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I N T R O D U C T I O N  

La sécrétion urinaire e s t  une des voies principales que l 'orga- 

nisme possède pour se  débarrasser des déchets de son mdtabolisme, des substances 

nuisibles ou inu t i l e s  e.t aussi, d'une certaine quantité d'eau. La quantité d'u- 

r ine émise par l'homme pendant 24 heures var ie  de un l i t r e  à un l i t r e  e t  demi. 

 urine e s t  colorée en jaune plus ou moins foncé par l e s  pigments ur inaires  

(urochrome, uroérythrine, urnbiline, porphyrine, etc. .  . ) . 
Les constituants minéraux (chlorures, phosphates) e t  organiques 

t e l s  que l 'urée,  l e s  acides aminés, l 'acide urique, représentent l a  plus grande 

par t ie  des constituants normaux de l 'ur ine.  

Depuis plus d'un demi siècle,  l e s  chercheurs se  penchent sur  

l e s  constituants moins connus de l 'u r ine  e t  l a  protéinurie e t  l a  glucidurie 

sont maintenant admises comme normales quand e l l e s  sont discrètes. Toutefois, 

des excrétions anormalement élevées de protéines ou de glucides révèlent des 

traubbes pathologiques graves. Ces composés peuvent se classer en deux groupes 

principaux : . l e s  oses l i b res  (oses + polyosides) . l e s  composés de grande masse moléculaire, provenant s o i t  du 

sérum, par u l t ~ a f i l t r a t i c m  qaus l ' influence de l a  pression sanguine, dans 

l e  glomérule de Malpighi,ou du t ractus  urinaire e t  géni tal  : ce sont les pro- 

téines, l e s  mucopolysaccharides, l e s  glycoprotéines. 

Bien que t r è s  t ravai l lée ,  l ' u r ine  res te  ?t l 'heure actuelle un 

milieu biologique peu connu e t  outre l e s  oses e t  osides l i b res  e t  quelques 

glycoprotéines connues, il é t a i t  intéressant d'essayer d ' i so le r  d 'autres 

composés. c ' e s t  l e  but que nous nous sommes proposés dans un premier temps, 

dès notre entrée au laboratoire, &in de déceler dans un second temps, des 

différences chimiques ou physiques de ces constituants, dans l e  cas de cancer. 

Dans l e  présent mémoire, nous avons d'abord exposé rapidement 

l 'h is tor ique des recherches effectuées sur  l 'u r ine  humaine, en nous attachant 

surtout 31 l a  f ract ion adialysable qui contient l e  plus de constituants, puis 

nous avons c i t é  tous l e s  constituants en précisant leurs  propriétés lorsque 

celles-ci  é taient  connues. 

Dans l a  deuxième partie,  nous exposerons l e  résu l ta t  de nos 

travaux - personnels. 



. HISTORIQUE BF;S RECHERCHES SUR L'URINE 

CONSTiTUANTS DE L' ADIALYSABLE URINAIN3 



. . 
Dès 1835, FfOX?:2:: (1 )  dzmontïai t  l a  présence do p r o t é i n e s  d3n.r 

l ' u r i n e  h z a s i c s  e t  eç scya i t  ?$ c'énontrer avec l e s  connaissûnces chirnlqi~es 

d ' a l o r s ,  l a  présence rl 'acide chondroTtine s l i l f i l r iquc.  Ce n ' e s t  qcz t r e n t e  

ens p lus  t a r d  que des substances de groupes sanguins son t  ci6couvertes p ? r  

YOÇIYADA (2) .  

Il  f w d r a  at ter idre  1950, pour que T M  e t  H0;:SFALL ( 3 )  isole:l t  

un uromco2de, spLcif ic ,ueme~t  u r i n a i r e ,  à l a  p r o p r i é t é  i n h i b i t r i c e  de l'hL:: a - 

g luc ina t ion  des v i i u s  e t  que, uar ces  r ~ s - ~ l t a t s ,  de nombreu:: cf.,erchecrs 

entreprcncnnt  de f r a c t i o n n e r ,  d ' i s o l e r  e t  de c a r z c t é r i s e r  l e s  g lycopro t5Fd~s  

p ré sen t s  dzns l e s  u r ? t e s  hcmaincs normales e t  pathologiques.  

I l  f n u t  s i g n a l e r  dès m a i n t e n 2 ~ ' - ,  l e s  d i f f i c u l t é s  de recherches ,  

s i  l ' o n  s o i t  que dsils l e  sérum humain, il e x i s t e  / O  g / l  Ce glycoprotZides 

r é p a r t i s  e n t r ?  t r e c t e  à quurante c o n s t i t u a n t s ,  t and i s  que d,?ns un l i t r e  

d ' u r i n e  nous n 'ootenoqs que 15 E 490 n:g de ~ 0 1 1 ~ 9 6 ~ s  (&) r é p a r t i s  s u r  u-.~ 

nombre encore p l u s  grands de  c o n s t i t u a n t s .  

L 'é tude  de:; p ro t é ides  des u r i n e s  normales ou "p ro t é inu r i e  phy- 

s iologique ' ' ,  a ét6 e n t r e p r i s e  par  de nombreux au teu r s ,  en p a r t i c u l i e r  pnr  

RIGAS e t  II%LLEX ( 4  ) , Mc GARW, S35ON e t  ROSS (51, 1-IEREK4NS ( 6 1 ,  tXNERK4N 

e t  c o l l .  ( 7 ) .  

(%) ColloPdes : l e s  au t eu r s  groupent sous l e  nom de co l lo fdes  l 'ensemble 

des glycopept ides ,  g lycopro té ines  e t  glycosaminoglyca~nes 

(ou milcopolysaccharides). 



La méthode l a  plus employée a é t6  l'électrophorkse sur papier, 

( la  première a é t é  f a i t e  par FUGAS e t  HELLER (8) ), suivie de d i f fe rents  modes 

de révélation, pour mettre en évidence l e s  protéines, l e s  camposés glucidiques. 

Mais cet te  méthode n ' e s t  pas assez sensible pour l 'étude directe  de l ' u r ine  

qui doit  d'abord 8 t r e  concentrée ou fractionnée e t  enrichie pour permettre 

1' 6tude de composés particuliers.  

Pour des raisons de commodités, nous avons partagé ce chapitre 

en deux par t ies  principales : 

. l a  fract ion dialysable de l 'u r ine ,  c'est-à-dire f i l t r a b l e  

t ravers  des boudins de dialyse, comprenant l e s  glucides l ibres  

de 1 'urine 

. l a  fraction adialysable, retenue dans l e s  boudine de dialyse, 

renfermant l e s  substances de grande masse moléculaire. 

1 - Y. FRACTION DIALYSEa DE L'URINE 
==========================-= 

IvlC)lT3EUIL e t  B O W G E R  ( 9 )  sont l e s  premiers à avoir décr i t  

une méthode d'analyse chromatographique des fract ions dialys&l@sides u r b a s  

humaines préalablement purif ides sur échangeurs d' ions. 

Les urines humaines contiennent I,5 g d'oses Maux par l i t r e ,  

qui se répartissent de l a  manikre suivante : 

. oses e t  polyosides : 1 g par l i t r e ,  

. acide glycuronique l i b r e  e t  conjugué : 0 ,5  g par  l i t r e .  

Les oses urinaires ont é t é  ident i f iés  par MCNTBUDL~ a ins i  que 

par BFVENUE-et WILLIAMS (IO),  e t  l e s  polyosides mt été isoles par chrumato- 

graphie préparative sur  papier e t  l a  mmposition de dix d'entre eux a é té  

précisée (Tableau f - p. 5 ) .  

w Communication personnelle. 



T a b l e a u  1 

COPIPOSI!M@I EN OSES DES POLYOSIDES DE L'URINE NORMALE 

d ' après MONTREUfL e t  BOULANGER (23) 

( P o l y o s i d e s  ) 
(------------------------------------------------------------------------------- 
( 1 i ~ a i a c t o s e ,  ~ ~ o s e  
( f ( 1  : 1 )  f \ < 2 : Galactose, Mannose : ( 1  : 1 )  j ' 3 Galactose, Fucose 
( : (2 : 1 )  

( 4 : Galactose, Wcose, Acétylosamine : ( 2 :  1 :  1) j 
( 5 Galactose, Mannose, b c o s e ,  Acétylosamine (1  : 1 : 1 : 1) ( 

1 
( 6 : Galactose, nicose : (2 : 2) 5 
( 7 ;  ( 

Galactose, Mannose, F'ucose : ( 2 :  1 :  1) j 
8 : Galactose, Mannose, Fucose, Acétylosamine : (2 : 1 : 1 : 1) 

1 < ) 
Galactose, Mannose, F'ucose, Acétylosamine ( 1  : 1 : 2 : 1) 1 > 

( I O  : ealactose,  Mannose, Fbcose, Acétylosamine : (2 : 1 : 3 : 1) 
. -- 

j 
J i .  



D'autre part ,  plus récemment, MONTREUIL ( l l ) ,  puis  MONTREUTL 

e t  GOtJïXT (12) ont signalé l a  présence de cétoses dont s i x  ont é t é  i den t i f i é s  

par S m  (13)~ t r o i s  au t r e s  substances cétosiques r e s t en t  encore à 

i d e n t i f i e r .  

Enfin, de nombreux auteurs ont démontré 1 ' augmentation des 

quan t i t é s  de composés contenant des osamines, (47 p. I O 0  des osamines t o t a l e s  

sont  d ia lysables  : BOAS (14 ) )~  en cas de maladie, de grossesse ou de choc 

ch i ru rg ica l  : BOAS (I5), BT~RNESJO, %WINEX e t  ODIN (16)~ e t  une décroissance 

dans l e  cas de myxédèrne : WTEEuER e t  a l  (I?) ,  BOAS (18). 

2 - U FRACTION ADIALYSABLE DE L' bTUNE ................................. .................................. 
Cette  f rac t ion  e s t  l a  plus complexe e t  l a  présence de glucides 

e s t  connue depuis longtemps. 

La composition en oses des colloTdes u r i na i r e s  a é t é  r é a l i s ée  

par MONTREUIL e t  BOULANGER dès  1953 (19). L.a chromatographie des hydro- 

l y s a t s  de ces colloirdes a permis d ' i d e n t i f i e r  l e  galactose, l e  mannose, l e  

nicose, des osamines e t  l ' a c i d e  glucuronique en f o r t e  proportion, l e  glucose 

e t  l e  xylose en p e t i t e s  nvnnt i tés  (voPr fi@;"=& 16 ~t 17) . . . 

~ ' a p p L i c a t i o n  des métnodes dr61ectrophorèse e t  dTimmunoélectro- 

phorèse a permis, à de nombreux auteurs, d 'explorer  f r a c t i on  t r è s  complexe, 

e t  de déterminer l a  composition t o t a l e  de l ' ad ia lysab le  u r i na i r e  (Tableau II - 
p. 7), e t  de l a  comparer à c e l l e  du sérum (Tablezu III - p. 8 ). 

RIGAS e t  I-ElU33 ont soumis l e s  protéines u r i na i r e s  t o t a l e s  

solubles à un fractionnement électrcrphorétique. Ils trouvèrent  des f rac t ions  

correspondant aux principales f r a c t i ons  du sérum, mais l a  f r a c t i on  des 8 -glo- 

bulines u r ina i res  é t a i t  moins abondante, t and i s  que 1 ' albumine é t a i t  en excès. 

Ces r6 su l t a t s  f u r en t  confirmés par BOYCE, GARVEY e t  NO- ( 2 0 ) ~  

Mc GARHY, SEHON e t  ROSE (21), WEBB, ROSE e t  SEHON (22), (F'ig. 1 - p. 9 ). 



T a b l e a u  II 

ANALYSE DES COMPOSANTS NCN DIALYSABLES DE L'URINE 

d' après BOAS (23 b i s )  

\ 
( F r a c t i o n  par 24 h 1 ' fSxcrét5on s o ~ g  ' 

R é f é r e n c e s  
1 

( 
-------------------------------me- .................... ............................. 
Adialysable t o t a l  

( I l  
: 223 5 340 : HAMERMAN e t  a l  (24). 

: KING e t  a l  (25). 
( ?I 

: 439 + II5 1 
( ?? 

I5î 5 750 : BOAS (non publié) .  1 
( 133 
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Figure 1 

E lectrophorèses de sérum e t  d'urine normale d'après l a  methode 
de WIEME. 
On note l a  mobi l i t é  p lus  grande de l'albumine urinaire e t  l a  
zone des glubulines prati,quement absentes dans l e  serum. 1 



BERGGARD (49) montrait également que l e s  protéines ucinaires  séparées par 

électrophorèse contenaient de plus grandes quant i tés  d '  oses que l e s  f rac t ions  

correspondantes du plasma. 

Plus récemment, l e s  techniques d'immun0 électrophorèse s e  sont 

révelées 'être un o u t i l  précieux. GRANT (w), PATTE, BALSADAIRE e t  MRET (51)~ 

Kmrrn; e t  a l  (T), BISERTE, HAVE?, e t  HAYEM LDlY (s),  HERHiIANS e t  a l  (54), e t  

surtout  BERGGARD (55$ 5 )  lee ont larsement u l i l i s é e s .  

~ctuellemenE, une vingtaine de protéines ont pu ê t r e  i den t i f i é e s  

à des protéines sériques. 

WALDROM HA- e t  a l  (g), KING e t  al (59) avaient 

d '  aut re  pa r t  démontré l a  nature glycoprotéinique de 1' adialysable ur inai re ,  

confirmée par  l e s  travaux de BOUnRILLPN, GUT e t  MICHON (60). 

Deux substances ont é t é  pur i f i ées  e t  caractér isées  par  adsorption 

su r  1 ' acide benzoïque e t  pr4cipi ta t ion par  1' acétone [ANDERSON e t  Mc LAGAN (61 ,621. 

De même, l a  glycoproteinede haut poids moléculaire de TAMM e t  

HORSFAU (63) a é t é  i s o l é e  de l ' u r i n e  par p réc ip i ta t ion  avec l e  chlorure de 

sodium 0 , g  M. Sa forme e t  l e s  d i f fé ren tes  propr ié tés  biologiques, chimiques 

e t  physiques ont é t é  i tud iées  par de nombreux auteurs parmi lesquels  on peut 

c i t e r  TAMM e t  HORSFALL (64), BURNET (65), PORTER e t  TAMM (66) (Fig. 2 p. 11) 

D I  FERRANTE e t  POPENOE (67), MAXmELD (68 , 6gj ,  a able au X I  - p.42 ) . 
Un au t re  glycoprotéide a é t é  i s o l é  des ur ines  de s u j e t s  fa t igués  

ou cancérewc par l a  technique de TAYEAU (70) : c ' e s t  l a  substance de DONAGGIO 

dont 1 'étude blectrophorétique a é t é  f a i t e  par BISERTE e t  a l  en 1 9 5  (T I ) .  

Enfin, l e s  glycoprotdides ayant u?e a c t i v i t é  de groupe sanguin - 
[FREUDENBERG, E~CHEL (72 , 7 j )  . KING, FIELDEN e t  BOYCE (74), KING e t  ;i1 (75)j, 

l e s  gonadotropines e t  1 ' êrytkrropoi é t ine  rencontrée dans l e s  ur ines  d ' anémiés, 

complètent l a  l i s t e  des glycoprotéines actuellement i so l ée s  dans 1 'urine.  

 étude de ces colloïdes u r ina i res  ne s e r a i t  pas complète sans 

l ' é tude des mucopolysaccharides acides ou glycosaminoglycanes, terne  in t rodui t  

par BALAZS e t  JEANLOZ,ccmespondBntimieux à l a  s t ruc ture  de ces complexes poly- 

saccharide-protéine, f orm6s d'un groupement prosthétique consti tué par l a  répar- 

t i t i o n  d'un d i ~ a a c h a r i d e  comprenant au moins une osamine : glucosamine ou galac- 

tosamine. S i  l e  polysaccharide contient  un acide uwnique, l e  terme glycosamino-- 

glycane peut Gtre remplacé par l e  terme glycosaminoglycuronoglycane. 



