques : 

- Système-solvant nQ 1 : n-butanol/E-propan~l/~~l 0,l N (1 : 2 : 1)  

(sG~ENNERHOLM e t  SVENNERHOLPI) (304) ; papier Whatman ne 1 ; chromatographie descen- 

dante de 1 8  à 24 h. 

- Sys tème-solvant nQ 2 : acétate dl éthyle/acide acétique/eau 

(3 : 1 : 3) (NORDAL e t  OISETH) (305) ; papier Whatman nQ 1 ; chromatographie 

descendante de 18 à 24 h. 

- Système-solvant nQ 3 : I1-butanol/pyridine/~~l 0,l n (5 : 3 : 2) 

(BOUILRILIXIN e t  MICHON) (306) ; papier Sdhleiaher e t  Schull 2043 b lavé aux acides ; 

chromatographie descendante de 18 à 24 h. 

Les chromatogrammes ont é t é  révélés à l ' a ide  des réact i fs  spécifiques 

suivants : réact i fs  au p-diméthylaninobenzaldéhyde de SVENNERHOLiM e t  ~ R H O L M  

(307), au résorcinol de STiENNERHOLM e t  SVENNERHOLPI (308), à 1' orcinol trichloracé- 

tique de KLEVSTW e t  NORDAL (309) e t  à l 'acide thiobarbiturique de WBRREN (310). 

La caractérisation e t  l e  dosage de l 'acide sial ique ont é té  réalisés 

en appliquant, aux urines diluées 250 à 500 fo i s  avec de l 'eau d i s t i l l ée ,  l e s  

procédés calorimétriques de WERNER e t  ODïN (31 1) ( réact i f  à la diphénylamine), de 

SVEiNNEIiIOLM (31 2) (réactif  au résorcinol) e t  dlBPIIïNOFE (31 3) (réactif  à l 'acide 

t h i o b a r b i t ~ r i ~ u e )  . Dans tous l e s  cas, nous avons tracé l e s  spectres dl absorption 

de l a  lumière vis ible  e t  nous l e s  avons comparés aux courbes fournies par des 

échantillons commerciaux d'acide ~-acétylneuraminique (SIGNA ; KOCH-LIGT) . 
L'application des méthodes précédentes a, en outre, permis de doser l 'acide s ia l i -  

que présent dans l e s  urines du jeune enfant. 



1 - LJmal.yse chromatographique des ur ines ,  effectuée dans l e s  t r o i s  systèmes-sol- 

vants que nous avons d é c r i t s  p lus  haut, révèle  l a  présence d'un composé qu i  donne 

l e s  colorat ions spécif iques des acides s i a l i ques  e t  qu i  possède, en outre,  l e  

comporteinent chmmatographique de 1' acide E-acétyl neuraminique ( ~ i ~ .  74 ; p. 1 84 ) . 
2 - L' appl ica t ion  aux ur ines  des procédés colorimé t r iques  d ' i den t i f i ca t ion  e t  de 

dosage des  acides s i a l i ques  a apporté l e s  r é s u l t a t s  suivants  : 

a )  Les colorat ions e t  l e s  courbes dfabsorbance sont  identiques à 

c e l l e s  que fournissent  l ' a c i d e  g-acétylneu.rarninique pur. Les va leurs  des longueurs 

d'ondes dlabeorption maximale sont  conformes aux données de la  l i t t é r a t u r e  scien- 

t i f i que  ( ~ a b l e a u  XXXV ; p. 1 84 ) . 
b) La réac t ion  à l ' a c ide  periodique-acide thiobarbiturique de WARREN 

(31 4 ) , spécifique des acides - a c é  t y l  e t  g-glycolylneuraminiques l i b re s ,  e s t  

posi t ive . 
c )  L 'appl icat ion des t r o i s  procédés c o l o r h é t r i q u e s  que nous avons 

c i t é s  plus haut  e t  qu i  permettent de doser l e s  acides s i a l i ques  ont  apporté des 

r é s u l t a t s  identiques : l ' u r i n e  du jeune malade cont ient  des quant i tés  d'acide 

s ia l ique  (exprimée en acide $-acétylneuraminique) qui  va r i en t  e n t r e  11 e t  36 g 

par l i t r e  e t  l ' é l imina t ion  journal ière  o s c i l l e  en t re  5,8 e t  7 ,2 g. 

C - CONCLUSIONS - 
Les r é s u l t a t s  fournis  par  l ' appl ica t ion ,  aux ur ines  d'un jeune 

malade, de procédés chromatographiques e t  colorimétriques de recherche e t  de 

dosage des acides s i a l i ques  dans l e s  milieux biologiques e s t  en faveur de l f e x i s -  

tence de quant i tés  é levées d'acide,g-acétyl-neuraminique Jibre.  Ce f a i t  surprenant 

méritait que l e s  analyses so ien t  poussées p lus  l o i n  dans l e  but  dl i -soler  l ' a c i d e  

s i a l i que  à l ' é t a t  pur e t  de L ' i den t i f i e r  en déterminant s e s  constantes physico- 

chimiques. 

III - ISOLdQ'EIV ET IDENTXE'ICATIOY DE L'ACIDZ W-ACETYWEUR.AKINIQm 
--- 

A - ISOLEMENT E T  CRISTALLISATION DE L'ACIDE SIALIQUE UflINA.I.I 

L' urilie a é t é  f r a c  ti-onnée par  précipj. t a t ron  é thanolique selon l e  

mode opérateur  d é c r i t  p. 48 . 



Chromatographie directe  sur papier Whatman nOI de l f u r l n e  
de sialurique dans l e  système-solvant : n-butano11 n-pro - 
no1 1 HC1 O , I  W (I:2: 1) de SVENWERHOLM e t  SVELUiERHOLM(315T 

Révélation par l e  réact i f  au p-diméthyla~nobanzaldehyde 
de SVENNERHOLM e t  SVENhERHOLa6 (316); T : &lange témoln des 
acides N-glycolyl (N-Gl) , A-acétyl ( L A C )  N,O-diacét 1 e t  
t r l acé ty l  (N O-di,trFac)-neuraminiques; t :dépot de 10 u l  
dfurine.La fièche indique l e  front de démixion a syst$me- 
solvant . 
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Le rés idu  sec du surnageant alcoolique e s t  ensuiJ;c r e p r i s  par Ln 

volume dé teminé  d 'eau d i s t i l l é e  e t  une p a r t i e  a l iquote  de l a  solutiori, corres- 

pondant à 5 g d 'ac ide  s ia l ique ,  e s t  pur i f iée  selon l e  p~océdé  ds  ST./F2~'NF,l?H0Lli (325), 

La préparation e s t  passée successivement s u r  une colonne Ge rés ine  à échange de 

ca t ions  (Dowex 50 x 8 ; 25 - 50 ; forme acide ; 2 x 25 cm), puis d'anicns 

(Dowex 1 x 8 ; -- mesh 200 - 400 ; forme formiate ; 3 x 50 cm). Les colonnes sont  

ensui te  soigneusement r incées avec 2 1 d'eau d i s t i l l é e  e t  l ' a c i d e  s i s l l q u e  e s t  

déplacé de 1' échangeur d'anions avec une so lu t ion  d ' a i d e  forroique 0,2S 1% Des 

f r ac t ions  de 15 m l  sont  r ecue i l l i e s  dont on détermine la. teneur en acide s i a l i que  

par  l e  procédé calorimétrique d'AiUNOFF (327). Les f rac t ions  renfemmt 2e l ' a c i d e  

s i a l i que  sont rassemblées e t  la  solut ion obtenue e s t  concentrée au dixième de son 

volwne par évaporation sous pression rédui te ,  à une température infér ieure  à 350 C.  