Figure 2 

La glycoprotéine de TAMM e t  HORSFALL vue au microscope é l ec tro -  
nique d'après PORTER e t  TAMM. 



Leur composition e t  l e u r  s t ruc tu re  s ~ e x p o s é ~  dans l a  f igure  3 p. 13 e t  l e  

tableau IV p. 1 4  . 
D6jà M'~RNER en 1895 (77) démontrait l a  présence d 'ac ide  chondroitine 

sulfurique dans des complexes mucopolysaccharides-prot6ines de I f  ur ine  humaine, 

ce n ' e s t  que bien plus  t a r d  que d i f fé ren tes  méthodes de préparation é t a i en t  mises 

au point.  

Des f r ac t i ons  contehant des mucopolysaccharides acides sont  i so l ée s  

par prècipita.tion à l ' a c é t a t e  de plomb : KOBAYASi (78) ,  à l a  benzidine chlorhy- 

drique : ASTRUP (79), par  trai tement à chaud : ANDERSON, e t  Pic U G P d  ( 3 0 ) ~  par 

d ia lyse  : HAMERMAN e t  a l  (81)~ KING e t  a l  (82), par  prbcipi ta t ion alcoolique 2 

TAMM e t  HORSFAU (83), par p réc ip i t a t ion  à l ' a c i d e  benzoïque : ANDERSON e t  

Mc LAGAN (84), par l e  procédé de "sa l t ing  out" : TADU e t  HORSFALL (85), ou 

par  un détergent cat ionique : D I  FERRANTE e t  FUCH (86). 

Plus récemment, un mélange de glycosaminoglycanes dans lequel  

l ' a c i d e  chondroitine s u l f a t e  é t a i  t l e  p r inc ipa l  consti tuant ,  a é t é  m i s  en 

évidence dans l a  f r a c t i on  adialysable de 1 'ur ine  humaine : HEREMANS e t  a l  (87), 

L~NKEI? e t  T m Y  (88 ) , KmG, Ff-7: e t  BOSE (891, KELEX, PONCEZ' e t  DI F!EMNm 

Ces composés normalement présents dans l f u r i n e s o n t  ?. un taux de 20 ~ g /  

$4 h, e t  ce r ta ins  d ' en t r e  eux sont  en augmentation t r è s  n e t t e  chez l e s  enfants : 

RICH, D I  FERRANTE e t  ARCHIBALD (31)~ LOEWI (92 ) ,  TELLE3 e t  al (93),  e t  dans 1s 

cas de cer ta ines  maladies : l e  syndrome de Morquic-$Hurler, l e s  humatismes 

a r t i cu la i res ,  l e  cancer, l a  leucémie, e tc . .  . : LOEN (94), FUCH e t  MYERS (95), 
CUUSEN e t  a l  (96). 

La séparation des mucopolysaccharides d'm mélange a é t é  un des 

premiers problèmes qui  s ' e s t  posé. 

D I  FEFû.1ANTE e t  FUCH (37), SCOTT (9), ANTONOPOULOS e t  a l  (39) l e s  

p réc ip i t a ien t  au. moyen de s e l s  d'ammonium quaternai res  t e l s  que l e  cétavlon ou 

bromure de cétyltrym6thylammonium e t  l e  chlorure de c6tylpypidiniwn. Cependant, 

l e s  r é s u l t a t s  r e s t a i e n t  problématiques, par exemple, l e  k é r a t m  s u l f a t e  r e s t a i t  

en solution.  

MATHEWS e t  HINDS 000) modifiaient l a  méthode de MEYER e t  a l  (102) 

pour p réc ip i t e r  l e s  glycosaminoglycanes, e t  enfin, WHITEHOUSE e t  MORETm (IQ) 

l e s  p réc ip i t a ien t  par  l e  r ivanol.  
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& - ,  - Structure des mucopolysaccharides aett6es 





Les travaux plus récents  ont porté plus particulièrement, su r  l a  

manière d '  ilknti$?iw ces  composés : 

- d 'après  l eu r  mobilité: électrophorétique sur  papier : HEREYIANS 

e t  VAERMANS (107) - ( ~ i g u r e  4, p. I6), ADAMS ( I N  ) sur  ge l  : MA-S (1~5) , 
su r  acéta te  de cel lu lose  : SZmO e t  ROBOZ-EINSTEIN (Id), NANT~ (107) e t  en 

u t i l i s a n t  des révéla t ions  appropriées : bleu a lc ian e t  bleu de to luidine ,  

- par  chromatographie su r  échangeurs d '  mi ons in t rodui te  par 

MEXEFi e t  a l  (I@'), s u r  Dowex 1 x 4, Ecteola Cellulose, e t  D.E.A.E -Sephadex, 

en éluant avec des solut ions  de molar2té ou de force ioniqtle cpaissante : (chlorure 

de sodium seu l  ou additionné d 'acide chlorhydrique) : ANSEm e t  LA- (IS), 

SCHMTIX ( 110 1, K E K E X r  P5lEET e t  Iü FEFWWTE : 1.a, WSm ClTl?), TELLER e t  
ZlEMAN (II?), ANTONOPOULOS et a l  (114) 

- enfin, par des méthodes enzymatiques. E l l e s  sont nombreuses, e t  

u t i l i se r i t  pour l a  p lupar t  l a  propriété de l a  hyaluroriidase t e s t i c u l a i r e  spéci- 

fiquement act ive  sur  l ' a c i d e  chondroitinr sulfurique A ou C a i n s i  que sur  l ' a c ide  

hyaluronique, tandis  que l a  hyalurnnidase bactérienne a g i t  seulement sur  l ' a c ide  

chondroitine sulfurique B e t  l 'hépar ine  : LINKER e t  TETlRY (1Pj) LINKER e t  a l  ( I I~ . ) ,  

e t  l ' a c t i on  des chondroitinases spécifiques des acides chondroitine sulfuriques 

e t  de 1' acide hyaluronique : MAYES e t  HANSEN (II?), BOWNESS (118). 

Toutefois, l e s  mucopolysaccharides ne se présentent pas toujours 

sous l a  forme l i b r e ,  mais l e  plus souvent,sous l a  forme d'un complexe protéine- 

polysaccharide, VARADI, CIF0NEL;LI e t  DORFMAN (II~), qu' il fau t  a lo r s  d issocier  

par un trai tement à l ' a l c a l i  dans des conditions douces : ANDERSON, HOFF'M@J e t  

MFVER (120). 

11 a p p a r d t  donc, après cc bref historique, que l e s  problèmes 

posés par l ' é tude  de ltadialysab:e u r ina i re  sont  l o in  d ' ê t r e  réaOlus, e t  que 

l a  d ivers i t é  des techniques employées par l e s  auteurs dispersent  l e s  r é su l t a t s  

au l i e u  de l e s  regrouper. II e s t  pcurtmt u t i l e  de f a i r e  l e  point  su r  l e s  corn-- 

posés ou groupes de composés i so l é s  dans l ' u r i n e .  Nous nous sommes bornée dans 

l e  chapitre suivant, à énumérer ces composants de l 'adia lysable  ur inai re ,  en 

c i t a n t  l e u r s  propr ié t&s lo rsqu 'e l l es  sont connues. 



Figure 4 

Electrophor2se des mucopolysaccharides acides de ltadialysable 
urinaire, sur papier dans un tampon veronal, pH 8,6 = O, 1. 

Coloration au bleu alcian (a) 
Coloration au bleu alcian aprss extraction au phénol 

de l'albumine qui cachait APS 3 (b) 
Coloration au bleu alcian et A la fuschine pour révéler 

les protéines (cl 



i CONSTITUANTS DE L ' ADIALYSAJ3LE URINAIRE 
- j 

1 - ASPEETS TEXXUQU.E;S DE L'ANALYSE DES PROTEINES URINAIRES ................................................ ................................................. 

Outre l a  mise en ividence des oses composant l e s  colloIdes urinaires 

(Mg. 16 e t  17 , il f a l l a i t  également connaftre l e  mieux possible l e s  composants 

glycoprotéidiques de l 'ur ine humaine. Pour l e  faire,  il f a l l a i t  ramener l a  quan- 

t i t é  de protéines mina i re s  à une concentra-[;ion voisine de ce l le  du plasma. 

Diffërentes mdthodes ont é t é  proposées : 

1) ~ ' u l t r a f  i l t r a t i o n  u t i l i s é e  par RIGAS e t  HELLER ( 1 2 ~ ) ~  

HERFNANS (122 ) , GRANT (123 ) , BERûGARD (124) . 
2)  La lyophilisation ou l a  concentration pa r  ventilation d ' a i r  

f roid sur  uneurine dialysée contre l 'eau courante (2 jours) e t  contre l 'eau 

d i s t i l l é e  (2 jours). 

C'est l a  lyophilisation qui s ' e s t  révélée l a  méthode l a  moins 

dénaturante e t  l a  plus rapide, C'est  donc ce l le  que nous ut i l iserons.  

B - METHODES D' ENRIcKIssEMESIT 

' Nous citerons pour exemple, l e s  méthodes de dialyse, d  ' ul t ra f  i l t r a t i  on 

(déjà c i tée) ,  de précipitation alcoolique : COHN e t  al (125) e t  ce pr&ipi-t;ation au 

sulfate  d ' moniwn . 
La dialyse e s t  t r è s  couramment employée. Elle fournit ,  p a r t i r  

de l 'u r ine  totale ,  deux fractions d is t inc tes  : l a  f ract ion dialysable qui con- 

t i e n t  des constituants de fa ib le  poids moléculaire, e t  l a  f ract ion adialysable 

de nature glycoprotéinique. 

c -  ODES D'ANAI~YSE 

L.a lyophilisation des 6chantillons d'urine dialysee qui 

présente l e  moins de dommage pour l e s  protéines. 

Il n 'exis te  aucUne méthode permettant l a  différent iat ion de toutes 

l e s  protéines ur inaires  en une seule étape. 



Ce sont l e s  méthodes imrnunologiques qui sont l e  p lus  souvent choisies, 

sous forme d '  immunoélectrophorèse ou de determination immunologique d' un seul  

composant. 

Le mode l e  plus général d'observation d'un spect re  de protéines 

u r ina i res  e s t  obtenu au moyen dfélectr6&orèse sur  ge l  d',amidon, s o i t  seule : 

REVILLLARD ( a 6  ), SCHmTRLEN (I27), ou combinée avec l ' é lec t rophorèse  sur  papier. 

(Xg. 5 e t  6, p.19 e t  20) .  

Des méthodes spzciales d ' i den t i f i c a t i on  e t  de détermination quanti-- 

t a t i v e  de const i tuant  unique, t e l s  que l'uromuco~cle, l e s  proté ines  de aENCE JONES, 

l'hémoglobine, e tc . .  . , seront signalées par l a  sui te .  

Parmi l e s  rnEthodes proparatives, l e s  plus employées furent  l a  précipi- 

t a t i on  à l ' a c i d e  benzoïque : ANDERSON, LOKEY e t  Mc LAGRN (128)~ ANDERSON e t  

Mc LAGAN (123) KmTTEL e t  a l  (FO), l a  p réc ip i t a t ion  fractionnée à l ' é t hano l  : 

BOUFULLON e t  a l  (131, 132, 133 , BCGI3IILLrW e t  KAPLAN (134)~ l a  chromatogra- 

phie sur  colonne de cel lu lose  échangeuse d '  ions : ANDERSON e t  a l  (135) ,DE VAUX 

S t  CYR, CLFVE e t  GRABkR (136) JACKSON, FARMER, SLATEF, e t  DE WOLFE (137)~ 1 ' élec- 

trophorèse préparative : BERNARD (138, 139; 140 ) , WEBB, ROSE e t  SEHON ( I ~ S ' ,  

e t  l a  ge l  f i l t r a t i o n  sur  colonne de d e x t r m  : S-SON (142). 

LES PROTEINES DE L'URINE NORMALE ................................ 
-----y-------------------------- 

Il e s t  maintenant admis que l e s  suJets  normaux excrètent  40 à 80  mg 

de protéines par jour : Mc GARRY, SEHON, e t  ROSE (143)~ HEREMANS (144)~ FUGAS e t  

H!BX3R (145)~ TIDSMM (146 , IV) . 
Comme on l e  vo i t  sur  l e s  f i gu re s  1, p.9 e t  6, p . 2 0 ,  l a  différence 

pr incipale  e x i s t m t  e n t r e  l e s  protéines de l ' u r i n e  normale e t  c e l l e s  du s 6 m 9  

e s t  l a  diminution relsrtive du pourcentage de protéines migrant à l a  v i t e s s e  de 

l'albumine e t  également l e  consti tuant  migrant plus v i t e  que l'albumine. 

Par dlectrophorèse l i b r e  su r  g&s ( f ig .  1, p. 9 ), on observe 

nettement l a  mobil i té  plus grande de 1 'albumine ur inai re ,  a i n s i  que l a  zone sans 

rl globu-lines. 



- Electrophorèses de zone du plasma e t  d'urine normale, 

en tampai vdronal pH 8,6, b= 0,i. d'aprbs BOYCE e t  aï ('348) . 
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nding- -descend 

- Electrophor&sessur amidon de sérum et d'urine normale, 

en tampon véronal pH 8,6, =O, 05, d' après FWîNKEIN (B9 ) . 



Mais l'klectrophorèse l i b r e  e t  de zone à pH 4,5 ou 4,7, résoud mal 

l a  visualisation des protéines urina2res. Nous distin;u:uorans t r o i s  groupes 

pakrri les  colloïdes ur inaires  : 

Les protéines sériques de masse moléculaire supérieure à 30 000. . Les protéines de fa ib le  masse moléculaire, 

Les glycoprotéides urinaires.  

A - LES PROTEINES SERIQUEÇ 

L' étude irnrnunoélectrophorétique décri te  en 193 par GRABAR e t  

WILLIAMS (19) s ' e s t  révélée une méthode de choix pour étudier l e s  protéines 

urinaires e t  déterminer leur  origine. 

c ' e s t  a insi  que GRANT (191, B E R G 0  (19, 153, 154) , EE!RGGARD 

e t  BEARN (I~s), DE VAUX St  CYFi e t  a l  (IE~), PATTE e t  a l  (157)~ H.F,REMANS e t  HERMAMJ 

(191, ont montré que l e s  principales protéines sériques ident i f iées  dans 1 'urine 

normale é ta ien t  : 

1 )  l a  préalbumine de SCHüLTZE (159), riche en tryptophanne : PATTE 

2) l'albumine : GRANT (162). 

3 )  1 'y, séromucoTde : PAlTE e t  al (163). 
4) 1'5 lipoprotéide : BEROGARD (164). 

5) 1'5 globuline (ou 04 ant i t r ips ine)  : PATTE e t  a l  (165) 
6) l a  cérulopïasmine : BEFtWARD (166), ROWE e t  aï (163) 

7) l'haptoglobine : BERGGARD (168)~ PATI'E e t  a l  (I@) 

8) l'a, macroglobuline : BERWARD (170)~ REVILLARD (ln). 

9 )  l a  Ba a glycoprot6ine : BERGGARD (172) 2 
IO) l a  Zn C$ glycoprotéine : BERGGARD (173) 

II) un composant de groupe spécifique : BERGGARD (174) 

12) l a  transferrine : PATTE e t  a l  (175) 

13) l a  PIA globuline : BEX~WA.RD(I~~) 

14) 1 'hémopexine : BEFGGARD (~n) 
15) l a  PIE globuline : BERGGARD(I-@') 

16) l a  P2A globuline : PAlTE e t  al  (179) 

17) l e  fribrinogène : BERGGARD (180) non présent dans toutes l e s  urines. 

18) l e s  8 globulines : GRANT (I83') 



La dis t r ibut ion électrophorétique de ces protéines est dannée 

dans l e  tableau V, p.23 , e t  l e  tableau VI, p. 24 

De plus, BEFWARD en 1960 (182) a montré que l e s  f ract ions de 

pbotéines ur inaires  séparées par 6lect~ophorése préparative, contenaient des 

quantités plus importantes de glucides que l e s  f ract ions correspondantes du 

s é m  sanguin. 

Il apparaît donc qu'actuellement, nous cannaissons une vingtaine 

de protéines sériques prsseates dans l e s  urines. 

Li?$ PROTEAINES UWTNAIRES DE FAIBLJ2 MASSE MûUM:ULAIRE B - -  

üne importante portion de 1 ' adialysable urinaire, peut ê t r e  l a  

moitié, consiste en mol&. 'es d e  rnc:;r i n f é x i e ~ ~ r e û  3 30 000. 

Les Glycosaminoglycanes 

Bien que n 'é tant  pas de nature protéinique, l e s  polysaccharides 

acides ou glycosaminoglycznes entrent dans cet4*e catégorie de composants 

urinaires. (fig. 3, p. 13 e t  Tableau IV, p. 14 ) 

Le taux n'excédant pas 5 à 20 mg/24 h dans l e s  urines, de nombreux 

procédds d'isolement ont é t é  proposés : KAC, HIZER, Mc G AVACK e t  DAWSON (183)~ 

(Mg. 7, p.25 1, l3EPBJSON e t  (184), (mg. 8, p.26 ), VARADI, C I F O W  

e t  DOFU?MAN ( I E ' ~ ) ,  ( ~ i g .  9, p.27 ), mais peu d'Qtudes analytiques ont é t é  f a i t e s  

pour l e s  caractériser.  

La répart i t ion dans l e s  urines e s t  donnée dans l e  tableau M I  pz8 
d ' après VARADI, CIFONELLI e t  DORFMAN (18 6) . 

a )  L'acide chondrditine sulfurique 

Dès 1916, SAHLSTMT (I@') i so l e  de l 'u r ine  de cheval un 

composé présentant 30 $ d'oses e t  f u t  l e  premier à révéler l 'existence de l 'acide 

chondroitine sulfurique. 

Eh 1938, KOBAYASI (ü38 ) préc ip i ta i t  de l 'u r ine  un mélange de 

polysaccharides contenant des acides hexuroniques, du sulfate, du galactose 

e t  de l a  glucosamine. 
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T a b l e a u  VI: 

C O N C m T I O N S  ReATrVES EN PROTEINES DU SERUM NORMAL 

ET DE L ' ADIALYSWILE ' URINAIRE 

( 
( : Surface de chaque fract ion d6terminée par planimétrie Albumine 
( N a t u r e  : Rapport e t  exprimée en $ de l a  concentration to ta le  
( 

Globulines '----------------------,--------------------------------------- 1 : a  7 
------ -,I ,,,,,, , 1 

( Sémn normal w 1933 . - : - : 56,8 : 7.2 : 8,7 : 12,8 : 14,4 7 ) 
( 1 
( Aciialysable 1 
( urinaire 
( nomai ar A 1 

di REINER, FENICHEL e t  STERN (D2) 

KK MEKL e t  GOLDEN (193) 



U R I N E  

1 + Chlorure de sodium 0,s M 
I 

I centrifuger 

1 
Surnageant 1 

dialysé 1 semaine 

sous pression réduite 

Ajusté a ' p ~  4 - HC1 O, 1 M 

+ Sulfate d'ammonium a 100 $ 

Centrifuger 
-3 

1 Précipité CPC-II 1 
I 

Surnageant II 

A M .  + glycopeptides 

Sulfate d' ammonium 1 à différentes concentiraticsis 

FIGURE 'i: 

- Fractionnement de 1' adialysable 'ur inaire  d'après KA0 e t  al (194) 

1)  CPC-1 = I mucoprotéine de TAMM e t  HORSFAIL e t  
complexe carbohydrate 

2) CPC-II= complexe glucidique + mélange de protéines 
riches en sucre 

3)  AMP = glycosaminoglycanes 



U R I N E  

dia lysée  

f i l t r é e  

/ concentrée 

l centrifugée 

I v 

Surnageant 

Préc ip i t a t ion  alcool + acéta te  de sodium 

Isolement des mucopolysaccharides 

v 
Digestion trypsique 

J 
Electrophorèse de zone 

-1 
Fractionnement au 

1 ( ~ 4 l i t e )  Su l t a t e  ferrique-éthanol 

Précipi ta t ion des proté ines  

à 1 ' acide t r i ch lo racé t ique  

Dialyse, concentration 

Précipi ta t ion à l ' a l c o o l  

1 
lélange de mucopolysnccharides 1 

.I! Préc ip i t é  
\k 

Surnageant 

Mucopolysaccharide Mucopolysaccharides 

non sulfa-i;Ss 9 I su l f a t é s  

Electrophorèse 
de zone 

Chromatographie 

FIGURE 8 

- Méthode d'isolement des glycosaminoglycanes dans l e s  ur ines  

d ' après EWZXSON e t  DALFERES (195) 



U R 1 N E homme (20 l i t r e s )  

chlorure de sodiwn 0,s M 

+ 
Surnageant 

glycoprotéine de TAMM e t  HORSFALL 
G 50 médium 

\ 

laux s e l s  cuivriques 

I Matériel re tard6 

4. 
Préc ip i t é  

4 
Acide chondroïtine Sulfuriaue A.C. 

Acide hyaxuronique Hé parine 

Acide chondroïtine Kératane s u l f a t e  
Sulfurique B 

FIGURE 9 

- Isolement des mucopolysaccharides acides de l ' u r i n e  normale 

d ' après VARADI, CLiFON.8U.J e t  DORFMAPJ ) 
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ASTRi.JP i'm, en 1947, précipi  t e  1 ' acide chondra  t i ne  sulfurique 

dans l e s  urines,  par addit ion de benzidine chlorhydrique. De même, KERBY ( ~ 9 0 )  

u t i l i s a n t  l a  même technique, calcule l e  taux d'acide uronique du précipité.  

HEREMANS e t  al  (199) séparent par électrophorèse s u r  papier, 

Q pH 8,6, en tampon V-ronal-acétate, un mélange de polysaccharides de 1 'urine 

e t  i den t i f i en t  t r o i s  composés dont l ' un  e s t  probablement l ' a c ide  chondr6itine 

sulfurique. 

D I  l?EWUTE e t  RICH, en 19$, ( 2 0 0 ) ~  en u t i l i s a n t  l e  chlorure de 

cétyltr iméthyl ammonium préc ip i ta ien t  un composé dont l a  chromatographie sur  

papier ind iqua i t  une migration identique c e l l e  de l ' ac ide  chon9roitInesulfurique. 

Des travaux postérieurs',DI lRBR&W%(20.1),Cx FERUNTE e t  RICH ( 2 ~ 2 ) ,  D I  FERUNTE 

e t  POPENOE (203), MAXFIELD (204) , montrèrent q u ' i l  s '  ag i s sa i t  d'un mélange 

d ' acide !g.,duroniqu~, ' cci . ; '~  chondroï t h e  sulfuriquL -t . 1 ~  l a  .:lyqoprotcine 

dz TAMY u t  1-IORSFALL ( 2 ~ 5 )  sur  laquel le  nous reviendrons plus tard .  

Le problème qui r e s t a i t  a l o r s  é t a i t  l a  séparation des isomères : 

acide chondroltine sulfurique A e t  C qui  ne d i f f è r en t  que par l a  posit ion de 

l eu r  groupement sul fa te ,  e t  qui représentent  l a  f rac t ion  majeure des muco- 

polyeaccharides acides de l ' u r i n e  normale. c ' e s t  ce qut ont r é a l i s é  de nombreux 

auteurs t e l s  que ADAMS (206), MATKEWS (207), par électrophorèse sur papier ou 

s u r  agar. 

De même, l a  séparation des acides chondrditine sulfuriques A e t  C 

de l ' a c ide  chondrditine sulfurique B, a é t é  résolue par HARüKI e t  KIRK (2.08) 

par  électrophorèse sur papier dans un tampon au su l fa te  de zinc, a i n s i  que par 

BOWNESS (2D9)/ par  une méthode enzymatique employant l a  hyalurwidase  t e s t i -  

culaire,  ac t ive  v i s  à v i s  des isomères A e t  C e t  l a i s s an t  i n t a c t  l ' a c ide  chon- 

d rô i t ine  sulfurique B. MRYES e t  HANSEN (210) f a i s a i en t  réag i r  l e s  chondroiti- 

nases sp&ifiquement act ive5 sur  l e s  t r o i s  acides chondroitine sulfuriques. 

Il f au t  c i t e r  ,de nombreux travaux mettant en évidence 1' accrois- 

sement du taux de ces composés, par exemple, dans l e  cas du cancer, de leucémie : 

LOEWI (2XI), RICH e t  MYERS (212.), l a  maladie de HüRUB : MFYER e t  a l  (213)~ dans 

l e  syndrome de MARFAN : EEüiNSON e t  S m  (214). 

b) L ' héparine 
----mm---- 

Sous ce r ta ines  conditions, 1 ' h6parine peut a p p a r d t r e  dans 1 'urine. 

Bien que des substances anticoagulantes a i en t  été  décr i t es  dans l ' u r i n e  de lapin  - 
e t  1 'ur ine humaine LASTRUP (215)~ ROS-, NmMOF e t  MESTEL (2fi)J . ce n '  e s t  



probablement pas 1 'héparine, en dépi t  des réa r t ions  métachromatiques avec l e  

bleu de toluidine,  mais certainement des e s t e r s  sul fur iques  de molécules de f a i b l e  

masse en oses : JAQUES, NAPKE, e t  LEVY ( 2 ~ ) .  

E l l e  a e t6  dosée indirectement par l ' a c t i v i t é  ant icoagulmte  de 

l ' u r i n e  : REINERT e t  WINTERSTEIN (SI8 ), ou par métachromasie de l ' u r i n e  avec l e  

bleu de to luidine  : COPLEY ( 2 I g ) .  

De meilleurs r é s u l t a t s  f u r e n t  obtenus par ces méthodes après 

p réc ip i t a t ion  préalable à l a  benzidine chlorhydrique. 

 héparine s u l f a t e  r é s i s t e  l a  hyaluronidase t e s t i c u l a i r e  (comme 

l ' a c i d e  chondroitine sulfurique B) : LI=, TERRY e t  TELLER (220.), KING, FIELDEII 

e t  BOYCE (221), e t  l ' on  note également une augmentat;ion de son taux dans l e  

cas du syndrome de HüRLER par  exemple : BROWN (222) ,  KNWW e t  DORmvIRN (223) .  

c)  L '  acide hyaluronique .................... 
C ' e s t  avec 1 ' acide chondroitine sulfurique, un des premier muco- 

polysaccharides m i s  en évidence dcns l ' u r i n e  normale, après détermination des 

rappor ts  molaires d'azote, de su l fa te ,  d 'ac ide  uronique, 6.e glucosamine, de 

galactosamine a i n s i  que par  l a  d iges t ion avec l a  hyaluronidase bactérienne 

D I  FERRANTE (224 ) . 
La séparation é lect rophor i t ique de ce composé e s t  dtautcant plus f a c i l e  

q u ' i l  ne contient  pas de groupement sulfurique.  C 'es t  donc l u i  qui migre l e  moins 

v i t e  s u r  l e s  é lec  trophorégrammes, 

Il f a u t  remarquer cependant que l a  mobil i té  va r ie  avec l a  Provenance de 

échLmtil lons,  e t  l ' ac ide  hyaluronique u r ina i re  e s t  l e  p lus  l en t ,  ce qui l a i s s e  

supposer une t a i l l e  de molécule plus grande. 

Ces r é su l t a t s  sont  confirmés par chromatographue sur  échangeurs 

d 'anions comme 1 ' ~ c t e o l a  ce l lu lose ,  l a  Dowex 1 x 2, l a  D.E.A.E -S-phadex. Il e s t  

l e  moins retenu e t  e s t  élué avec l e  p~emie r  tampon d ' é lu t ion  : chlorure de sodium 

0,5 M. SHLL;LER (225), TANAKA e t  GORE (226), ou f ormiate d' ammoi?ium 1 M, 

PWIQNOPOULOS e t  a l  (22 7) . 

d)  Le kératane su l f a t e  ------------------- 
Ce f u t  un des de rn ie r s  glycosaminoglycanes à ê t r e  ca rac té r i sé  dans 

l ' u r i n e  normale : VARADI, CIF'ûNELLï e t  DORFMAN ( 2 ~ 8 ) ~  KEWLFY, PONCET e t  

D I  FERRANTE (229). 



Toutefois, il ava i t  déjà é t é  noté dans l e s  ur ines  de malades a t t e i n t s  de l a  

maladie de M0RQüI:UULRICH : ZELJ;WEGGX;GER e t  a l  (230), PEDFENI, LENZ1 e t  ZAMBOTTI (231 : 

E h  conclusion, nous constatons que tous l e s  gly.cosaminoglycanes sont 

présents dans l e s  ur ines  normales. 

2" - Les glycopeptides u r ina i res  

Il ex i s t e  un grande nombre de substances de masse moléculaire infé-  

r i eure  à 15 000, renferman-t une grande quant i té  d '  oses. De t e l s  composés ont 

k t 6  appelés glycopeptides par BLIX (232), DCT~WN e t  a1 [(23? , 23&;], HAKOMORI 

e t  al (235), glycoprotéines, (souvent injustement à cause de l eu r  p é t i t e  t a i l l e )  

par  ANDERSON e t  a l  (230), BERGGARD (237), BOYCE e t  a l  (238), GABRIEL e t  a l  (239), 

HMERWW e t  a l  (2401, ou McosacchaPides par MImm 1241 , 2 4 ~ ) l  . 
Des glycopeptides d'une passe mol6culaire de I O  à 15 000 e t  d'une 

constante de sédimentation voisine de 0,8 - 1 ont é t é  préparés par BOURIi,ï.,oN 

e t  col1 t ( 2 4 3 , .  244 . 245)) , par précipi ta t ion fractionnee à d i f f é r en t e s  

concentrations d'éthanol, va r ian t  de 50 à 90 $. ( ~ a b l e ~ u  VIII, p.32 ). Le 

matériel  soluble dans l ' é thanol  50 $ (S ) contenait  50 à 80 $ d'oses parmi 
50 

lesquels  20 3. 26 $ é t a i t  de l ' a c i d e  Sialique. Cela semble correspondre au muco- 
r 

saccharide i s o l é  par  MIEZTINEN 1(2& , 21i7L/ au moyen de l a  ge l  f i l t r a t i o n .  

Des glycoprotéides de f a b l e  masse moléculaire e t  r iches  en oses 

ont é t é  aussi  i s o l é s  par BOYCE, KIN;, LITlZE e t  ARTOM (248) ( ~ r a c t i o n  UFû ; 

H g .  I O ,  p.33 e t  tableau IX,  p. 35 ) e t  par  BERGGARD ( ~ r a c t i o n  B t- C )  : 

B E R G O  (249), LUNBLAD e t  BE;RGGARI) ( 2 5 ~ )  (Fig. 11, p.34 e t  Tableau IX,  p.35 ) 

qui emploient l ' u l t r a f i l t r a t i o n  à t ravers des membranes de porosité d i f férente ,  

e t  par KA0 e t  a l  (251) (Fig. 7, p.25 e t  Tableau I X ,  p.35 ) dont l a  f r ac t i on  

AMP + glycopeptides contient  80 % d'oses. 

Il apparalt  que l a  f ract ion A de BERGGARD a sur tout  se rv i  2i l ' é t ude  

des protéines sériques par  l e s  methodes d'  immunoélectrophorèse, tandis  que l e s  

f r ac t i ons  B e t  C, moins étudiées 2ar BERGGARD,ont é t é  retrouvées d'une manière 

dlff6rente par BOYCE e t  a l  (UFO?. La f rac t ion  RS 1 correspond .à l a  f r ac t i on  A 

de BEXGGARD e t  aux f rac t ions  VA% II e t  AMP + glycopeptidcs de KA0 e t  a l .  

Il semble cependant que BOYCE e t  a l  obtiennent une meilleure séparation des 

consti tuants.  