On ramène ensui te  l a  préparation à son volume i n i t i a l  par  addi t ion d'eau d i s t i l l é e  

e t  on répète 3 f o i s  ce mode opératoire.  On élimine, de c e t t e  manière, la  plus 

grande pa r t i e  de l ' a c i d e  formique présent dans l a  solut ion que l ' o n  peut finalement 

lyophi l i se r i  

A p a r t i r  de l a  poudre amorphe a i n s i  obtenue (4,5 à 4,8 g) Pn i so l e ,  

à 1 ' é t a t  c r i s t a l l i s é  , 1 ' acide - a c é  tylneuraminique en app!.iquant l e  procédé de 

SVENNERHOLM (328). La poudre e s t  dissoute dans 3 f o i s  son poids d'eau d i s t i l l é e  

e t ,  à l a  solut ion obtenue, on ajoute  10 volumes de méthanol r e d i s t i l l é .  Le mélange 

e s t  porté  à C jusqu'à complète dissolut ion.  On a joute  15 volumes d ' é the r  

r e d i s t i l l é  dont l ' add i t i on  provoque, en général,  l ' appa r i t i on  d'un p réc ip i t é  

amorphe qui  e s t  éliminé par f i l t r a t i o n .  On additionne encore l a  so lu t ion  limpide 

de 10 volumes d 'é ther .  La c r i s t a l l i s a t i o n  commence auss i tô t .  On l a i s s e  reposer 

à L a  température du labora to i re  pendant 24 h e t  on ajoute  de nouveau ? O  v~ lumes  

d 'é ther .  Au bout de 48 h, l e s  c r i s taux  sont  r e c u e i l l i s  s u r  verre  f r i J ~ t é ,  lavés 

avec un mélange de méthanol e t  d ' é ther  ( I  : 3 )  (v : v) e t  séchés sous vide en 

présence de potasse, Les c r i s  taux que nous avons obtenus ( ~ i g .  75 ; p. 1 86) sont  

morphologiquement identiques aux c r i s  taux d ' acide g-acé tylneurminique d é c r i t s  

par  SVENNERHOIS/I ( 3  29), par GOTTSCXALK ( 330) e t  par  RIBPJ>EATJ9 DUNAS e t  ALBIS (331 ) . 
Les rendements sont  t r è s  élevés puisque nous isolons,  à p u t i r  de 5 g de prépara- 

t i on  brute  (obtenue à p a r t i r  de 150 à 500 m l  d 'u r ine) ,  de 3,5 & 4 g d 'acide 

s i a l i que  c r i s t a l l i s é ,  



Pigure 75 

Microphotographie de cristaux d'acide N-acétylneuraminique urinaire 



B - ETUDE DES PROPRIEW PHYSIQUES ET CHIMIQUES DE L'ACIDE S U I Q U E  URINm 

1 - POWOIR ROTATOIRE 

Le pouvoir ro t a to i r e  spécifique des solutions aqueuses d'acide 

s ia l ique  a é t é  déterminé à l ' a ide  du micropolarimètre ZXISS. L'acide s ia l ique  

urinaire ,  en solution dans 1 ' eau, possède un pouvoir ro t a to i r e  spécifique 

de - 32Q. 11 ne donne pas l e  phénomène de la mutarotation. Ces propriétés  sont  

ce l l e s  de l ' a c i d e  -acétylneuraminique (GOTTSCHALK) (332). 

2 - POINT DE FUSION 

L'acide s ia l ique  ur ina i re  fond en s e  décomposant à 180 - 1839 C 

(valeurs de l a  l i t t é r a t u r e  : 185 - 1 g i e  C ) (GOTTSCW) (333). 

La chromatographie sur  papier a é t é  effectuée dans l e s  systèmes- 

solvants d é c r i t s  plus haut. Les réactions colorées e t  la v i tesse  de migration de 

l ' ac ide  s i a l ique  u r ina i r e  ont é t é  comparées à ce l l e s  de témoins purs latéraux. 

Dans tous l e s  systèmes-solvants que nous avons u t i l i s é s ,  l ' a c i d e  

s ia l ique  u r ina i r e  possède, en chromatographie sur papier, l e  même comportement e t  

donne l e s  mêmes réact ions colorées que l e s  échantillons commerciaux d'acide g-acétyl- 

neuraminique . 
4 - SPECTRE: INFRA-ROUGE 

Le spectre d'absorption de l 'infra-rouge a é t é  t r acé  sur  des échan- 

t i l l o n s  d'acide s ia l ique  ur ina i re  e t  d 'acide N-acétylneuraminique de référence, 

après pas t i l lage  dans l e  bromure de potassium, à l ' a i d e  d'un spectmphotomètre 

IR Perkin-Elmer, modèle 21. 

Les spectres  d'absorption de l 'infra-rouge par l ' a c i d e  s ia l ique  

ur ina i re  sont  absolument identiques à ceux que donnent, à quanti tés  égales, l e s  

échantillons d' acide -acétylneuraminique pur (F'ig. 76 ; p. 188 ) e t  à ceux qui  ont  

é t é  décr i t s  par FISCmISTER (334 ) . 

L'analyse élémentaire de l ' a c ide  s ia l ique  ur ina i re  qui  a é t é  

effectuée par l e  Service Central de Microanalyse du Centre National de l a  Recherche 

Scientifique, e s t  l a  suivante : 



Spectres d'absorption de It infra-muge par l'acide N-scéwl- 
newaminique pw: - (2) e t  de l'acide N-acti~lnewraminique 
urinairo - (L). Abscisses W6rieures : 1oggueurs d'ondes en 
abscieaes eupdrieures t fréquence8 en un-1 . c." 



C : 43,3 p. IO0 ; H : 6, 24 p. 100 ; N : 4,52 p. 100 ; 0 : 45975 - 45985 Pm 100* 

Elle e s t  identique, aux erreurs d'expérience près, à cel le  de l 'acide l a c é t y l -  

neuraainique : C : 42,4 p. 100 ; H : 6,15 pi 100 ; N : 4,5 p. 100 ; O : 46,6 p. 100. 

6 - REBCTIONS COMREES 

L'application, aux préparations d'acide sialique urinaire e t  aux 

échantillons commerciaux d'aCi.de Racétylneuraminique, des procédés calorimétriques 

de WERNER e t  ODIN (335), de SVENNERHOm (336) e t  dtAMINOFF (337) fournit des courbes 

d'absorption de l a  lumière vis ible  rigoureusement superposables. Nous avons précisé, 

dans l e  Tableau XXXV (p. l ~ ) ,  l e s  longueurs d'onde d'absorption maximales des 

colorations données par l e s  deux sortes d'acides sialiques e t  i l l u s t r é  par l a  

figure 77 (p. 190) un résu l ta t  caractéristique. 