ADIALYSABLE faalfNAIRE TOTAL 
I 

1 msipbrme de oollodioi pores de 2 0 p  

Solution u l t r a f i l t r a n t e  

33 Iup.01 6716 
I i 
I 

Extraction tampon véronal 0,1 M 
pH 8,6 - Centrifugation 

4 i 

TAMM et HORSFAU 

S 
Surnageant 

J 
I 
4 \t 

Sulfate  de % Rrac ti onnement D.E.A.E. 

l r ep r i s  par l'eau 
dialysé 

Dialysable 
7 

I U F ~  I 
Lyophilisé '7- 

Pepris par 1 'eau 1 

+ de COHN 
I 

D.E.A.E. 1 a c t i v i t é  de 

4 
PL: s î  du 

4 
+ 5 v acétone 

I 

Adialysable 
PH 4 

Centrifuger 
1 3 

résidu ~ u m & e a n t  

1 
en 

Sulfate de m4 

I r---- Pr c ip i t é  Surnageant -- 
1 

-L 
Subefzioee 

B activité 
de groupes sanguLne 

- R a c t i a ~ e m e n t  de 1' adialrsbble urinaire t o t a l  proposé par KïNG, W!LTT.B, BOYCE e t  ARTOM (253) 
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I 
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Visking 8/32 inches (a )  

Proteines de 30 000 à 40 000 

Ult raf i l t ra t ion  - 660 mmHg 

Visking 23/32 inches (a)  Résidu 

Protefnes de I O  000 à 15 000 

Fraction A I 

4 
Ultraf i l t r a t i o n  

Visking 23/32 inches (a)  

Proteines de 4 300 

Résidu 

It. 
D i  alysat 

Traction 3 I 

! 4 
Adi alysable FractLaa C Ii 

FIGURE 11 

- Fractionnement de l ' u r ine  proposé par BERGGARD (254) 

(a) Visking : boudins de cellophane de diamètre variable. 



T a b l e a u  I X  

COMPOSITION DES DIFF-TES FRACTIONS OlTEWES PAR BOYCE e t  al (255) 
Résultats exprimés en p.100 de poids sec. 

( Acide I 
Acides Hexosamines Hexoses Protéine Lipides Cendres Eau ) Bialique 

1 
( U F O  : 1,33 

COMPOSITION, en wJli t r e  d ' urine, DES FRACTIONS OBTENüES PAR BERGGARD (256 ) 

Oses Acide Acides ( Fkactiariç : Azote Protéines totaux Hekwamines Hexoses Fucose 
( 

Sialique Uroniques 
(------"-- ------------.----- -----------------,..- ------I-------------.--.----.--..-..------ .----- ) 

1 

C f i W I T I O N  (en p.100 de poids sec) DE LA FRACTION AMP + GLYCOPEPTIDES 
obtenue par KA0 e t  al (257) 

Acides Hexosamines Hexoses Acide Fu~ose Protéines 
1 

( *actiohs: Urmiques 
1 Si alique 

1 

( A M P +  : 7,23 
( Glyco- : 
( peptides : + O,% 
( 

- 



Plus récemment,JEVONS e t  Mc GALE k258 > 259).].9 i so l a i en t  de l ' u r i n e  

deux glycopcptides par chromatographie su r  échangeurs d'ions, d ia lyse  e t  précipi... 

t a t i on  alcoolique, dans lesquels  i ls  nota ient  une f o r t e  in terférence des pigments 

u r l na i r e s  dans l e s  dosages. 

Enfin, LUNBLAD k2@ . 2 6  , 26- )) met ta i t  en évidence des glyco- 

peptides r i ches  en fucose dans l e  matériel  u l t r a f i l t r a b l e  e t  non dia lysable  

( f rac t ion  C )  de BERGGARD soumis à l ' é lec t rophorèse  de zone e t  l a  ge l  f i l t r a t i o n .  

Des f r ac t i ons  s imi la i res  avaient  é t é  i so lées  par KING, F'iELDEN, GOODMPSJ e t  

BOYCE (263 ) dont l e s  a c t i v i t é s  de groupe sanguin A e t  B fu ren t  démontrées par 

KING e t  a l  (264 ) e t  par BERGGARD (265) après électrophorèse, à pH 8,6 e t  dont l a  

posi t ion électrophorétique é t a i t  s imi la i re  à l a  f r a c t i on  A non u l t r a f i l t r a b l e .  

Contrairement aux protéines de grande masse moléculaire,(supérieure 

2 30 CO\)), l e s  f rac t ions  de f a i b l e  masse moléculaire ne donnent aucune réact ion 

avec l e  sérum anti-sérum humain : BEROGARD [(266 , ,267$, excepté pour une 8 
globuline de f a i b l e  masse moléculaire. 

Il apparalt ,  à t r avers  ces fractionnements que 67 p IO0 de l a  f rac t ior  

adialy sable  de 1 'ur ine  e s t  de nature gly.copeptidique. 

Les glycopeptides de c e t t e  catégorie sont souvent considérés comme 

des produits  de dégradation de molécules de glycoprotéines plus grandes, exis-  

t m t  quelque par t  dans l e  corps, en pa r t i cu l i e r  dans l e s  substances appartenant 

au t i s s u  conjonctif.  

Nous montrerons également dans l 'exposé de nos travaux personnels, 

l ' importance croissante des composés glycopeptidiques dans l e s  ur ines  humaines, 

ce qui  l a i s s e  penser que l a  quan t i t é  de glycoprotéines e s t  en f a i t  beaucoup plus 

f a i b l e  que c e l l e  escomptée, e t  ceci  explique en pa r t i e  l a  d i f f i c u l t é  que nous 

avons A séparer ces composés. 

3' - Composés intermédiaires en t re  l e s  glycopeptides 

e t  l e s  glycoprotéines. 

Un troisième groupe de colloides u r i na i r e s  de f a i b l e  masse molé- 

c u l a i r e  e s t  composé de proté ines  dont l e s  propr ié tés  sont  intermédiaires en t r e  

c e l l e s  des glycopeptides c i t é s  ci-dessus, e t  c e l l e s  des pr incipales  proté ines  

sériques, e t  dont l a  constante de sédimentation e s t  voisine de 2--2,5 S. Leur 

masse moléculaire va r ie  de I O  000 à 30 000 e t  l e u r  taux de glucides e s t  supé- 

r i e u r  à ce lu i  des protéines sériques. 



Seuls, deux de ces composés ont é t é  i s o l é s  avec une ;)ur,t: sa- 

t i s f  a i san te  : 

a La glycoprotéine r i che  en acide s ia l ique,  ayant l a  mobilité de 

1 ' albumine, i so l ée  en 1963 par BERGGARD (268), e t  certainement rencontrée par 

d '  au t res  auteurs : BOURRILLON, CORNILLOT e t  GOT (269), EXLAR (270). E l le  repré- 

sente 1 mg/litre d 'ur ine .  

a Le deuxijme composé, découvert aussi  par BERGGARD (271) e s t  appelé 

P microglubuline de masse moléculaire voisine de g 500. 

Pour donner une idée de l a  complexité des proté ines  u r ina i res  e t  

l ' importance occupée par l e s  composants 2 .. 2,5 s, il e s t  in té ressan t  de consul- 

t e r  l e  tableau VI11 p.32 

La f r ac t i on  précipi table  à l ' a l c o o l  à 50 p IO0 e s t  précipi tée  au 

su l fa te  d'ammonium 2 M e t  3 M (F e t  F ) . La pa r t i e  soluble  dans l e  su l f a t e  1 II 
d'ammonium 3 M e s t  appelée F 

III 
Toutes ces f rac t ions  sont  passées sur  D.E.A.E. 

ce l lu lose  e t  éluées par des concentrations croissantes de chlorure de sodium 

dans un tampon phosphate, soumisea à l ' é lec t rophorèse  sur  papier  e t  à l'immuno- 

électrophorèse. (Fig. 12, p. 38 

Il r e s so r t  de ce t  exemple une t r è s  grande complexité e t  un nombre 

t r è s  grand de composés dont ce r ta ins  ont é t é  i den t i f i é e  à des protéines sériques : 

LATERRE, HEREMANS e t  CAR BON ARA(^^^), à des gonadotropines c BOURRILLON, GOT e t  

MARCY (27319 DcIENI, PUZZUOLI e t  D'ALESSIO (274), ROOS e t  GEMZELL (275)9 à l a  

cor t icot ropine  :BCNAR e t  PERKINS (276); à l 'érythropokStine : GORWN (277), 

LANGE e t  a l  (278), WINKERT e t  GORDON (279); au composant l i é  à l a  vitamine B 
12 

e t  aux substances de groupe sanguin : ANDERSON, IJ3PPER e t  WINZLER ( 2 8 0 ) ~  

rmEZTDENBERG e t  EICIlEL (281)~ KING, FTELDEN, GOODMAN e t  BOYCE (282), JORPES e t  

NORLIN (283). 

C - LES GLYCOPROTEINES URINAIRES 

1) ~'uromucoide ou glycoprotéine de TAMM e t  HORSFALL 

E l l e  f u t  i so lée  de l ' u r i n e  humaine par TAMM e t  HORSFALL (284 , ~285)  

e t  étudiée dans un but de recherche d ' inh ib i t eur  de l 'hémagglutination des vi rus .  

~'hornme en excrète environ 25 mg par l i t r e  d 'ur ine .  Celle-ci  devient 

nuageuse en r e s t an t  au f ro id .  Ce dépôt contient  en outre beaucoup de phosphates 

mais aussi  l a  plus grande pa r t i e  de l a  glycoprotéine de TAMN e t  HORSFALL. 



Figure 12 

Fractionnement de la fraction précipitable B l'éthanol 50 p.100 
d'après BOURRILLON et al. (286). 

1 précipitable au sulfate d'ammonium 2 M 

F~~ précipitable au sulfate d'ammonium 3 M 

F~ II soluble dans le sulfate d'ammonium 3 M 

Passage sur DEAE-cellulose, électrophor&se sur papier à pH 8,6 et 
immunoélectrophorèse. 



a )  Préparation ----------- 
La gly,coprotéine de TAMM e t  HORSFAW; a é t é  i so lée  de l ' u r i n e  humaine 

par précipi ta t ion éthanolique, p réc ip i t a t ion  isoélect r ique par addi W on d '  acide, 

de bromure de cétyl-  t r iméthyl  ammonium, d '  acide benzoyque : ANDERSON (287), 

ANDERSûN, Mc LAGAN i 288  , 289$ de chlorure de sodium : TAMM e t  HORSFALL (290) 

ADA e t  GOTTSCHALK (291)~ par u l t racen t r i fuga t ion  du dépôt nuageux qui s e  forme 

dans l e s  ur ines  à f ro id .  

La méthode de préparat ion, la  p lus  s a t i s f a i s an t e  e s t  d'amener l a  

concentration en chlorure de sodium à 1 ,% M. Au f r o i d  e t  en ag i tan t  de temps en 

en temps, il se  forme un p réc ip i t é  que 1 ' on Zlimri-.o par  centrifugation.  IR résidu 

e s t  r e p r i s  par l ' e au  (I/IOO du volume i n i t i a l )  e t  d ia lysé  contre l ' e au  d i s t i l l é e  

p lus ieurs  jours. line deuxième préc ip i t a t ion  avec l e  chlorure de sodium 0,s M e s t  

nécessai re  pour obtenir  une pur i f i ca t ion  suf f i san te .  

b) Nature physi'cochimique e t  f o m e s  moléculaires ............................................. 
La glycoprotéine de TAMM e t  HORSFALL se  trouve dans deux formes 

prédominantes, 1 'une é t a n t  un t étramère de 1 ' autre .  En conservant l a  solut ion 

au f ro id  plusieurs mois, l e s  f o m e s  plus grandes s e  d issocient  en plus pe t i t e s .  

La composition chimique a é t é  é tudiée  par  GOTTSCHALK 

294' , 295) e t  par ODIN t 296  , -2978 e t  l a  s t r uc tu r e  physique par CURTARJ 

(2981, GûTI'SCHALK (299) e t  MAXFIELD k300 , 303 . .3C2 . 3931  . 
Ces r é s u l t a t s  sont  rassemblés dans l e s  tableaux X e t  XI P.& e t  41. 

 observation au microscope électronique d ' après  PORTER e t  TAMM (304) révèle  

p lu tô t  un , f i l e t  de f i b r e s  p lu to t  que des masses sphériques ( ~ i g . 2  p.11 ). 

E h  f a i t ,  p lus  l e s  fragments de l a  glycoprotéine de TAMM e t  HORSFAU 

deviennent courts ,  plus il deviennent d r o i t s  e t  raides, e t  on peut représenter  

l e s  quar ts  de molécules comme une t i g e  r ig ide .  Les so lu t ioas  de gly.coprotéine 

de TAMM e t  HORSFALL sont incolores.  La colorat ion possible provient d'un r e s t e  

de pigment u r ina i re  non disparu après dialyse.  

Sa mobilité électrophorétique a été étudiée er, premier par PERLMANN 

e t  a l  (305) e t  par PYE ( 3 0 6 ) ~  e l l e  migre comme un composé unique. Le point  i so -  

é lec t r ique  n '  a  pas é t é  d6terminé par électrophorèse mais s a  va r ia t ion  de solubi . .  

l i t é  en fonction du pH l e  s i t u e  aux alentours de pH 3,2,: CURTAIN (307). 





T a b l e a u  X I  

PROPRIFTES PHYSIQUES DE LA GLYCOPROTEINE DE TAMM ET HO"3jPALt- 

d ' apr&s MAXFIELD (310) 

,-------------.--- ---------- ------------------- ------------ ------- 1 

1 Structure  
1 
1 
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K Solution de l a  glycoprotdine p réc ip i t ée  par l e  cétavlon, 
centrifugée e t  l e  surnageant a jus té  à une concentration 
en chlorure de sodium de O,% M. 

M Urine précipi tée  par l e  cétavlon, centrifugée, l e  surnageant 
e s t  a j u s t é  à une concentration en chlorure de sodium de O,$ M 



En électrophorèse l i b r e ,  à. p ~ 8 , 6 ,  dans un tampon véronal, l a  glycoprotéine de 

TAMM e t  HORSFALL migre un peu plus  v i t e  que l a  sérum albumine. BOYCE e t  SWANSON (311 

En irnrnunoélectrophorèse, dans l e  même tampon, su r  gélose, e l l e  migre 

en t re  l 'albumine e t  l ' a  globuline ; QACA e t  KEKCEL (312), e t  s i  l a  préparation a 
1 

é t é  lyophll isée,  e l l e  migre en t re  l e s  a e t  a globulines : HERESVIANS e t  a l  (313), 
1 2 

VAERMAN e t  HE%NANS (314)~ KEUTEL e t  a l  (315) (Fig. 13, p. 43 ). 11 apparaft  

fréquemment deux arcs, e t  5 l ' heure  ac tue l l e ,  on ne sait pas encore s ' il s ' a g i t  

de deux composés d i s t i n c t s  ou s ' i l  s '  a g i t  simplement de formes polymères d i f f é r en t e s  

de l a  glycoprotéine. 

c )  Compositi6n en amino acides e t  en oses ...................................... 
Plus récemment, s a  masse moléculaire a é t é  calculée. E l l e  e s t  voisine 

de 27 000 mais l a  masse moléculaire minirmun des amino acides e t  sucres qui  l a  com- 

posent e s t  de 28 000 : MAXFIELD e t  STEFANYE (316)  a able au X I I ,  p. 44 ), KING e t  

a l  (317). 
La composition en oses f igure  dans l e s  tableaux X e t  X I I ,  p. 40 e t 4 4  1 

GOTTSCHALK (318), ODIN (319). L' acide siali .que a é t é  i d e n t i f i é  à 1' acide 

N acétyl  neuraminique par KLECNK e t  a l  (320) e t  s a  proportion e s t  var iable  : 7,3 
9,4 $Jw> : oDlN (321) 

d)  Propriétés biologiques ...................... 
La glycoprotéine de TAMM e t  HORSFALL possède l a  propr ié té  d ' inhiber  

1 ' hémagglutination des v i ru s  de 1 ' inf!luenza e t  s e r t  même d ' inh ib i t eur  dans l e  cas 

d ' in fec t ion  v i r a l e  des ore i l lons .  fi r e l a t i on  é t r o i t e  avec son a c t i v i t é  inhibi-  

t r i c e ,  l a  neuraminidase r éag i t  su r  l a  glycoprotéine mais plus lentement que sur  

l e s  au t res  subs t ra t s .  

e ) Physiologie, pathologie ....................... 
La glycoprotéine de TAMM e t  HORSFALL a é t é  souvent impliquée dans 

La formation de ca lcu l s  reinaux. BOYCE e t  SWANSON (322), BCYCE e t  a l  (323), KING 

e t  BOYCE (324) f on t  r e s s o r t i r  l e s  s i m i l a r i t é s  ex i s tan t  en t re  l ' ana lyse  chimique 

de l 'uromuco~de e t  ae ces ca lculs .  

Desancmialités dans l a  forme des molécules de l a  glycoprotéine ont 

é t é  démontrées par  MAXFIELD e t  WOLINS (325) chez des pa t i en t s  a t t e i n t s  d 'af fect ion 

du pancréas. 



Figure 13 

Analyse immunoélectrophorétique de 1 ' uromucofde (anode à gauche) 
Anti U : sérum lapin anti uromucofde 
Anti S : sérum lapin anti sérum humain 



T a b l e a u  X I I  

COMPOSITION EN SUCRES ET EN AMINO ACIDES DE LA GLYCOPROTEINE DE TAMM ET HORSFALCL 

d ' après MAXFIELD e t  STEFANYE (326 ) 

Nombre de rés idus  

( 
Composants Résidus en $ par masse moléculaire 1 

minimum (28 100) ) 
(-----.------.-------------------- ............................ 
( 

) 

( Alanine 3,05 I2 , I  1 
1 

( Groupes amidés O, 60 
( 1095 1 
( Arginine 

1 
4,72 8 , s  ) 

( Acide aspart ique 
( 
( Cystine 

( Acide glitamique 
( 
( Glycine 

( Histidine 
( 
( I s o l ~ . c i n e  

( Leucine 
( 
( Lysine 

( Méthionine 
( 
( Phénylalanine 3,26 6,2 
) Proilne 

( Sérine 

39 49 I O ,  1 

4,78 I5,4 

( Tryptophanne 3952 593 1 
Tyrosine 

( Valine ' Galactosamine 
( I,@ 

( Glucosmine 6,I2 

( Galactose (b)  
( 594 
( Man mse  (b)  2,7 4,2 1 
( ~ u c o s e  (b)  I,I 1, a 

1 
( ) 
( Acide M . acé ty l  . (c)  911 9, 3 1 
( neuraminique 
( 

(b )  GO'ïTSCHALX: (327) 
( c )  ODIN (3-28) 



Une augmentation de son taux d 'excrét ion a é t é  reportée dans l e c a s  

de thyrotoxicose e t  chez l e s  enfants : SiüDHCIF, KRIECER e t  SCHULTZ ( 329) 

2 )  La substance de WNAGGIO 

Quand on ajoute à l ' u r i n e  normale une solut ion de thionine e t  de 

molybdate d'ammonium, il apparaî t  un pr6cipi té  v io l e t  surmonté d'un l iquide  

c l a i r .  O r ,  c e r t a im  sur ines  inhibent  c e t t e  réaction : c '  e s t  l e  phénomène d' obstacle 

d é c r i t  pa r  DONAGGIO (330 , 331) reconnu au cours de ce r ta ines  maladies f é -  

b r i l e s  ou après l ' e f f o r t  musculaire :: TAYE2C e t  a l  (332)> LARREGLA (333). I l s  

constatent  que l a  d ia lyse  ne modifie pas l a  réaction e t  note l ' adsorpt ion de 

l a  substance responsable de ce phénomène sur  l e  charbon. 

a )  Isolement --------- 
Les premières t en t a t i ve s  d'isolement reviennent à SOLLAZZO e t  

CORTESE (334'). I ls  constatent  que 1' addit ion d '  alcool  absolu à une urine posi- 

t ive ,  (ur ine  présentant l e  phénomène d '  obstable) amène l a  formation d'un pré- 

c i p i t é  qui, lavé à l ' a l c o o l  puis  à l ' é ther ,  s e  priisente sous l a  forme d'une 

poudre dont l a  solution a.queuse donne une réaction t r è s  intense,  mais c e t t e  

poudre eat ' sou i l l ée  par de nombreux s e l s .  

 autres méthodes ont été proposSes, fondées s o i t  su r  l a  précipi-  

t a t i o n  par l e s  alcools, SAITû ( 3 ~ ) ~  YAMAZOE (336) , s o i t  s u r  l ' adsorpt ion 

chromatographique : HOUDA (337). 

b) Iden t i f i ca t ion  --------------- 
TAYDU, BISERTE, MQNTREUICL e t  MAFQWELLE (338) ont pu montrer 

q u ' i l  s '  a g i t  en r é a l i t é  d'un gly..coprotéide qui cont ient  25 p. 100 de glucides 

r iche  en glucosamine. Les const i tuants  de ce glYcoprotéi.de ont  pu ê t r e  iden- 

t i f i é s  e t  dosés. TAYEAU e t  a l  (33 9))> BISERTE e t  a l  (340 ) 

Cette mucoprotéine u r i na i r e  qui représente une masse moléculaire 

de 44 IO0 [ LOCKCI e t  a l  (341))~ e t  un pH i soé l e r t r i que  de 4,3 [SHIMOKAWA ( 3 1 2 3 ,  

se conduit en électrophorèse comme une a globuline. Dans ce r t a i n s  cas (cancer), 

e l l e  migre zvec l e s  albumines : TAYEAU e t  NrVET (343). 

11 a é té  conclu que c e t t e  subst,ance é t a i t  d i f fé ren te  des glycopro- 

t é i ne s  de TAMM e t  HORSFALL, e t  de ce l l e s  que ANDERSON e t  Mc: LAGAN que nous 

verrons plus lo in .  (Tableau XTV, p. 48 ) 



3 )  Les glycoprotéines de ANDERSON e t  Mc LAGAN 

ANDERSON e t  Mc LAGAN (34h); par adsorption su r  1' acide benzozque, 

précipi tent  pa r  1' acétone fieux f rac t ions  glycoprotéiniques qu' i l s  appellent  mco  

protéines A e t  B, chimiquement identiques  a able au XIV, p. 48 ) 

LES f rac t ions  é t a i en t  impures e t  contenaient des  substances 

spéc i f i t é  de groupe sanguin, des gonadotropines, des inh ib i teurs  d'hémaggluti- 

nation a in s i  que des a e t  p globulines caractér isées  par immunoélectrophorèse. 

4) Autres glycoprotéines 

a )  Les glycoprotéines à a c t i v i t é  de groupe sanguin ------------------------------------------------ 
El l e s  sont généralement i den t i f i é e s  par  l eurs  réact ions  sériques 

avec les érythrocytes. F'REüDBEERG e t  EICHEL k345 , %)]étudièrent ces subs- 

tances pour l e s  gmupes A, O e t  B dans l e s  urines e t  furent  s u i v i s  par KING 

e t  a l  (347), KING, JTCEZlDEaJ e t  BOYCE (348). 

b) Les gonadotropines ------------------ 
Ce sont toutes  des glycoprotéines contenant des osamines : 

STACEZ (349), KENT e t  WHITEHOUSE (35û), RIGAS, PAüLSE5T e t  HEXLiB (3%). 

Cette substance a é t é  i den t i f i é e  dans l e  plasma e t  l ' u r i ne  

de su je t s  anémiés. 

HODGSON e t  TOHA (352) fu ren t  l e s  premiers à démontrer 1' a c t i v i t é  

érythropoiétique de l ' u r i ne  e t  à noter que comme dans l e  plasma, l ' a c t i v i t é  

biologique s e  perd à l ' é b u l l i t i o n  à pH 9 e t  non à pH 5,5. HODGSON e t  al  1353) 
354 ), par des méthodes de précipi ta t ion alcoolique, i d e n t i f i a i e n t  une ac t i -  

v i t é  dans une substance qui n ' é t a i t  pas dia lysable  e t  contenait des  hexosamines, 

de 1' acide N-acétyl neuraminique et des  hexoses. 

L' érythropoiétine ur inai re ,  comme 1 ' héparine, s e  colore méta- 

chromatiquement avec l e  bleu de to luidine  : WïNKERT e t  a l  (355). 



T a b l e  a u  ~ $ 1 1  

COMPOSITION EN OSES DES DIFFEMTES ITBPARATIONS DE MUCOIDES URTïNA1RF;S 

( Proportions moléculaires Acides ' Acide 1 
( F r a c t i o n s  ............................................ a Osmines Uroniques : Sial ique 1 
( Gal. j G l r .  j Man. Xyl. j F'uc. . 1 ' -----------------------------------: -------- 1 --------; --------; --------; -------- ----: ----------: ---------- 1 
( Adialysable u r i na i r e  

( MucoIde de IXWAGGIO 10 : 0 7 :  11 - 
( 2 7 .  1 . 
( Mucoilde de ANDERSON e t  Mc LAGAN : I O  : O 4 1 : 1 4 : - - 1 

- ) 
! Mucolde de TAMM e t  HQRSFALL ; 5 4  0 1 2 , 7  i - i 1 i 6,6 à 9,4: - 

,J--\ 

1 
: 5 5 9  \ 

Gal. = Galactose 

Glc. = Glucose 

Man. = Mannose 

Xyl. = Xylose 

kic.  = Fucose 



De nombreuses expériences ont montré que l'apparition d'une tumeur 

chez l'Homme ou chez l'animal d'expérience s'accompagnait d'une modification 

du taux et de la structure de certaines substances présentes dans les cellules, 

dans le sang et dans les urines. En outre, un nombre restreint de substances 

spécifiques du développement d'une tumeur cancéreuse a été décelé dans les 

tissus tumoraux, dans le sang et dans les urines. 

La recherche de substances spécifiques dans les urines a kté 

entreprise dans notre Laboratoire dans le but d'établir un diagnostic précoce 

du cancer et de suivre l'évolution d'une tumeur. 

Dans ce chapftre, nous décrirons brievernent les résultats qui ont 

été acquis jusqu'à présent, d'une part, sur les modifications quantitatives 

et qualitatives de certains composés glucidiques urinaires et, d'autre part, 

sur l'apparition de substances spécifiques de l'état cancéreux. 

Io) MODIFICATIONS QUANTITATIVES ET QUALITATIVES DE CERTAINS COMPOSES 

GLUCIDIQUES PRESEMTS DANS LE SERUPl ET DANS LES URINES DE SUJETS CAIICEREUX 

A - PlODIFICATIONS QUANTITATIVES 
Le développement d'une tissu cancéreux s'accompagne d'une modifi- 

cation du taux des polysaccharides, des glycoprotides et des mucopolysaccha- 

rides. Les premières expériences de mises en évidence d'une augmentation du 

taux des polysaccharides ont été réalisées par SHETLAR et coll. (355a1, en 

1941, sur du sérum humain. En électrophorèse de zone, l'augmentation du 

taux des polysaccharides est particulièrement visible dans la zone des 

(X-globulines et dans la fraction albuninique. Toutefois, selon SHETLAR 

et coll. (355b) cette augmentation ne semble pas spécifique du cancer et 

elle se manifeste aussi, par exemple, dans des infections bactéricnnes ou 

virales. 

Dans les urines, des expériences réalisées au Laboratoire par 

STRECKER et NONTREUIL (communication personnelle) ont révélé des légi'res 

variations du taux des polysaccharides. 



 autres auteur$ comme PECIW (355~) ont montré que l'apparition 
d'un cancer ne provoquait pas une modification du taux des substances uri- 

naires de masse moléculaire faible, renfermant dzs hexosamines. 

En ce qui concerne les glycoprot,ides sériques, les plus importantes 

variations quantitatives ont été signalées par lJINZLER et SPlYTH (355d) dans 

des expériences réalisées sur les s6rums de sujets cancéreux. D'autres auteurs 

ont, par la suite, confirmé les résultats de ces auteurs et montré, en outre, 

que les pourcentages d'augmentation du taux des glycoprotides dépendaient 

dans une large mesure de l'origine du cancer. Ainsi, chez un individu pré- 

sentant un cancer osseux, l'augmentation est faible alors qu'elle est très 

importante dans le cas d'un lpphomc. L'électrophorèse d'un serum cancéreux 

révele que l'augmentation du taux des glycoprotides est particuliSrement 

évident dans la zone des H-globulines, et principalement au niveau de l'oro- 

somucotde. Mais, comme dans le cas des polysaccharides, ces augmentations ne 

sont pas spécifiques du développement du cancer. 

Dans les urines, la taux des glycoprotides subit des variations 

au cours du développement tumoral. Selon certains auteurs, comme LOCKEY et 

coll. (355e), ces variations se traduiraient par une augmentation du taux 

des glycoprotides, alors que selon d'autres auteurs comme LEYTON et coll. 

(355f) les variations se traduiraient par une diminution de la diurèse et 

du taux des glycoprotides. Cette diminution s'explique difficilement alors 

que l'augmentation du taux des glycoprotides dans le sérum ct dans les urines 

peut s'expliquer comme l'a signalé CATCHPOLE (355g) par une dépolym6risation 

du tissu conjonctif nu voisinage du tissu tumoral et l'apparition de glycopro- 

tides de masse moléculaire faible qui diffusent et parviennent jusque dans 

le sang et dans les urines. 

Devant cette dispersions des résultats, il apparaît évident qu'une 

étude plus poussée de la question est nécessaire, et qu'actuellement le dosage 

des glycoprotides n'apporte pas un dlhent satisfaisant dans llBlaboration du 

diagnostic d'un canccr. 

B - MODIFICATIONS DE LA STRUCTURE DES GLYCOPROTIDES AU COURS DU DEVELOPPEMENT 
DU CANCER 

Le développement d'un canccr ne s'accompagne pas seulement d'une 



modif icat ion q u a n t i t a t i v e  des c o n s t i t u a n t s  g luc id iques ,  n a i s  a u s s i  de modi- 

f i c a t i o n s  de l a  s t r u c t u r e  des groupements  glycan.liiques. Ces dernières ont  

é t é  s igna l6es  par  BISERTE e t  c o l l .  (355h), dès 1957, q u i  on t  montré. que l e  

oses/osamines dans l e s  g lycopro t ides  obtenus à p a r t i r  d ' u r i n e s  cle s u j e t s  

cancéreux s e l o n  l e  procédé d'ANDERSON e t  Mc LAGAN (355i)  e s t  de 2,36 a l o r s  
d  ' ur ine  

q u ' i l  e s t  de 4 dans l e  cas des glycoprotides-Ïde s u j e t s  s a i n s .  Le taux d'hexo- 

samines conjuguées e s t  donc nettement p lus  é l evé  dans l e s  u r i n c s  de cancéreux. 

Un r é s u l t a t  anelogue a  é t 6  obtenu par  1-IAKOMORI e t  a l .  (3555). Ces au teurs  

ont  t r a v a i l l é  s u r  l e s  glycoprot ides  i s o l é s  s e lon  l a  mbthode d'ANDERSON e t  Mc 

LAGAN à p a r t i r  d ' u r i n c  d'Homme e t  de Rat .  LI p a r t i r  des u r i n e s  humaines, i l s  

ont  i s o l é  une x -g lycopro té ine  qu i  possède un taux f a i b l e  d l o s c s  e t  une 

diminution du r appor t  hexoses/hexosanines.  D ' au t r e  p a r t ,  ces au t eu r s  ont  

observé que l e  r -?por t  oues to taux/oses  terminaux e s t  pratiquement doublé 

dans l e  ca s  de cancer .  Des r é s u l t a t s  analogues ont é t é  obtenus s u r  l ' u r i n e  

de Rat.  Les v a r i a t i o n s  de rapport  son t  l ' i n d i c e  d'une profonde modi f ica t ion  

de l a  s t r u c t u r e  branchée des groupements glycanniques. 