C - ETUDE DE LA STRUCTURE DE L'Ac I E D  SIALIQUE URINA IRE 

1 - OXYDATION PERIODIQUE 

L'oxydation periodique des échantillons d'acide sialique a é t é  

effectuée selon l e  protocole expérimental de GLICK e t  a l .  (338). La consommation 

d ' acide periodique suivie par spectrophotomè t r i e  dans 1 'u l  tra-viole t (GLICK, CHEN 

e t  ZILLIXEM) (339) a é t é  calculée par extrapolation des courbes d'oxydation de 

l 'acide sial ique urinaire e t  de l ' ac ide  g-acéQlneuraminique de référence. Ces 

courbes sont superposables (I?ig. 78 ; p. 190) e t ,  dans l e s  deux das, t ro is  moles 

d'acide periodique ont é t é  consommées par mole d'acide sial ique e t  dans des temps 

courts ( inférieurs à 7 h)  . 

2 - ACTION DE LA N-ACE!lXiQXJRAMINATE LYASE. 

Nous avons f a i t  agir ,  sur l e s  échantillons d'acide sialique pur 

e t  d'acide sialique urinaire, l a  -acéSlneuraminate-lyase (4, 1 , 3. 3. ) (N-acétyl- 

neuraminique-aldolase de Clostridium perfringens Sigma ; grade 1) dans l e s  condi- 

tions décri tes par COMB e t  ROSEMAN (340) e t  nous avons ident i f ié  l e s  produits de 

l a  réaction : 1' acide pyruvique e t  l a  g-acétylmanrlosamine. Le mode opératoire 

que nous avons appliqué e s t  l e  s u i ~ ~ a n t  : une solution de 10 m g  d'acide sial ique 

urinaire e t  de 2 mg d'enzyme dans 2 m l  de phosphate de potassium 0,2 K de pH 7,2 

e s t  maintenue à 370 C pendant des temps variant de 4 h à 48 h e t  l e  dosage colo- 

rimétrique de l a  -acétylmannosamine libérée e s t  effectué sur chaque prélèvement 

par l a  méthode de GOOD e t  BESSMAN (341 ) . On détermine de cet te  manière l es  condi- 

tions optimales à appliquer en vue des recherches ultérieures. Pour l a  préparation 



Spectres d'absorption des colorations donnees par la rdaction 
h l'acide periodique-acide thîobarbiturique avec des Qchantillona 
d'acide El-acd~lntsuraminique pur (apeotre T) et extrait de8 urines 
du malade L.. (epectre L), En absciseea : longueune d'onde8 ; en 
ordonn6es 2 aborbancea. 

Figure 78 

tion par l'auide periodique de llacride sialique 
de lt aaide N-acdvine-que (T) . En abecfaaea t 

tempe dooui6 ; en ordodoe t mole6 d'acide periodique eoneamh.  



enzymatique dont nous disposions, la libération de la N--acétylmannosamine était 

maximale au bout de 24 h (62 p. 100 de la quantité thdorique). 

L'acide pyruvique libéré au cours de la réaction a été identifié 

et dosé par le procédé chromatographique de BISEilSE et DASSONVILLE (342) : une 

quantité de la solution réactionnelle correspondant à environ 500 ug d'acide pyru- 

vique est traitée, pendant 30 mn à 300 C, par 1 ml d'une solution à 2 g p. 100 m i  

de 2,4-dinitrophénylhydrazine dans l'acide chlorhydrique 2 N. Les dinitro-phényl- 
hydrazones sont extraites par l'éther sulfurique et la solution est évaporée à 

siccité à 350 - 400 C, Le résidu est repris par 2 m l  d'une solution aqueuse 

d'ammoniac 1 2 et 2 ml de chloroforme. La séparation des hydrazones est effectuée 
par chromatographie descendante, pendant 24 h, sur papier Whatman nQ 1, dans le 

système-solvant : alcool =-amylique/éthanol à 96 p. 100/eau (75 : 15 : 60) 

(I?ig,79 ; p. 192). Les phénylhydrazones sont dosées en mesurant à 460 mu l1absor- 

bance des éluats des taches par la soude 1 N. 

La g-acétylmannosamine libérée a été identifiée, par électropho- 

rèse sur papier, dans la fraction l'neutre" des solutions de réaction passées sur 

des colonnes (2 x 20 cm) d'échangeurs de cations (~owex 50 x 8 : & 25 - 50 ; 

forme acide) et dlanions (kolite A - 40 , mesh 25 - 50 ; forme formiate). 
L'électrophorèse sur papier a été effectuée dans les conditions suivantes : solu- 

tion aqueuse de borate de sodium à 1 g p. 100 ml, de pH 9,2 ; 10  cm pendant 4 h ; 
révélation par le réactif au pdiméthylaainobenzaldéhyde de PARSRIDGE (343) des 

électrophorégrammes préalablement séchés à 1009 C pendant 1 5 mn, dès la fin de 

l'électrophorège (pig. 80 ; p. 192). 

Agissant sur 1 ' acide -acétylneuraminique pur et sur 1 ' acide sia- 
lique urinaire, la N-acéQlneuraminate lyase libère, dans les deux cas, en propor- 

tions équimolaires, de l'acide pyruvique et de la -acétylmannosamine (2,2 q de 

N-acéSlmannosamine et 0,88 mg d'acide pyruvique, à partir de 5 mg d'acide siali- - 
que 1 

3 - RECHERCHE DE L'ACIDE GLYCOLIQUE CONJUGUE 
La recherche de l'acide glycolique a été effectuée dans des 

hydrolysats acides ménagés (H SO O,? N, à 1000 C, pendant IO h) de l'acide 
2 4 

sialique urinaira, selon le procédé de GIBBONS (344), à l'aide du réactif 

dlEEGRIWE (345) au 2,7-dihydroxynaphtalène . Elle a été négative. 



Chromatographie des 2,4-dini trophénylhydrazones de lt acide pyruvique 
l ibéré par l'action de l a  lJ~lcéQineuraminate lyase (4 : 1 : 3 : 3) 
@-acétylneuraminate aldolase) sur une préparation dlacide l J ~ l c é t y L  
nemaminique urinaire (L) & rnu: un échantillon d'acide N=acétyl- 
neuraminique pur (T). 

Figure 80 

Etude électrophorétique de l a  lJ-acétylmamosamine libérée par 
1' action de l a  g-acétylneuramhate lyase sur une préparation 
d'acide 5-acétyineuraminique urinaire (L) e t  sur un échantillon 
d'acide ~~lcétylneuraminique pur (T). Conditions de l~électmphorèse : 
tampon borate à 1 g p. 100 ml, de pH 9,2 ; 10  cm pendant 4 h ; Glc UC ; 
G d  NAc e t  Man NAc : respectivement ~-acétylglucosamUie, -galactosaMne e t  
mannnnamine, 



4 - CONCLUSIONS 
L'acide sialique que nous avons isolé de l'urine du jeune malade, 

en quantités élevées et à l'état cristallisé, possède toutes les propriétés physico- 

chimiques et la structure de l'acide g-acétylneuraminique. 