Selon UYTOM e t  c o l l ,  (355k), l e  pourcentage d 'oses  neu t r c s ,  

d ' ac ides  s i a l i q u e s  e t  d ' ac ides  uraniques dans l a  f r a c t i o n  que l e s  au teurs  

appe l l en t  "protéose u r i n a i r e "  e t  qu i  renferme un mélange de polypept ides ,  

glycopept ides ,  oses  "neutres"  e t  mucopolysaccharides, e s t  diminuée de 50 

p.100 environ,  dans l e s  u r ines  de s u j e t s  humains cancéreux. Le Tableau X I V  

(p.51) e s t ,  c e t  égard,  démonst ra t i f .  Les grnndcs v a r i a t i o n s  du taux des 

oses  neu t r c s ,  hexosanines,  ac ides  uroniques,  ac idcs  s i a l i q u e s  mises en évi-  

dence par  LEYTON e t  c o l l .  (3558) son t  en faveur  de profonds rcnaniements de 

l a  s t r u c t u r e  des g lycopro t ides  d ' o r i g i n e  canc6reuçe. 

MLLEE, DEBLASI, ILQYPIDIS, HEIDE e t  SCHWICI< (35513) ont  montré que 

dans un cas  de lcucdnie myélofde chronique, l e s  glycoprot ides  p ré sen t s  dans 

l e s  u r ines  posséda ien t  une c a p a c i t é  de l i a i s o n  avec l a  vitamine B 
12 ' largement 

supé r i eu rê  à l a  c a p a c i t é  de liaisoi-i des g lycopro t ides  d ' u r i n e s  de s u j e t s  

nomaux. Ces mêmes a u t e u r s  ont montré que l ' u n e  des uroglycopro té incs ,  p résente  

dans l e s  u r i n e s  de lcucémiques,qui posséda i t  13 capac i t é  de f i x e r  l a  vitamine 

%2' é t a i t  de l 'o rosomuco~de  "innature" sans  ac ide  ç i a l i q u e .  Dans l e  cas  de 

leucémies, il semble donc que l ' a c i d e  s i a l i q u e  s o i t  p r é f é r e n t i e l l e n e n t  detaché 



Tableau XIV 

Excrétion par 24 heures des "protéoses urinaires" chez les 
sujets normaux ct cancdreux (LEYTON et coll.) (355n). 

Hexosamines 
en mg 

15-27 

5-21 

Sujets normaux 

Sujets cancéreux 

Oses neutres 
totaux en mg 

------------- 
24-25 

5-18 

Polypeptides 
totaux en mg 

---_II_--4- 

6 9-100 

30- 78 

Sujets normaux 

Sujets cancéreux 

\""E/ 1 

b- .. 

Acides sialiques 
en mg 

10-23 

6-16 

Diurese totale 
en ml _ _ _ _  __--_-___ 

1 300 

6 90 

Acides uroniques 
en mg 

1 

4,4-14 

1,2- 7 --. 
f 



des glycoprotéines ou bien que son incorporation dans les glycoprotéines soit 

inhibée. 

Selon 1,IONTREUIL et coll. (conmunication personnelle) il y aurait 

une augmentation du taux de fucose présent dans les glycoprot6ides urinaires 

de cancéreux. 

De ces résultats préliminaires il ressort que le phénomène de 

cancérisation s'acconpngne d'une modification de la structure dcs groupements 

glycanniques, mais qu'actuellement nous ne pouvons apporter de grande précision 

car la structure d'aucun groupement glycannique de glycoprotéide d'urine 

normale n'a été déterminée. 

11') ISOLElENT DE QUELQUES SUBSTANCES SPECIFIQUES DU CANCER DANS LES URINES 

La mise en évidence de substances spécifiques du développement du 

cancer est tres délicate. En effet, on peut prévoir que chaque tumeur se 

caractérisera par l'apparition d'un ou de plusieurs antigènes spécifiques 

distincts d'une espèce animale à une autre et même d'un individu à un autre, 

La nature chimique des substances sp6cifiques pouvant être variable. 

A - DANS LES TISSUS 
Un lipide et des sphingolipides spécifiques ont été caractérisés. 

Il s'agit du "malignolipide" identifié par l(OSAKI et al. (355 O) et des sphin- 

golipides de membranes isolés par £ULI<a,lORI et JEANLOZ (355~) à partir d'un 

adénocarcinome gastrique et bronchique. Ces sphingolipides se caracterisent 

par la préscnce de fucose et l'absence de M-acétyl-galactosmine et d'acide 

N-acétylneuraminique. 

B - DANS LES SERZMS 
BURRObJS et NEILL (355q) ont mis en évidence un polypeptide immuno- 

logiquement actif. 

URIEL et BURTIN (355r) ont mis en évidence 1' z5 -facto-protéine 

ou fétuine dans le sang. Selon ces auteurs, l'apparition de cette glycopro- 

t6ine serait caract6ristique du ddveloppement dthépatomes ou de tératolnes. 

C - DANS LES URINES 
Les substances chimiques Gtudiées jusqu'à présent sont les suivantes : 



1 - CLYCOPROTEINE URINES DE SUJETS ATTEINTS DE PLASMOCYTOZ 

Dans les urines de sujets atteints de plasmocytorne, WEIC?XER, 

HUHNSTOCK et GRASSLIN (355s) ont mis en evidence une glycoprotéine al de 
masse molécula ire 19 900, renfenxant 38,l p. 100 d'oses totaux 

mannose, glucose, fucose, rhamnose, M-acQtyl-glucosamine, galactosamine et 

acide N-acétylneuraminique). La présence de rhamnose est assez surprenante 

car ce méthyl-pentose ne se rencontre jamais dans la structure des groupe- 

ments glycanniques des glycoprotides d'origine sCrique ou urinaire. 

Les principales caractéristiques de la glycoprotaine 01 isolée 

par WEICKER ct coll. (355t) sont pr6cisGes ci-dessous : 

Constante de sédimentation 

Masse moléculaire (s6dimentation et 
di£ fusion) 

Point isoélectrique 

Composition en oses (n. de résidus p/uole) 

Galactose 

Manno o c 

Glucose 

Fucosc 

Rhamnos e 

Acide N-acétylneuraminique 

Composition en acides minds 
(n. de résidus p/molc) 

LY s 

His 

RSP 

Thr 

S er 

Glu 

Pro 

G ly 

A la 

CysSH 

Val 



Ple t 

1 leu 

Lcu 

Tyr 

Phc 

En o u t r e ,  c e t t e  glycoprot6ine c% e s t  t r è s  s t a b l e  à l a  cha leur ,  1 
inso lub le  dans l ' a c i d e  t r i ch lo racCt iquc  e t  t r è s  so lub le  dans l ' a c i d e  pcr -  

ch lor ique .  E l l e  possSdc l a  propriCtf  de se  combiner avec l a  p ro t é ine  de 

BENCE-JONES dans un r appor t  de 1 : 50 pour former un complexe thermo-stable 

s u r  lequcl  l a  neuraminidasc ne possède p l u s  d ' a c t i o n .  

Comc jusqu'; p reésent  aucune glycoprot6ine possfdant  ces  carac-  

t Q r i s t i q u e s  n ' a  &té i s o l 6 e  d ' u r i n e s  de s u j e t s  s a i n s  ou de s u j e t s  a t t e i n t s  

d ' a u t r e s  maladies ,  on peut  consid6rcr  c e t t e  glycoprotéine :x corne spéc i -  
1 

f ique  de l ' u r i n e  de  s u j e t s  a t t e i n t s  dc plasmocytose. 

2  - POLYPEPTIDE SPECIFIQUE DES URINES DE LEUCEilIQUES 

En 1958, TUNIS, IEINFELD e t  SAFIDBERG (35511) ont  i s o l é  des u r i n e s  de 

leucémiques un polypept ide  q u i  provoque l ' i n h i b i t i o n  de l a  p r é c i p i t a t i o n  des 

ac ides  désoxyribonucléiques en présence d ' a c i d e  t r i ch lo rac6 t ique .  Cc t t c  é tude 

a  é t é  r e p r i s e  en 1962 par  TUNIS e t  \.JEINFEU) ( 3 5 5 ~ )  qu i  ont  é t u d i é  l e s  glyco- 

p r o t é i d e s  de l ' u r i n e  après  p r é c i p i t a t i o n  p a r  l ' a c i d e  benzotque. Ces au t eu r s  

ont  montré que 78 p.100 des leucémiques posséda icn t  dans l e s  u r inco  une 

" f r a c t i o n  II" q u i  e s t  f a c i l e m e n t  p rGc ip i t ab l e  par  l ' a c i d e  chlorhydrique 

2 N ap re s  a d d i t i o n  de benzoatc de sodium. Une t e l l e  f r a c t i o n  n ' e x i s t e  pas ,  

-ou seulement à l ' é t a t  de t raccs- ,  dans l e s  u r i n e s  de s u j e t s  normaux. C e t t e  

" f r a c t i o n  II" possède l a  p r o p r i é t é  d'augmenter l a  s o l u b i l i t é  des ac ides  

désoxyribonucléiques en présence d ' ac ide  t r i c h l o r a c é t i q u e  e t  d ' ê t r e  t r è s  

s t a b l e  vis-à-vis  de l a  cha leur .  

3 - HUCOPOLYPEPTIDE ACIDE DE I~ASAIVIU~IE 

IIIISAMUPJE e t  c o l l .  ( 3 5 5 ~ )  ont  i s o l é  un "mucopolypeptidc lcappa" 

des u r i n e s  de s u j e t s  a t t e i n t s  de cancer de l 'es tomac,  de l 'oesophage, du 

f o i e  e t  de l l u t @ r u s .  

Le node dc pr6para t ion  du "nucopolypeptide ltappa" e s t  scliématisé 

dans l a  f igure  13b i s  (p.55 e t  p - 5 6 ) .  



Urine fra2che lyophilisée 
Résidu repris par l'eau (1/10 du volume initial) 
Précipitation par de l'éthanol à 90 p.100. 

Précipité éliminé Surnageant évaporé à siccité sous vide 
Résidu repris par l'eau (1115 du 
volume initial de l'urine). 

Précipité par l'éthanol à 90 p.100. 

Précipité éliminé Surnageant additionné d'acétate de 
plomb juçqu'à l'absence de formation 
de précipité. 

Apres centrifugation, l'acétate de 
plomb est éliminé par addition d'une 
solution de bicarbonate de sodium 
saturée. 

Centrifuger. 

i r i 
Précipité éliminé Solution amenée à 90 p. 100 de concen- 

tration en éthanol. 

r I 
Précipité éliminé Surnageant évaporé sous vide et 

dissous dans du méthanol. 
Solution additionnée de 10 vol. 
d'acétone. 

i 
Le précipité obtenu est soumis à 
l'électrophor&çe bidimensionnelle 
et à la chromatographie sur colonne 
de Dowex 1 x 2. 

Figure 13bis 

Procédé d'isolement du mucopolypeptide K à partir 

des urines de cancéreux selon MASAMUNE et coll. (355x1 



Ce "kappa mucopolypeptidc" s'est révélé etre, par la suite, hété- 

rogene puisque MASAMUNE et coll. (355~) l'ont sous-fractionné en fractions 

"Kappal" et "kappa ". 2 
Depuis,l'étude de ces substances n'a pas été poursuivie. Récemment, 

nous avons repris cette étude au Laboratoire. 

4 - LA TOXOHORMONE 
La toxohormone est une substance qui posssde la propri6t6 d'inhi- 

ber l'action de la catalase hépatique. Elle a 6t6 mise en évidence dans les 

tissus et dans les urines de canc6reux. Les rcchcrches ont QtC effectuées 

surtout par NAKAWWi et coll. (3552). 

L'existence de cette substance a ét& longtemps controvcrséc, en 

effet, selon certains auteurs, la toxohormonc ne proviendrait pas dc la 

tumeur mais de la contamination bactérienne. Actuellement il a été démontré 

que la pcrtc d'activité dc la catalasc était d'autant plus grande que la 

croissance de la tumeur était importante. Il faut donc admettre que la 

tumeur produit une toxohormone. 

Cette toxohormone n'agirait pas directement sur les mol6cules de 

catalase mais elle inhiberait la synthèse de l'enzyme. 

Il est à souligner que la catalase est une enzyme qui renferme 

du fer, et qu'au cours du développement d'une tumeur, des modifications du 

métabolisme du fer ont &té observécs. Dcs recherches sont entrcpriscs actuel- 

lement pour définir exactement l'action dc la toxohornone sur le mbtabolisme 

de la catalase et Our cclui du fer. 

CONCLUS IONS 

En conclusion , nous pouvons dire que l'apparition d'un phénomène 
dc cancérisation s'accompagne de modifications au niveau des glycoprotéines 

urinaires. Ces modifications ne se nanifcstent pas par une 6lbvation sensible 

du taux des glycoprotéides, mais portent essentiellement sur l'existence de 

substances spécifiques dont l'étude demandera Za mise en oeuvre de méthodes 

d'analyse très fines parmi lesquelles l'imnuno-chimie, l'imuno-fluorescence 

trouveront une place importante. 



IV - gg&&gg]Sgug 

Il apparatt donc, après cette revue générale des constituants de 

l'urine, une extraordinaire diversité de composés de provenance sorique ou 

urinaire. 

Le but de notre travail, au moment où nous l'avons entrepris, a 

été d'essayer d'éclaircir la composition de l'adialysable urinaire par des 

méthodes de fractionnement couplées à 1'6lectrophorèse et l'immuno6lectropho- 

rèse, afin de pouvoir repérer par la suitc les différences qui pourraient 

exister dans le cas du cancer. 



TRAVAUX PERSONNE LS s 



Avant d'exposer nos travaux sur le fractionnement des glycopro- 

tides urinaires, nous décrirons les procédés généraux d'étude des proprié- 

tés physico-chimiques de ces constituants. 

1 - DETERMINATION DE LPi COI\IPOSITION CENTESIMALE 

EN GLUCIDES 

La composition zentésimale en oses neutres (hexoses et G-désoxy- 

hexoses), en osamines, en acide sialique, en acides uroniques, a &té déter- 

minée sur l'extrait sec, a l'aide des méthodes suivantes : (voir revue géné- 
rale de MONTREUIL et SPIK (356)). 

1"- Les oses neutres, par la mdthode à l'orcinol sulfurique de 

TILLMANS et PHILIPPI (357) modifiée par RIMINGTON (358) ; 

2"- Les osamines, par la méthode  ELSO SON-MORGAN (3591, modifiée 
par BELCHER et al. (360): après une hydrolyse des composés par l'acide chlo- 

rhydrique 4 N, redistillé et exempt de fer, à 100°C, pendant 4 heures, en 

. tube scellé sous vide ; 

3"- L'acide sialique, par la méthode de WERNER et ODIN (361), 

à la diphénylamine ; 

4"- Les acides uroniques, par la méthode au carbazol sulfurique 

de DISCHE (362). Pour nos produits, unc correction systématique sera faite 

en effectuant le dosage avec et sans carbazol, pour éliminer les erreurs 

dues 21 la coloration des pigments urinaires. Une formule de correction per- 

met d'éliminer l'interférence colorim6trique des oses ne;tres dans le dosa- 

ge des acides uroniques et ltinterf6rence des acides uroniques dans le 

dosage des oses neutres. 



II - DETERMINATION DE LA COPIPOSITION 

MOLAIRE EN OSES 

A - LES OSES "NEUTRES" 
Les oses "neutrest' ont été identifiés et dosés par chromatographie 

sur papier selon les proc6dés dkcrits par EIONTREUIL, SPIK, DUMAISNIL et MONSI- 
GNY (363). 
1LWDROLYSE ACIDE ET ?URIPICATION DES HYDROLYSATS 

Les osides, libres ou conjugués, sont d'abord hydrolysés par 

l'acide chlorhydrique 1,5 N pendant 1,5 heure à 100°C, et les hydrolysats 

sont purifiés par un passage sur échangeurs d'ions : échangeur d'anions 

seul (DUOLITE A-40, forme formiate) dans le cas d'osides libres ; échangeur 

de cations (DOWEX 50x8 forme acide), puis d'anions (DuoLITE 8-40 ; forme 

formiate) dans le cas d'osides conjugués. 

2' CHROMATOGRAPHIE QUANTITATIVE 

a - Identification : les oses "neutres" ont été idcntifiés par 
chromatographie sur papier, dans les systèmes-solvants suivants : 

.:: - n-butanol/acide acétiqueleau (4: 1 :5) de PARTRIDGE 
(364) qui donne une bonne séparation du xylose et du fucose ; 

-  ridi di ne lacé ta te dléthyle/eau (1:2:2) de JERMYN 

et ISHERWOOD (365) qui donne une bonne séparation du galactose et du glucose. 