N - DETERMINATION DU CO~ICIENT D'EF'URATION PLASMATIQUE 

La mise en évidence diune sialurie nous a amené à envisager la 

détermination du coefficient d'épuration plasmatique, ou "clearance1' de l'acide 

M-acétylneuraminique. Après avoir vérifié la parfaite inocuité d'injections - 
massives d'acide sialique chez divers animaux de laboratoire (2 g pour des rats 

de 500 à 600 g ) ,  nous avons limité cette dose à 3 g, chez un jeune enfant de 

trois ans. 

A - -mTERIEL ET METHODES 

1 - IN;fECTION DE L'ACIDE SIALIQUE 
Une solution aqueuse de 3 g d'acide sialique, amenée à pH7 par 

l'addition de carbonate acide de sodium, est mélangée a du sérum physiologique. 

Une première injection intraveineuse de i g d'acide sialique est effectuée en 

15 mn, suivie d'une deuxième injection de 2 g étalée sur 2 h. Des prélèvements 

de 5 m i  de sang sont effectués à intervalles réguliers, tandis que l'urine est 

recueillie heure par heure. 

2 - DOSAGE DE L'ACIDE SIALIQF URINAIRF, ET PLASMATIQUE 

L'acide sialique libre urinaire a été dosé directement sur 

l'urine diluée 50 à 1 000 fois, selon la méthode à la diphénylamine de WERNER 

et ODIN (346). Le dosage de l'acide sialique libre plasmatique a nécessité un 

fractionnement préalable, réalisé selon le procédé décrit par MOiJTREUIL et coll. 

(347) pour le dosage des glucides conjugués du sérum humain : Quelques ml de 

plasma sont introduits dans un tube à centrifuger taré et additionnés de 10 volumes 

d' éthanol à 96 p. 100. Après une agitation énergique, suivie d'un repos de 10 mn, 



l e  précipité e s t  r ecue i l l i  par centrifugation, puis remis en suspension dans l'eau 

d i s t i l l ée ,  e t  de nouveau additionné de ? O  volumes d'éthanol à 96 p. 100. Le préci- 

p i t é  e s t  ensuite soumis à t ro i s  lavages successifs avec l 'éthanol à 80 p. 100 e t  

t r o i s  lavages avec l'acétone. Les fractions éthanoliques sont recuei l l ies  e t  

évaporées à s icc i té  sous pression réduite, Le résidu sec du surnageant alcoolique 

e s t  repris  par 10 b 15 m l  d'eau d i s t i l l ée ,  délipidé à l ' é ther ,  e t  passé enfin sur 

une colonne de résine échangeuse d'anions (~owex 1 x 8 ; 200 - 400 ; forme 

formiate ; 1 cm x 10 cm ; t g  = + 4"). Après rinçage soigneux par 1' eau d i s t i l l ée ,  

l 'acide sial ique e s t  élué par 60 m l  d'acide formique 0,33 N, e t  l a  solution obtenue 

e s t  lyophilisée. Le résidu sec e s t  repris  par quelques m l  d1 eau d i s t i l l é e ,  e t  

l 'acide -acétylneuraminique l i b r e  dosé selon l a  méthode calorimétrique à l 'acide 

periodique - acide thiobarbiturique d ' AMINOFF (348 ) . 

1 - MESURE DE LA "CLEUUNCE" DE L'ACIDE SIBLIQUE CHEZ LE JEUNE ERIC LES. (SULLURIE) 

La " ~ l e a r a n c e ~ ~  de l 'acide sial ique a é té  déterminée directement 

à pa r t i r  des données cliniques que nous disposions, e t  qui sont rassemblées dans 11 

l e  Tableau XXXVI (P  * 1 95) 
1973 En appliquant l a  formule classique (voir p. 6) : C = - P .  S 

avec S = 0,690 m2, nous obtenons l e s  quatre valeurs suivantes : 

S i  l 'on ne t i en t  pas compte de l a  quatrième mesure obtenue avec! un débit urinaire 

trop faible,  nous obtenons une "clearance" moyenne. de 124, qui correspond exactement 

à l a  "clearance" d'une substance f i l t r é e  par l e  tubule rénal (valeur théorique : 

2 - KESUFB DE LA "CLEWUNCE" DE L'ACIDE SIALIQUE CHEZ UN JEUNE ENFANT DI3 THOIS BWS 

Les résul ta ts  des dosages de l 'acide sialique urinaire e t  plasma- 

tique sont donnés dans l e  Tableau XXXVII (p. 1%), e t  représentés graphiquement 

dans l a  figure 81 (p. 1 96 ) . 
Nous avons calculé l a  t'clearance" de l 'acide sialique en u t i l i s an t  

l e s  dosages des t r o i s  premières heures. La concentration plasmatique de l 'ac ide  

sialique a é té  calculée en prenant l e s  moyennes des valeurs mesurées durant ces 

mêmes intervalles de temps : 



T a b l e a u  XXXVII 

Taux d'acide N-acétylneuraminique plasmatique e t  urinaire après injection de 3 g de cet te  
substance chez un enfant de t r o i s  ans. 

i : P u 
( V d'urine ' : mgm . m g w  . v x u  

par m l  de recue i l l i  ' par m i  ( t 
en mg 1 

: plasma d'urine : 1 
1 

! 

( Avant l'expérience : : 0,0049 , : 0,0011 : 1 
( .  : 0,0053 : : 0,0070 : 1 

' 1 kre perfusion : 0,0051 : 
f I T 4 m l  11,7 : 16,38 1 

0,0728 15 - ) 
) 

( 2ème perfusion : : 
( 2 g dlANA.N en 2 h : 
( 
( 
( 
( 
( 
( 
( 
( 
( 
( 
( 
( Arrêt de la 
( 2ème perfusion 

( 

TOTAL... ... : 2 p ~ g  ) 1 
- 

1 





C = 117,3 
2 3 

(S = 0,615 m ) 

La "clearance" moyenne ainsi mesurée est de 130,6. 

D ' autre part, la quantité d' acide g-acétylneuraminique retrouvée 
dans les urines est de 2,475 g, soit 82,5 p. 100 de la quantité initiale injectée. 

C - CONCLUSION ET DISCUSSIOii* 

Les valeurs de la "clearance1' de l'acide g-acétylneuraminique 

déterminée chez un jetme enfant présentant une sialurie et chez un jeme enfant 

du même âge sont pratiquement identiques : 124 et 130,6. 

En comparant ces valeurs avec celle de la "clearance" d'une 

substance de référence ("clearance" de l'inuline = 1 20), nous pouvons conclure 

que l'acide -acétylneuraminique est éliminé au niveau du néphron par un simple 

phénomène de filtration glomérulaire. 

V - MISE EN EVIDEXCE D'UN% - N-ACETYLGLUCOSAMINURLE ET D'UNE 
- 
N-ACETY LPNTOSAMINlTRIE - - 

Nous avons effectué un bilan complet de la composition en glucides 

libres de l'urine du jeune Eric Les., et observé la présence, dens la fraction 

nonosaccharidique "neutre", d'un composé X ( ~ i ~ .  82 ; p. 198) qui fournit avec le 

réactif dlELSON et MORGm ( 349) la coloration spécifique des N-acétylosmnines, et 

que nous nous sommes efforcé d'identifier. 



Figure 82 

Identification des N-acétylosamines de l lurine du jeune Eric Les. 
Planche A : Cbmmatographie sur papier de l a  nfraction neutrew du 
surnageant alcoolique de l'urine. Papier Whatman nQ 3. Système- 
solvant : n-butanol/acide acétique/eau (4 : 1 : 5). Révélation par 
l e  réactif à ltoxalate dtaniline. 
Planche B : Electrophorèse sur papier des N-acétylosamines de l'urine 
du jeune Eric Les. Papier Wha-Iman ne 3. Système-tampon : borate de 
sodium à 1 p. 100. Révélation au pdiméthylaminobenzaldéhyde Mchlo- 
racétique, après séchage du papier à 100c C e  
T : Mélange témoin de s ~ c r e s  purs ; N : urine normale ; L : Urine du 
jeune Eric' Les. ; X : N-acétylhexosamines à identifier. 



1 - METHODES COLORIMETRIQUES DE DOSAGE 

Les I!&acétylosamines l i b r e s  to t a l e s  ont é t é  dosées dans l a  

f rac t ion  neutre des surnageants ur ina i res  selon l a  méthode de GOOD e t  BESSW 

(350). 

Le rapport 2-acétylmannosamine/~-a~étyl~lucosamine a é t é  déterminé 

selon l e  procédé de LUDOTdIEG e t  BEîMAMAN (351), qui permet de doser sélectivement 

l a  mannosamine. Cette  dernière méthode a é t é  appliquée après avoi r  hydrolysé l e s  

osamines par l ' a c i d e  chlorhydrique 4 IJ, durant 4 h, à 100O C .  

Les -acétylosamines de l ' u r i n e  ont été i so lées  par chromatographie 

préparative sur  papier, dans l e  sys tème-solvant de PBTRIDGE (352) : - b u t m o l /  

acide acétique/eau (4 : 1 : 5). 

L ' ident i f ica t ion  des 2-acétylosamines a é té  effectuée par électro- 

phorèse su r  papier dans l e  système tampon boraté d é c r i t  précédemment (voi r  p. 191 ). 

Les -acétylosamines l i b r e s  de l ' u r i n e  du jeune Er i c  Les. possèdent 

l e s  comportements électrophorétiques respect i f s  de l a  N--acétylglucosamine e t  de l a  

N-acétylmannosamine (FQ. 82 ; p. 198). - 
L'élimination journalière des -acétylhéxosamines e s t  donnée dans 

l e  Tableau XXXVIII (p. 200). Les taux var ient  de 540 à 765 mg, pour un rapport 

N-acétylmannosamine/~-a~étyl~lucosamine de 2,6 à 3,l  . - 

C - CONCLUSION 

La s i a l u r i e  du jeune Er i c  Les. e s t  accompagnée d'une - a c é t y l -  

glucosaminurie e t  d'une -âcé ty lmannosam~ur ie .  Les taux observSs de chacun de 

ces deux glucides sont de 200 à 500 f o i s  supérieurs aux taux rencontrés dans l e s  

urines normales. 



T a b l e a u  XXXVIII 

Elimination journalière des N-acétylosamines dans les  urines normales 
e t  dans l 'urine du jeune Eric Les. 

( ~ é s u l t a t s  exprimés en mg/24 h) 

4 

: N-acét~lœ' N-acét~l- N-acétyl- N-aoétyl- N - a c é t y ~ o s m i n a  ) 
* osamines . mannosamine ' glucosamine 

(*> (*) 
: galac tosamine : N-acé tylglucosamine ) totales 

( Urines : , a 
( nomales : 
i 
( 
( Eric Les. : 

(*) Dosée sous l a  forme de mannosamine l ibre  par l a  méthode de LUDOWIEG e t  BENMAIWI \?'-Y 753 • , -  

(*) Dosée par différence 



VI - CONCLUSIONS ET DISCUSSION 

Nous avons mis en évidence un nouveau type de méliturie, la 

Sialurie , caractérisée par une élimination très importante d' acide N-acétylneura- 
minique (5,8 à 7,2 g p. 24 h) , de - N-acétylglucosamine (1 60 à 1 85 mg p. 24 h) et 

de -acétylmannosmine (380 à 580 mg p. 24 h). L'ensemble des faits cliniques, 

décrits par ailleurs par FONTAINE et coll. (354), permettent de bien caractériser 

cette nouvelle maladie métabolique, dont l'origine demeure cependant obscure. 

Nous ne pouvons en effet que très difficilement argumenter sur la défection possi- 

ble dl enzymes du métabolisme de l'acide sialique (Fig. 83 ; p. X)2), et seule 

nous paraPt plus probable l'hypothèse d'un dysfonctionnement de gênes régulateurs 

qui expliquerait la présence simultanée dans les milieux biologiques de -acéS.1- 

glucosamine, de I$acétylmannosamine et dl acide -acétylneuraminique . 

29 DESCRIPTION D'UNE OLIGOSACC~IDOSURIE ACCOMPBGNANT 

UN NOWEBU TYPE DE GANGLIOSIDOSE A GM2. 

La gangliosidose (*) est une maladie métabolique du nourrisson, 

caractérisée par une thésaurismose de gangliosides de type GM ou GM (Fig. 72; 
1 2 

p. 178 ) . On distingue ainsi la maladie de TAY-SACHS "typique1', ou gangliosidose 
à CM2, due à un déficit d'isoenzyme (disparition de la fraction $-galactosamini- 

dase la plus rapide en électrophorèse sur gel d'amidon), et la gangliosidose à 

GM , avec thésaurismose généralisée et déficit de B-galactosidase. 1 
SANDHOFF (355 ) a rapporté récemment une observation particulière, 

différant du TAY-SACHS "typique", caractérisée par une accumulation généralisée . '. 

de gangliosides GM et un déficit total en hexosaminidases. 
2 

FONTAINE et al. (356) ont décrit la deuxième observation de ce 

type de gangliosidose. Cependant les auteurs ont ajouté une étude ultrastructurelle 

plus complète, et nous avons, d'autre part, procédé à l'étude des constituants 

glucidiques de l'urine du jeune enfant, et avons comparé les résultats avec ceux 

obtenus à partir d'urines de TAY-SACHS typiques. 

(*) Revue générale de  LI PPR&T 
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1 - MATERIEL ET METHODES 

Les urines ont été fractionnées selon le procédé général décrit 

précédemment (voir p. 48). Les oligosaccharides ont été isolés de la fraction 

dialysable du précipité é-olique par chromatographie préparative dans le 

sys tème-solvant de JEBrlYN et ISRERWOOD (358) : acétate d éthyle/pyridine/eau 

(2 : 1 : 2). 

Le taux des glucides libres ou conjugués urinaires a été déterminé 

par 1' application des méthodes colorimé triques decrites p. 46. 

A - DOSAGE DES GLUCIDES 
f - GLUCIDES CONJUGUES 

Les taux de glucides conjugués (oses, osamines, acides uroniques 

et acides sialiques) des deux urines de maladie de WSACHS et de l'urine du 

jeune Franck B. ne sont pas très différents de ceux des urines normales . . 

 a able au X X X n  ; p. 204). Cependant, le taux dl acide sialique conjugué est 

nettement augmenté dans l'un des deux cas de TAY-SACHS et dhez le jeune Franck B. 