Puis ils sont r$v&lés h 140.xalate d'aniline de PBRTRIDGE (366). 

b - Dosage : les oses "neutresrt ont été dosés, soit par la métho- 
de de MONTREUIL et SCHEPPLER (367)(r6duction du ferricyanure de potassium 

en ferrocyanure ; pzssage, par addition d'un sel ferrique, au ferricyanure 

ferrique et dissolution du précipite au bleu de Prusse par l'acide oxalique), 

soit par la méthode de HUGUES et JEANLOZ (368) (révélation des chromatogram- 

mes par le phtalate d'aniline et élution des taches colorées par l'éthanol 

chlorhydrique) . 
B - LES OSAMINES ------ 

1 "-HYDROLYSE ACIDE 

Les osamines sont liberdes par hydrolyse à l'acide chlorhydrique 

4 N redistillé,pendant 4 heures 2 130°C, a tube scellE sous vide. 



L'élimination de l'acide chlorhydrique est réalisbe par évapora- 

tion sous vide à l'évaporateur rotatif. Le résidu sec est repris par l'eau 

distillée &ast.,sr+lmisaux différentes méthodes d'identification des osamines 

et de dosagc . 
2 O- IDENTIFICATION 

a - Méthode de chromatographie sur colonne de GARDELL (369) : les 

osamines sont identifiées par chromatographie sur des colonnes d'échangeur 

de cations (DOTJEX 50 x 8 ; 200-400 "mesh"). La glucosamine et la galactosa- 

mine donnent 2 pics bien distincts repérés par dosage calorimétrique 

mais la mannosamine possède le même comportement que la glucosamine. 

b - Mgthode de désamination de GIDELL, HEJJLENSJOIJI et ROCHNOR- 
LUND (370) : la méthode consiste en la désamination à chaud, par la ninhy- - 
drine, de la glucosamine et de la galactosaiiiine respectivement en arabinose 

et en lyxose, qui sont aisément identifiés par chromatographie sur papier 

(voir p. 60). Une cause d'erreur est introduite par la présence éventuelle 

de mannosamine qui donne comme la glucosamine, de l'arabinose. 

3ODOSAGE SPECIFIQUE DE LA GALACTOSAFIINE PAR LA METHODE COLORIMETRIQUE DE 

LUDOWIEG ET BENHAPUN (37 1) 

Dans un premier temps, les osamines totales sont dosées à l'aide 

de réactifs qui donnent la même absorbancc molaire avec chacune des osamines. 

Dans un second temps, la gülactosamine, ou la mannosamine sont 

dosées en tirant parti de la différence des réactivités de ces deux osamines, 

d'une part, et de ln glucosamine, d'autre part, vis-à-vis de l'acétylacétone, 

à 0°C. La glucosamine est transformée en une céto-imine qui ne réagit pas 

avec le réactif ~'EHRLIcH. Au contraire, 2.3 galactosamine ou la mannosamine 

donnznt des chromogènes qui fournissent une coloration rose avec ce réactif. 

C - LES ACIDES SIALIQUES 
1" - HYDROLYSE ACIDE ET PURIFICATION DES HYDROLYSATS 

Les acides sialiques sont préalablement liberes par une hydrolyse 

ménagée (SO H ; 0,l N ; 100°C ; 1,5 heure). Les hydrolysats sont ensuite 4 2 4 

purifiés sur colonne d'échangeur de cations (DOWEX 50 x 8 ; forme acide) 

puis sur des colonne d ' bchangeur d'anions (DOWEX 1 x 8 ; forme f ormiate). 



Après un lavage B l'eau distillée de l'échangeur d'anions, les acides sia- 

liques sont d6placés par le passage d'une solution d'acide formique 0,33 N 

(svENNERHOLM) (372). 

2"- IDENTIFICATION 

Les acides sialiques sont séparés par chromatographie sur papier 

dans le système-solvant de SVENNERHOLM et SVENNERHOLM (373) : n-butano11 

n-propanol/~~l 0,l N (1!2:1) et révélés par le réactif au paradiméthylamino- 

benzaldéhyde. 

III - ETUDE IMMUNO-ELECTROPHORETIQUE 
Les immuno-électrophorèses ont été r.éalisées selon les méthodes 

de SCHEIDEGGER (374) et de GRABAR et coll. (375). 

1" - PREPARATION DES IMMUN-SERUMS 
Le méthode consiste à injecter à des lapins, par voie intramus- 

culaire, 1 ml d'une solution antigénique (renfermant de 0,5 à 2 g de proté- 

ides totaux (f) pour 100 ml de sérum physiologique) en suspension dans 

4 ml d'adjuvant de FREUD obtenu en ajoutant à 9 ml d'huile de vaseline, 1 g 

de lanoline et 10 mg de BCG. 

Les injections sont effectuées à une semaine d'intervalle, pen- 

dant 4 semaines, en faisant croftre la dose de solution antigénique (0,5 - 
1 - 1,5 et 2 p.100). 

kpres un mois de repos, le lapin subit un deuxième cycle d'injec- 

tions identiques. Cinq B six cycles sont nécessaires pour obtenir de bons 

anti-sérums . 
Lorsque le nombre d'arcs est maximal, 40 ml de sang sont préle- 

vés par incision d'une veine de l'oreille. Apr6s centrifugation, le sérum . 
anti-protéides urinaires est consen6 à +2OC. 

- - - - - 

( f )  Ces protéides totaux sont présents dans "l'extrait urinaire" purifié. 



2 O -  REALISATION DES ITMUNO-ELECTROPHORESES 

La réalisation des immuno-dlcctrophorèses s'effectue en 2 

étapes. La première étape consiste en une électrophorèse en gdlose du produit 

à analyser dans un tampon véronal de pH 8,2 et de force ionique 0,l , sous 
une tension de 4 à 5  cm pendant 2 à 3 heures. 

La deuxième étape consiste en une diffusion du sérum anti-pro- 

téides urinaires, et des substances antigéniques, Les arcs obtenus lors 

de la formation du complexe antigène-anticorps sont révélés à l'aide du 

réactif à lsamidoschwarz, après une dlimination soigneuse, par lc sérum 

physiologique, de l'excès du sérum anti-protéides urinaires. 

IV - ETUDE ELECTROPHORETIQUE DES POLYSfiCCHARIDES iiCIDES - 

Vingt pl d'une solution à 20 p.100 de glycoprotides sont soumis 

à l'électrophorèse sur bandes d'acétate de cellulosc (4 x 17 cm) dans un 

tampon pyridine/acide formique/eau (1:2:46) depH 3, sous une tension de 

3 ~ / c m ,  pendant 4 heures (DALFERES et al. ) (376). 

Les thoins employés sont l'acide chondroi'tine sulfurique LI ou 

C, l'acide chondroftine sulfurique B ou )l heparine, l'acide hyaluronique 

et l'héparine (5 pl de solution à 20 mg/3ml). 

Après une fixation à l'alcool absolu (30 mn), la r6vélation est 

effectuée à l'aide du réactif au bleu alcian (solution à 0,5 p.100 dans 

l'acide acétique à 3 p.100), un rinçage dans un bain d'acide acdtique à 

5 p.100 est suivi d'un r i n ~ a g e  dans un bain d'acide acétiqne à 5 p.100 

additionné de di-acétoaa alcool. Un chauffage à l'étuve à 40°C permet 

d'obtenir une feuille translucide. 



PREPARATION DU MATERIEL D 'ETUDE 1 i- 
Dans c e  c h a p i t r e ,  nous j u s t i f i e r o n s  l e  choix du m a t f r i e l  d ' f t u d e  

e t  dé f in i rons  s e s  p r o p r i é t é s .  En e f f e t ,  c ' e s t  à p a r t i r  de ces données que nos 

nos t ravaux ont é t 6  e n t r e p r i s ,  dans l e  bu t  d ' i s o l e r  des f r a c t i o n s  p l u s  

s imples ,  dont nous pourrons p lus  faci lcment  e t u d i e r  l e s  p r o p r i é t é s  phys ico .  

chimiques. 

Le taux  de g lycopro t ides  dans I c s  u r i n e s  e s t  t r è s  f a i b l e .  Pour 

augmenter l a  concent ra t ion  de ce taux de g lycopro t ides ,  nous avons lyophi- 

l i s é  l e s  ur ines  e t  nous avons p r ê c i p i t 6 ,  2 b ~ c s e  t c n p f r a t a r e ,  l c c  p ro t é fdes  

à l ' é t h a n o l .  

Nous avons sytCimetiquement f a i t  l ' é t u d e  de l a  composition en oses 

to taux  dc l ' a d i a l y s a b l e  de ce  p r é c i p i t é  a l coo l ique  e t  l ' é t u d e  imuno-élec-  

t rophoré t ique .  De p lus ,  à l ' a i d e  de l ' é l e c t r o p h o r è s e  s u r  a c é t a t e  dc ce l lu?ose ,  

nous avons mis en 6vidsnce l e s  mucopolysaccharidcs e t  polysaccharides cc ides  

p ré sen t s  dans c e t t c  f r a c t i o n .  

Nous exposerons successivcment 1 )  l e s  modal i tés  dc l a  p répa ra t ion  

du m a t é r i e l  d16tude  c t  I I )  s e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  chimiques e t  immuno-Glectro- 

phorét iques . 

l0 - PRELEVEPENT 

L 'ur ine  humaine n â l c  e s t  c o l l e c t 6 e  dans un r é c i p i e n t  contenant 

quelques gout tes  de to luène  pour é v i t e r  l a  p r o l i f é r a t i o n  des b a c t é r i e s ,  

pu is  conservee 24 heures dans un f r i g i d a i r e ,  à 4"C, a f i n  de p r é c i p i t e r  l e s  

s e l s  minéraux e t  l a  g lycopro té ine  de T&IM e t  HORSFALL (90 p .  100 de c e l l e -  

c i  sont é l iminés) .  

2 - CCNCENTFdAiTION -- 
L r u r i n e  e s t  e n s u i t e  f i l t r é e ,  dégazée, a j u s t é e  à pH 6 e t  mise en 

bacs de 500 n l  en chambre f r o i d e  à - 20°C pour ê t r e  l yoph i l i s ée  par  quan- 

t i t 6  de 10 l i t r e s .  

Le l y o p h i l i s a t ,  r ep ré sen tan t  200 à 300 g  de poudre jaune c l a i r ,  

e s t  d i ssous  dans 300 m l  d ' eau ,  a j u s t é  à pH 8 avec de l'ammoniaque e t  a g i t 6  



15 minutes avec un a g i t a t e u r  magnétique p u i s  cen t r i fugé .  Le surnageant  1 

e s t  r e c u e i l l i ,  t a n d i s  que l e  c u l o t  e s t  r e p r i s  deux f o i s  de s u i t e ,  par  200 m l  

d 'eau, a j u s t é  à pH 3 ,  a g i t é  15 minutes,  c e n t r i f u g é  à nouveau. 

Les surnageants  1, 2 e t  3 s o n t  groupés, a j u s t é s  à pH 4 avec de 

l ' a c i d e  chlorhydrique (.$) c o n s t i t u e n t  l e  "concentré u r ina i r e " .  

3" - FRACTIOUNEMEIJT ETHANOLIQW 
l e  "concentré 

Les p r o t é i n e s  e t  l e s  g lycopro t ides  p ré sen t s  dans u r i n a i r e "  

sont  p r e c i p i t b s  p a r  l ' é t h a n o l  absolu. Pour é v i t e r  l a  déna tura t ion ,  l a  

température e s t  maintenue à - 20°C, cn u t i l i s a n t  d'une p a r t ,  de l ' é t h a n o l  

à - 70°C e t  d ' a u t r e  p a r t ,  en e f f e c t u a n t  l a  c e n t r i f u g a t i o n  dans une c e n t r i -  

fugeuse s t a b i l i s é e  à - 20°C quelques heures  avant  l a  manipulat ion.  

a  - Choix de l a  concent ra t ion  en é thanol  : avant de procéder  à l a  

p r é c i p i t a t i o n ,  nous avons déterminé l a  concent ra t ion  en é thanol  l a  p lus  

favorable  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  de l ' u r i n e ,  

Nous avons f r ~ c t i o n n 6  l e  concent ré  u r i n a i r e  à l ' a i d e  d'un g rad ien t  discon- 

t i n u  de concent ra t ion  en é thanol  ( ~ i g .  14 ; p.66).  

Les f r a c t i o n s  obtenues à des concent ra t ions  comprises e n t r e  50 

e t  60 p.100 en é thanol  : F50, 60 e t  7 0 . 1 0 3  ; FGO, 70 e t  00 p.100 ; P CO 
70 ' 

e t  90 p.100 ; FLo e t  supé r i eu re  à ae p.100 ; F sont  dialysGes, l yo?h i l i s ées  
90' 

e t  çouc~iser, à une &tude imuno-é lec t rophoré t ique  ( ~ i g . 1 5  ; p.59) .  

Toutes l e s  f r a c t i o n s  sont  hétérogènes,  e t  s e u l ,  l e  surnageant  

a lcool ique  de l a  s o l u t i o n  à 90 p.100 en é thanol  ne présente  aucun a rc .  

C ' e s t  l a  concent ra t ion  que nous avons adopt&e pour p r é c i p i t e r  

l e s  g lycopro t ides  to taux  de l ' u r i n e .  

b  - Mode o p é r a t o i r e  : au "concentré  u r i n a i r e "  e s t  a j o u t é  9 f o i s  

son volume d ' é thano l  a b s ~ l u  à - 70°C. Une c e n t r i f u g a t i o n  e s t  e n s u i t e  e f f ec -  

tuée après  un repos  d'une heure  à - 20°C. 

Le c u l o t ,  r e p r i s  pa r  un minimm d'eau d i s t i l l é e , e s t  a j u s t é  à pH 8 

e t  e s t  m i s  en d i a l y s e  5 jours  cont re  l ' e a u  d i s t i l l e e  dans des boudins de 

(f) Le c u l o t  e s t  dliminé. I l  con t i en t  en majeure p a r t i e  des s e l s  minEraux 

contenus dans l ' u r i n e .  



"Concentré u r i n a i r e "  amené à pH 4 p a r  H C 1  

i 
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i 
3 

C o n c e n t r a t i o n  en é t h a n o l  de  50 p.100 
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S o l u t i o n  F 
5 0 

amenée à 60 p.  100 e n  é t h a n o l  

S o l u t i o n  F 
60 
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S o l u t i o n  F 
90 

F i g u r e  14 

Schéma du f rac t ionnement  é t h a n o l i q u e  du "concen t ré  u r i n a i r e " .  



Figure 15 

Immuno-électrophor&se des différentes fractions obtenues par frac- 
tionnement éthanolique du "concentré urinaire1'. 



cellophane "Nojax 16" lavés. En effet, un lavage préalable des boudins 

de cellophane élimine les polyosides adialysables solubles, constitués de 

glucose, de xylose et de glycérol ainsi que les protides présents dans la 

membrane de cellophane. 

La fraction adialysable du précipité alcoolique lyophilisée cons- 

titue notre matériel d'étude. Nous l'appellerons "extrait urinaire". 

II - COMPOSITION DE L'EXTRAIT URINAIRE 

A - RESULTATS 
Les résultats que nous avons obtenus sont rassemblés dans les 

Tableaux XV (p. 69) et XVI (p. 73) et dans les figures 16 (p. 71) ; 17 (p. 72) 

18 (p.79)  ; 19 (p.75 et 20 (p.76). Ils :peuvent être r6sur;iéz ainsi: 

1"- COMPOSITION CENTESIMALE DES OSES 

Les résultats obtenus par l'application des méthodes de dosage 

colorimétrique des glucides ont été exprimés en mg par litre d'urine, ils 

sont rassemblés dans le Tableau XV (p .69) .  

a - Les oses'lneutreJ1: après élimination de l'interférence des 
acides uroniques dans le dosage des oses neutres par la méthode à l'orcinol, 

le taux d'oses "neutres" est compris entre 23 et 42 mg par litre d'urine. 

b - Les acides uroniques : après l'élimination de l'interférence de 
des oses "neutres" dans le dosage des acides uroniques par le carbazol sulfu- 

rique, le eau:: d'acides uroniques varie de 6 B 24 mg par litre d'urine. 

c - Les acides sialiques : les valeurs données par l'application 
de la méthode de IJEEWZR et ODIN sont voisines de 26 mg par litre d'urine. 

d - Les osamines : le taux d'osamines totales déterminé après 
hydrolyse, par la méthode dtELSON et HORGAN modifiée est dc l'ordre de 20 mg 

par litre d'urine. 