2 - GLUCIDES LIBRES 
a - k g e s  de maladie de TAYSACHS 
L'élimination des monosaccharides ffneutresff totaux est sensiblement 

accrue  a able au XL ; p. 204) Cette augmentation porte essentiellement sur le 

xylose et sur l'arabinose ( ~ i ~ .  84 ; p. 206). Par contre, le taux d'élimination - <  
des acides sialiques n'est pas modifié. Les variations les plus importantes con- 

cernent les oligosaccharides dont l'excrktion est augmentée de 2 à 3 fois 

 a able au XLI ; p. 204). 

b - Urines du .jeune Franck B. 
Contrairement aux deux malades précédents, le jeune Franck B. 

élimine des quantités normales de monosaccharides "neutres" et des quantités 

nettement plus élevées d'acide sialique et droligosaccharides (6 à 10 fois le 

taux normal)  ableau au X L I  ; p. 204). 



T a b l e a u  XXXIX 

Elimination journalière (en mg) des glucides conjugués (oses "neutres", acides uroniques, 
osamines et acide sialique) dans les urines d'enfants normaux, de maladie de TAY-SACHS et 
du jeune Franck B. 

. 
Oses : Acides Uroniques . : Osamines Acide Sialique (*) 1 

( 
) 
1 

( Enfants normaux 
( d e 2 h 6 a n s  ' TAY-SACHS 1 
( 
( TAY-SACHS 2 1 Franck B. 
I 2 
(* ) acide N-acé tyineufaminique 

T a b l e a u  XL 

Elimination journalière (en mg) des monosaccharides (oses "neutresv et acide sialique) 
dans les urines d'enfants normaux, de maladie de TAY-SACHS et du jeune Franck B. 
I-- . 

Oses ttneutres" j Acide Sialique (*) 

( 
( Enfants normaux 

> : 
300 à 500 O à IO > -7 

( (de 2 à 6 ans) t > i 
( TAY-SACHS 1 
( 
( TAY-SACHS 2 

[ Franck B. 

(*) acide N-acétylneuraminque 

T a b l e a u  XLI 

Elimination journalière (exprimée en mg p. 24 h d'oses "neutresw, d'osamines et d'acide , 1  

sialique totaux) dtoligosaccharides dans les urines d'adultes, d'enfants normaux, de 
maladie de TAY-SACHS et du jeune Franck B. -i ' 
( 

: Oses "neutresft Osamines Acide Sialique (*) ) : > 1 

[ Adultes 65 à 105 12 à 30 30 à 70 > ' 1 
( Enfants normaux ' TAY-SACHS 1 
( 
( TAY-SACHS 2 

{ Franck B. 580 21 6 48 

. . ( * ) acide N-acé tylneuraminique 
4 '  - 



B - IDENTIFICATION DES OLIGOSACCHARIDES 
' - URINES DE W I E  DE TAY-SXHS 

L'analyse chromatographique des hydrolysats des osides des deux 

urines de maladie de TAY-SACHS montre la présence de quantités importantes de 

galactose, de glucose, de fucose, de -acétylgalactosamine, et de traces de 

mannose et de -acétylglucosamine. Ces résultats sont très voisins de ceux que 

fournit l'analyse des urines normales. En outre, l'une des deux urines de maladie 

de TAY-SACHS renfermait d'importantes quantités de sialyl-lactose qui a été 

identifié par une hydrolyse acide douce, qui a libéré du lactose et de l'acide 

N-acétylneuraminique. - 

2 - URINES DU JmTNE FR@JCK, B. 

Les osides présents dans l'urine du jeune Franck B. renferment 

essentiellement du mannose et de la N-acétylglucosamine ( ~ i ~ .  85 ; p. 206). 

Les rapports molaires des oses sont les suivants : 

t Rappcrt oses/osamine ose 
oside : i n  { 

( 
* réducteur . 

: avant réduction : après rdduction : 1 

L'étude de la structure de ces cinq oligusaccharides montre 

donc qu'ils portent tous la g-acétylglucosamine en position réductrice terminale 

et qu'il s'agit respectivement de deux tétraoses, d'un pentaose, d'un hexaose 

et d'un octaese. 



Chromatographie sur papiers des glucides l ib res  d'urines d'enfants 
nomaux (N 1 e t  N 2) de maladie d -  'PAY-EIACIiS (TS 1 e t  TS 2) e t  du 
jeune Frank B. (B). Papier Wha-&nan ne 3. Système-solvant : n-butanol/ 
acide acétique/eau (4 : 1 : 5). 

Figure 85 

Planche A : Comportement chmmatographique des oligosaccharides urinaires 
i so lés  de l 'urine du jeune Franck B. Papier Wha-hnan ne 3. Système-solvant : 
n-bu-t;anol/acide acétique/eau (4 : 1 : 5). Révélation à l toxalate dtaniline. - 
Planche B : Ckmmatographie des hydrolysats chlorhydriques des oligosaccha- 
r ides  isolés  de lzurine du jeune Franck B. Papier Whatman ne 1, Système- 
solvant : acétate dt éthyle/pyridine/eau (2 : 1 : 2). Révélation à l toxala te  
dz aniline, 



III - CONCLUSION ET DISCUSSION 

Nous avons montré l'existence d'un cas isolé d'oligosaccharido- 

surie caractérisé par l'élimination d'osides polymères du mannose et de la 

glucosamine. Seule, une étude comparée plus complète d'urines pathologiques 

permettrait de dire si cette élimination massive dloligosaccharides est spéci- 

fique de ce type de gangliosidose à GM 
2' 

L'origine de ces osides s'explique ici sms nul doute par un 

blocage du catabolisme des glycoprotéines, du 1 ' absence totale d1 hexosmini- 
dase. L'absence de surcharge glycoprotéinique dans le sérum et llurb.e, et la 

présence d'une osamine en position terminale réductrice témoigne de l'action, 

au niveau du foie, d'une x-aspartidylglucosaainidase, qui a détaché le glycme 

de la protéine. L'existence simultanée de tétraoses, pentaoses et octaoses 

pourrait enfin provenir de glycannes en voie de synthèse, l'action éventuelle 

d'endo-mannosidases libérant en effet des osides à mannose réducteur, 

39 DESCRIPTION D'UN PROCEDE DE ROUTDTE PEmTTANT 1 
L' EXPMWIION RAPIDE DE LA COMPOSITION EX OSIDES 

DES URINES - PFEiiIEmS APP'LICATIONS 

Nous avons décrit, d;ms un chapitre précédent, un procédé général 

de fractionnement et de dosage des glucides libres et conjugués de l'urine, dont 

l'application, cependant, se prête mal à un long travail de routine. Nous avons 

alors cherché à simplifier cette méthode et nous sommes parvenu a mettre au point 

un procédé rapide d'étude des glucides libres urinaires. 

1 - DESCRIPTION D'UN PROCEDE DE ROUTSJE 
- - - 
D'ETUDE DES GLUCIDES LIBRES URICJAIRl3S 
-- -- 

L'urine (200 à 300 ml) est recueillie sur un mélange de chloro- 

forme et de toluène, puis entreposée 24 h à + 40 C et filtrée, Elle est ensuite 
passée sur une paire de colonnes de résines échangeuses de cations (B 50 x 8 ; 



tfmeshn - 25 - 50 ; forme 2 3 2 cm x 40 cm) e t  dfanions ( k o l i t e  A 40 ; llml 
25 - 50 ; forme forniate ; 2 cm x 40 cm). Après rinçage des résines par 200 m l  

d'eau, la solution effluente e s t  passée sur une colonne de Charbon-Célite 

(2 cni x 10 cm), qui e s t  rincée par 500 m l  d t  eau. Les osides sont enfin élués de 

l a  colonne de Charbonxélite par des solutions éthanoliques à 7,5 e t  50 p. 100, 

de 500 m l  chacune. Les fractions éthanoliques sont concentrées sous vide e t  

reprises par une pe t i t e  quantité d'eau (0,2 m l  pour 200 m l  d 'urine in i t i a le ) .  

L'analyse chromatographique e s t  réalisée dans l e  systkme-solvant de FISBER e t  

NEBEL (359) : acétate dtéthyle/pyridine/adide acétique/eau (5 : 5 : 1 : 3) e t  

l e s  révélations sont effectuées à l ' a ide  du révélateur à l 'oxalate d'aniline 

de PBRTHIDGE (360 ) . 

II - PRFMIERES APPLICATIONS 

Nous avons appliqué ce procédé d'exploration des glucides l ib res  

urinaires à l 'étude comparée de l a  composition en osides des urines de suje ts  

normaux ou cancéreux. Les résul ta ts  obtenus sont décr i ts  dans l a  figure 86 

(P. 209). 

Oes résul ta ts  obtenus sont encore t r è s  fragmentaires, mais ils 

montrent nchmohs que l a  composition en oligosaccharides urinaires varie 

largement d'un individu à l ' aut re ,  en fonction de son groupe sanguin. Ces 

variations sont t rès  sensibles dans la  fraction 7,5 p. 100 en éthanol, mais 

difficilement analysables dans la fraction à 50 p. 100, qui e s t  beaucoup plus 

complexe. Toutes l es  urines de suje ts  de groupe A, en part iculier ,  (urines 1, 6, 

8, 9, 1 1 , 1 2) renferment l e  pentasaccharide suivant : 

 a al, 2 krc, G~NAC)  Glc 

qu on ne retrouve pas dans l e s  urines BB ou O. Les urines de groupe A, (9, 1 1 e t  

1 2) possédent cependant une composition différente de 1 , 6 e t  8 (voir Fig. 86 ; 

p. 209. 

Les urines de suje ts  cancéreux ne présentent pas de variations 

significatives par rapport aux urines de suje ts  normaux. 



Chromabgraphie sw: papier des oligosaccharides urinaires de 
différents individus, sains ou cancéreux, fractionnés sur Charbon4 él i te  
selon l e  protocole expérimental décrit page W. Papier W h a b  ng 3. 
Système-solvant : acétate dtéthyle/pyridine/acide acétique/eau (5 : 5 : 
1 : 3). 
Planche A : urines de su jets normaux. Planche B : urines de sujets cancéreux. 



III - CONCLUSION ET DISCUSSION 

La composition en osides des urines e s t  étroitement l i é e  à la  

nature du groupe sanguin de chaqiie individu. Ce f a i t  e s t  particulièrement net  

dans l e  cas du groupe A, caractérisé par l a  présence constante d'un pentasaccha- 

ride renfermant du galactose, du fucose, de l a  N-acéQlgalactosamine e t  du glucose. 

Il e s t  cependant nécessaire d'observer qu ' i l  s ' ag i t  i c i  d'tm oside qui n 'a  jamais 

été  ident i f ié  jusqu'ici parmi l e s  substances isolées des antigènes de groupe San- 

guin. En outre, chez certains individus du groupe A, nous avons observé l a  présence 

d'autres osides de plus haut poids moléculaire. Ces différences,observées au sein 

d'un même groupe sanguin, Pendent donc nécessaire l 'étude de la composition en 

osides d'un t rès  grand nombre d'urines de su je t s  dont nous connaetrons avec 

précision l e s  groupes sanguins des systèmes AB0 (H) , Rhesus, Lewis, Kell, etc. . . 
e t  éventuellement l e s  gr6upes t i ssula i res  (antigènes leucocytaires e t  plaquettai- 

res) ,  de manière à tenter  d ' é tab l i r  une classif ication des urines en fonction de 

leur  composition. Ce n ' es t  qu'après avoir a t t e in t  ce premier but que nous pourrons 

étudier utilement l e s  variations éventuelles de l a  composition en oligosaccharides 

des urines de suje ts  cancéreux, dans lesquelles nous n'avons pas pu déceler 

jusqulà présent de constituants anormaux. Les travaux récents de HAKAMORI e t  

ANDREWS (361 ) , qui ont Isolé de t issus tumoraux un glycolipide anormal à ac t i v i t é  

de groupe sanguin (voir  p. 478) nous inci tent  cependant à poursuivre ces travaiut 

rendus possibles par l a  mise au point d'un procédé de routine rapide e t  reproduc- 

t ib le  L 



CONCLUSIONS GEZTElRBLES Ï 

Les recherches que nous avons effectuées nous ont conduit à 

mettre au point un procédé général de fractionnement des urines dont l 'appli- 

cation a permis, d'une part,  l 'étude approfondie de l a  composition en glucides 

l ib res  de l 'ur ine  humaine normale, e t  d'autre part,  la  découverte d'un nouveau 

Q-pe de méliturie, l a  Sia lur ie  . Nous avons, en outre, décr i t  1' existence d'une 

oligosaccharidosurie associée à un cas de gangliosidose généralisée, e t  entrepris 

l 'étude comparée de la composition en oligosaccharides des urines normales e t  

pathologiques. Les principaux résul ta ts  que nous avons obtenus sont l e s  suivants : 

1 - MISE AU POINT D'UN PROCEDE GENEBAL DE 
- - -- - ---- 

FRACTIOHNEXEXT DES URINES 

Nous avons m i s  au point, au terme d'un t ravai l  effectué en 

équipe, un procédé de fractionnement des urines qui associe l a  précipitation 

kthanolique e t  l a  dialyse e t  qui pemet d'obtenir de façon reproductible, t r o i s  

fPaceions &lucidiques, glycopro tidique , oligosaccharidique e t  monosaccharidique. 

Ce procédé e s t  à l a  base d'une méthode de dosage des glycoprotides totaux uri- ti 

*. . 
naires e t  constitue l a  première étape du fractionnement des glycoprotéines mi- ! 
mires ,  actuellement poursuivi au laboratoire. 

Nous avons ensuite procédé à l'isolement des monosaccharides e t  

oligosaccharides de l 'ur ine ,  grâce à l ' u t i l i s a t i on  des méthodes classiques de 

chromatographie préparative sur  papier ou sur Charbonxélite. 

Nous avons enfin, dans l e  cadre d'une étude limitée aux seuls 

glucides l ibres  de l 'ur ine ,  m i s  au point un procédé simple e t  rapide mieux adapté 

aux impératifs d'un t rava i l  de routine. 

II - ETUDE DES GLUCIDES LIBRES DE L' URINE NOFMAJ.& 
---- 

Nous nous sommes efforcé de dresser une l i s t e  aussi complète 

que possible des glucides de l 'ur ine  humaine normale. Nous avons pu, de ce t te  

façon, ident i f ier  19 monosaccharides e t  37 aligosaccharides, dont la plupart 

n 'avait  pas encore dté décrits.  



A - LES MONOSACCHARIDES URINAIRES 
Les monosaccharides urinaires ont été identifiés,dans la plupart 

des cas, gAce à l'étude de leurs propriétés physico-chimiques : comportement 

chromatographique, pouvoir rotatoire spécifique, synthèse des phénylosazones . 
Nous avons ainsi caractérisé les monosaccharides suivants : 

- Aldoses : D-galactose (O à 3 mg p. 1. ), D-glucose (20 à 50 mg 

p. l.), Daiannose (1 à 5 mg p. l.), Larabinose (20 à 50 mg p. l.), D-xylose 

(5 à 50 mg p. 1.) et L-fucose (1 à 10 mg p. 1.). 

- Cétoses : Lxylulose (1 à 5 mg p. la), ribulose (1 à 5 mg p. l.), 

E-allulose (10 à 30 mg p. l.), D-fructose (10 à 30 mg p. l.), 3-cétofructose 

(5 à 10 mg p. 1 4-désoxyhemlose (5 à 10 mg p. 1 ,  ello-heptulose (1 à 5 mg 

p. l.), D-altroheptulose (5 à 10 mg p. 1.) et D-mannoheptulose (4 à 8 mg p. 1.). 

- N-acétylhexosamines : IV-acétylglucosamine et 1-acétylgalactosa- 
mine (moins de 1 mg p. 1.). 

- Acides sialiuues : acide g-acétylneurarninique (6 à IO mg p. 1.). 

- Acides. ur0niuueB : acide glucuronique (1 00 à 1 50 mg p. 1. ) 

La présence dans l'urine d'allo-heptulose, de 3-.cétofructose 

et de 4-désoxyfructose) nt avait jamais été décrite auparavent. Nous avons précisé, 

d'autre part, l'isomérie optique des autres monosaccharides urinaires, dont 

l'identification n'avait été effectuée jusqulà présent que sur la base de leur . 
comportement chromatographique. 

Les monosaccharides de l'urine ont une double origine : 

- alimentaire (cf est le cas du glucose, de l'arabinose, du xylose, 
du manno-heptulose , du Fcé tof ruc tose , qui disparaissent après un jeûne glucidique 
total de 2 à 3 jours). 

- et métabolique (métabolisme des glycoprotéines : galactose, 
mannose, fucose, N-acéblhexosamines, acide sialique, et métabolisme intermé- 

diaire des glucides libres : sédoheptulose, ribulose, xylulose). 

Le 4-désoxyhexulose, qui ne disparaît totalement de l'urine 

qulap&s un jeûne de trois jours, a peut-gtre également une origine métabolique. 



B - LES OLIGOSACCKBRIDES URINAIRES - 
Nous avons caractérisé 37 oligosaccharides urinaires, dont la 

liste est donnée dans le Tableau XXXD (p. 175). Ils peuvent être classés 

d'après leur composition en oses en sept groupes : 

1. osides d'origine alimentaire : lactose, saccharose, maltose. 

2. osides à pentoses : Xyl +Glc ; Ara +Ara ; Rib 4 Rib ; 

Xyl+ Xyl, etc . . . , d1 origine alimentaire probable. 
3. osides possédant la composition d'osides du lait de femme : 

(hic, ~a1) j Glc ; (2 Fuc,   al) +Glc ; (2 hic, 2   al) +Glc. 
4, osides renfermant du mannose et de la -acétylglucosamine, 

d1 origine glycopro téinique. 

5. osides renfermant simultanément du galactose, du fucose, de 

la g-acétylgalactosamine et du glucose en position terminale 

réductrice, qui seraient les produits de dégradation de 

glycolipides encore inconnus. 

6 .  osides acides renfermant de l'acide g-acétylneuraminique, 

qui proviennent du métabolisme des ganglio sides ( sialyllac to- 

se) ou dea glycoprotéines (sialyllactosamine). 

71 osides acides renfermant de l'acide glucuronique, de la 

N-acétylglucosamine et du glucose, qui pourraient être consi- - 
dérés comme des produits du métabolisme des glycosamino- 

glycannes, s'il ne se posait le problème de la présence de 

glucose en position terminale réductrice. 

III - DECOWERTE D'UN CAS DE SIALJJRIE 

- .;;t 
En collaboration avec le Service de Pédiatrie des S-rvices ~ospil,~.':~! 

taliers de Lille (professeur FONTAINE), nous avons décrit le premier cas mondial 

de sialurie, caractérisé par une élimination journalière de 5,8 è! 7,2 g d1 acide 

N-acétylneuraminique, de 380 à 580 mg de 2-acétylmannosamine et de 160 à 180 mg 

de E-acétylglucosamine. Aucune explication de ce trouble métabolique n'a pu 

Q tre encore proposée, mais 1 ' hypothèse du dysfonctionnement d ' un gène régulateur 
nous semble la plus logigue. 



IV - MISE EN EVIDENCE D'UBTE OLIGOSBCCHBRIDOSURIE) 
ACCOMPAGNANT UN CAS DE GANGLIOSIDOSE 

FONTAINE et al. (362) ont décrit le 20 cas de gangliosidose à 

GM2, avec déficit total en B-hexosaminidase. Nous avons montré, d'autre part, 

que l'urine du jeune malade renfermait environ 800 mg (par diurèse) dl oligo- 

saccharides, essentiellement composés de mannose et de ~-acétylglucosamine, 

L'élimination de ces osides urinaires est très certainement provoquée par le 

déficit total de B-hexosaminidases, qui pertube ici non seulement le catabolisme 

des gangliosides, mais en outre celui des glycoprotéines. 

V - ETUDE COI@AREE DES URINES NORMBLES ET 

PATHOLOGIQUES 

Ndus avons entrepris enfin une série de travaux qui demanderont 

un certain temps encore et qui ont pour objet l'étude comparée de la composition 

en olfgosaccharides des urines normales et pathologiquesr Nos résultats sont 

certes très fragmentaires, mais prouvent dès maintenant que la composition en 

osides des urines normales varie en fonction de facteurs parmi lesquels le 

groupe sanguin de 1' individu joue un grand rôle, bien que 1' on ne puisse établir 

de corrélation entre les structures des osides de groupes sanguins et celles 

des osides urinaires. Les variations observées fréquemment au sein d'un m8me 

groupe sanguin rendent d'autre part nécessaire de considérer l'influence possible 

des autres groupes dont les antigènes sont encore mal connus, et éventuellement 

celle des groupes "tissulaires". Il s'agit donc 1è d'un travail de longue haleine 

qui n'aura pour but d'établir une classification des urines d'après leur compo- 

sition en glucides. Parallèlement, nous poursuivrons l'étude des urines patholo- 

giques, urines de cancéreux en particulier, afin de tenter de mettre en évidence 

des variations qualitatives ou quantitatives caractéristiques du dysfonctionne- 

ment de la cellule tumorale. 
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