2"  - IDENTIFICATION ET DOSAGE CHROPlATOGRAPHIQUl? 
L'identification des oses "neutres", des acides uroniques, des 

acides sialiques et des osamines a &té effectuée soit par chromatographie 

sur papier, soit par chromatographie sur colonne. 





L'hydrolyse des oses "neutrestf et des osamines est quantitative, 

celles des acides uroniques et des acides sialiques est d'une part incom- 

plète et d'autre part s'accompagne d'une destruction partielle de ces 

composés. La détermination des rapports molaires concernera uniquement les 

oses "neutres" et les osamines. 

a - Les oses "neutres" : la chromatographie dans les systèmes- 
solvants : butanollacidc acétiqueleau et pyridinelacétate d'éthyleleau 

nous a permis de mettre en évidence la présence de galactose, de glucose, 

d a  mannose, de fucose et de xylose. Les figures 16 et 17 (p. 7 1  et 72 ) 

illustrent cesrésultats. 

Les rapports molaires de ces différents oses déterminés par la 

méthode d'HUGHES et JEANLOZ sont rasscmb~és dans le Tableau XVI (p. 73 ). 

b - Les acides uroniques : l'hydrolyse et l'identification chroma 
matographique nous ont permis de rgvéler uniquement la présence d'acide 

glycuronique. 

c - Les acides sialiques : l'analyse chromatographique (Fig. 18 ; 
p.74 ) révèle exclusivement la présence d'acide N-acétyl-neuraminique. 

d - Les hexosamines : la fraction obtenue par élution chlorhy- 
drique de l'échangeur de cations après passage d'un hydrolysat de "l'ex- 

trait urinaire" sur colonnes de résines échangeuses d'ions a été analysée 

par la méthode chromatographique dc GARDELL. Les résultats obtenus sont 

illustrés par la figure 19 (p.75 ) : seules la glucosamine et la galacto- 

samine sont présentes. Le rapport glucosamine/galactosaminc est voisin de 

Nous avons confirmé ces résultats par les dosages colorimétri- 

ques de LUDOWIEG et BENMIAN. 

3 O- ANALYSE IW.IUNO-ELECTROPHORETIQW 

L'analyse immuno-électrophorétiquc montre la très grande comple- 

xité de "l'extrait urinaire" : vingt à trente arcs ont été rgvélés par le 

réactif à l'amidoschwarz. La figure 20 (p. 76) illustre ces résultats. 

4 " -  ANALYSE ELECTROPHORETIQUE DES POLYSACCHARIDES ACIDES 

L'analyse électrophorétique sur acétate de cellulose sépare 

dans les conditions précédemment décrites,4 bandes bien distinctes comme 



Figure 16 

Chromatographie sur papier des oses neutres de l'hydrolysat de 
"l'extrait urinaire". Système-solvant : n-butanol/acide acétique/ 
eau (4:1:5) ; papier Whatman n03 ; durée de la chromatographie : 
72 h ; révélation par le réactif l'oxalate d'aniline ; T : thoins 
oses ; Ga1 : galactose ; Glc : glucose ; Man : mannose ; Xyi : xyiose ; 
Fuc : fucose. 



Figure 17 

chromatographie sur papier des oses neutres de llhydrolysat de 
"l'extrait urinaire". Système-solvant : pyridine/acdtate d'éthyle/ 
eau (1:2:2) ; papier Whatman nO1 ; durée de la chromatographie : 
24 h ; R6vdlati0n par le réactif à l'oxalate d'aniline ; T : témoins 
oses ;   ai : galactose ; Glc : glucose ; Man : mannose ; Xyl : xylose ; 
Fuc : fucose. 



Tableau X V I  

Rapports molaires des oses "neutres" f iguran t  dans l e s  
hydrolysats  de " l ' e x t r a i t  u r ina i re"  (d 'après  MALLEVAIS- 
GOUBET ( r é s u l t a t s  non pub l ibs ) ) .  

( a )  Ga1 : galactose ; Glc : glucose ; Man : mannose ; Xyl : xylose 

Fuc : fucose ; Ces valeurs  sont  calculées su r  l a  base de 10 

r6sidus de galactose dans "1 ' e x t r a i t  ur ina i re ' '  obtenu à p a r t i r  

de l ' u r i n e  de Femme. 

"Ex t ra i t  u r ina i re"  1 Ga1 

1 (a) 

Homme 

Femme 

Glc 

10y2 

10 

X Y ~  

( a )  (a)  

Fuc 

(a 1 (a)  

4 , 3  

6 

-> 

2,7 

2,55 

5 ~ 5  

5,7 

0 ~ 7  

OY77 



Figure 18 

chromamgraphie sur papier des acides sialiques de "l'extrait urinaire" ; 
Systéme-solvant : n-butanolln-propanol/acide chlorhydrique 0,l N (1:2:2) ; 
papier Whatman nO1 ; durée de la chromatographie : 18 h ; révélation par 
le réactif au p-diméthylaminobenzaldéhyde de SVENNERHOLM et SVENNERHOLM. 
T - : témoins ; ANAN : acide N-acétyl-neuraminique ; ANGN : acide N-glyco- 
lyl-neuraminique . 



Figure 19 

Chrotaeittograpkie, selan GARDELL (378) sur colonne de 
DOWEX 50 x 8 ,  2W-400 "mesh" des  asmines prdsentes  dans 
"l'extrait urinaire". 
En abcisses a nombre de tubes ; en ordonn&es : absorbante 
B 520 mp. 



Figure 20 

Imuno-blectrophorèse de "l'extrait urinaire". ASU : sérum de 
lapin antiprotéides urinaires ; Adial : "extrait urinaire". 



le montre la figure 21 (p.78 ). La migration électrophorétique de ces 

bandes ne correspond pas exactement à la migration électrophorétique des 

substances témoins. 

B - DISCUSSION 

1"- L'analyse de la composition centésimale en glucides de "l'extrait 

urinaire" montre que les taux d'oses "neutres", d'acides uroniques, 

d'osamines, d'acide sialique ne sont pas constants. Les valeurs 

obtenues,principalement en ce qui concerne les valeurs des oses "neutres" 

et des acides uroniques,sont nettement inférieures aux valeurs obtenues 

par GOUBET (379). Ces différences s'expliquent par les modifications 

apportées à la préparation du matériel de départ : 

a - Le rexplacement des feuillcs de cellophane qui libéraient 
une quantité importante de glycérol et de polyosides par des boudins de 

cellophane préalablement lavés, diminue lc taux d'oses neutres. 

b - La précipitation éthanolique supplémentaire élimine une 
partie des polysaccharides non dialysables et fait baisser également le 

taux d'oses. 

Il nous est difficile de comparer nos résultats avec ceux 

d'autres auteurs car le mode d'expression est variable d'un auteur à un 

autre. 

2"- En plus du galactose, du mannose ct du fucose couramment rencontrés 

dans la structure des glycoprotéidcs, nous avons identifié du glucose et du 

xylose. 

L3 présence de ces deux oses pouvaient s'expliquer par l'utili- 

sation des feuilles de cellophane qui libèrent ces oses par hydrolyse 

comme l'ont montré IIONTREUIL et coll. (a) 

Après remplacement des feuilles par des boudins de cellophane 

lavés, nous avons encore constaté la présence de ces deux oseS.ces r6~ultats 

(t) Communication personnelle. 



Figure 21 

Electrophor&se sur acétate de cellulose de "l'extrait urinaire1', 
Tampon dl électrophorhse : pyridine /acide fomique/eau ( 1 :2 :46 ) ; 
pH 3 ; 3 ~ / c m  ; durae de llélectrophor&se : 4 h ; révélation par 
le reactif au bleu alcian ; CSA et CSC : mélange des acides chon- 
drortines sulfuriques A et C ; CSB : acide chondrottine sulfurique 
B ; HA : acide hyaluronique ;  HU^ : héparine. 



s o n t  donc en faveur de l a  pr6sence du glucose e t  du xylose dans l a  composi- 

t i o n  des g l y c o p r o t i d e ~  u r i n a i r c a .  Ln présence  du x y l o ~ c  a é t é  confirm6e 

pa r  l e s  t ravaux de RODER (370). 

Les r appor t s  molaires  ga l ac tose ,  mannose, fucose p ré sen t s  dans 

"l'extrait u r ina i r e l ' son t  d i f f é r e n t s  de ceux des glycoprotéides s é r iques  

où l e  taux de fucose e s t  nettement p lus  f a i b l e .  

Bien que s e u l  l ' a c i d e  glycuronique a i t  é t é  m i s  en évidence dans 

l e s  hydro lysa ts  de " l ' e x t r a i t  u r ina i r e " ,  nous verrons par  la s u i t e  q u ' i l  

renferme des t r a c e s  d ' a c i d e  iduronique . La mise en 6vidence de c e t  a c i d e  a  

é t é  r é a l i s é e  dans une f r a c t i o n  r i c h e  en mucopolysaccharides ac ides .  

Jusqu 'à  p r&en t ,  s eu l  l ' a c i d e  N-acétyl-neuraminique a é t é  m i s  

en évidence dans l e s  u r i n e s  normales. 

La présence de g a l a c t o s m i n c  dans l e s  u r ines  en propor t ion  

re la t ivement  importante  s ' expl ique ,  en p a r t i e ,  par  l a  présence de mucopo- 

1ysacchari.de ac ides  (Tableau I V  ; p. 1 4 ) ,  e t  par  l a  présence de subs tance  

de groupes sanguin S .  

3"- Les g lycopro t ides  de l ' u r i n e  son t  peu an t igéniques .  Une concent ra t ion  

é levée  de ces  g lycopro té ides  ( supér ieure  à 20 p.100) e s t  n é c e s s a i r e  pour 

ob ten i r  l e  maximum d ' a r c s  de p r é c i p i t a t i o n .  

C - CONCLUSIONS 

Les r é s u l t a t s  obtenus son t  r cp roduc t ib l c s  grâce à une s tandar -  

d i s a t i o n  de l a  méthode de prépara t ion  du m a t é r i e l  d 'é tude.  

Nous avons schématisé l e  mode o p é r a t o i r e  dans l a  f i g u r e  22 

(p.  80),Ce m a t é r i e l  d ' é tude  con t i en t  l a  t o t a l i t é  des g lycopro t ides  de 

l ' u r i n e ,  comme l e  montre l a  f i g u r e  15 (p.69 . 
" L ' e x t r a i t  u r i n a i r e "  é t a n t  maintenant b ien  d é f i n i ,  l e  but  de 

n o t r e  t r a v a i l  c o n s i s t e ,  dans un deuxième temps, à t e n t e r  de l e  f r a c t i o n n e r  

e t  d ' i s o l e r  des e n t i t é s  physico-chimiques pures .  

Les procédés u t i l i s é s  sont  pr incipalement  des procédés de chronato- 

graphie s u r  r é s i n e s  échangeuses d ' i ons ,  de f i l t r a t i o n  s u r  g e l  de dext ran  e t  

des  procédés de p r é c i p i t a t i o n  à l 1 6 t h a n o l  e t  au s u l f a t e  d'ammonium, 

Nous a l l o n s ,  dans l e s  c h a p i t r e s  su ivan t s ,  ana lyser  ces  d i f f é r e n t e s  

méthodes de fract ionnements .  



Urines mâles (10 l i t r e s )  

f i l t r é e s ,  dégazées, 
a jus tées  à pH 6 ,  
lyophi l i sées .  

Lyophil isat  (200 à 300 g) 

r e p r i s  par 300 m l  H O ,  
a j u s t é  à pH 8 (NH 2 0 ~ ) ,  
cen t r i tugé .  4  

Culot + 200 m l  H O 
2  

a j u s t é  à pH 8 (NH40H) , 

Culot + 200 m l  H O 
2  

a j u s t é  à pH G (Hel) 

Culot él iminé 
Surnageant 1 

a j u s t é  2 pH 4 (HCI) 

"Concentré u r ina i re"  

p r é c i p i t a t i o n  alcoolique 
(9vIlv) t c  { - 20'C 

4 
V 

. I 
P r é c i p i t é  d i a l y s é  Surnageant él iminé 

Diaiysat  

I 

Adial j sable  (1,3 à 1,6 g )  
1 

éliminé l y o p h i l i s é  

>/ "EXTRIiIT UI2INAIRE " 1 

Figure 22 

Préparat ion de "1 ' e x t r a i t  u r ina i re"  



I 
1 CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE DE DOWEX 1 x 4 1 I 
1 

Le but de l a  manipulat ion e s t  de f r a c t i o n n e r  l e  mélange complexe 

qu i  r ep ré sen te  " l ' e x t r a i t  u r i n a i r e " ,  en f i x a n t  p lus  ou moins l e s  composés 

ac ides ,  s u r  une r é s i n e  échangeuse d 'an ions  : l e  DOWEX 1 x 4 ,  200-400 "mesh", 

sous l a  forme formiate d é j à  préconisée pa r  MONTREUIL e t  a l .  en 1961 (381 1. 

1 - MATERIEL ET PETHODES 

A - PREPARATION DE LA SOLUTION "D'EXTRAIT URINAIRE" - 
"L ' ex t r a i t  u r i n a i r e "  correspondant à 10 l i t r e s  d ' u r i n e  ( s o i t  1 , 3  

à 1,Q g de  poudre brune) est r e p r i s  par  un minimum d 'eau d i s t i l l é e ,  

a j u s t é  à pH 8 , 7  e t  c e n t r i f u g é .  

B - PREPARATION DES COLONNES DE CHROMrF~TOGRA.PHIE 

REGENERATION DE LA RESINE 
. . 

La r é s i n e  DOWEX 1 x 4 e s t  une r é s i n e  échangeuse d 'anions,  c ' e s t  

à d i r e  q u ' e l l e  f i xe  l e s  composés ac ides  (%). 

(f) Dans l e  cas d'une r é s i n e  neuve, i l  e s t  n é c e s s a i r e  d e l l a c t i v e r p n r  l e  
procédg suivant  : 

- lavage à l ' e a u  du rob ine t  ; l a i s s e r  décanter  jusqu 'à  ce que 
l ' o n  obt ienne  une s o l u t i o n  c l a i r e .  Les impuretés e t  l e s  r é s ines  
hydrosolubles son t  a l o r s  é l iminées.  

- lavage à l ' a c é t o n e  q u i  a pour but  de  dissoudre l e s  fragments 
faiblement  hydrosolubles .  

- lavage à l ' é t h e r  de p é t r o l e  qui  enlève l e s  f r a c t i o n s  non 
m a t é r i a l i s é e s  de r é s i n e .  

- puis  lavage à nouveau 5 l ' a c&tone ,  à l ' é t h e r  de p é t r o l e  e t  à 
1 ' eau du robine t .  



E l l e  e s t  régénérée d 'abord en bécher ,  p u i s  en colonne, pa r  5 

ou 6 cyc le s  de régEn6rat ion en u t i l i s a n t  successivement : 

- soude 3 N 

- eau d i s t i l l é e  jusqu 'à  ob ten t ion  d 'un pH neu t r e  

- ac ide  formique pur 

- eau d i s t i l l é e  jusqu 'à  ob ten t ion  d 'un pH neu t r e  

La r 6 s i n e  e s t  a l o r s  p r ê t e  à s e r v i r ,  mais t o u t e f o i s ,  dans un 

d é l a i  l i m i t é .  

2" - CONFECTION DES COLONNES 

Nous u t i l i s o n s  des colonnes de 100 x  5 cm. L 'extrémité  i n f é -  

r i e u r e  de l a  colonne e s t  fermée par  un tampon de l a i n e  de v e r r e  e t  recou- 

v e r t  d 'une f i n e  couche de "ba l lo t ine"  (k) de t e l l e  façon que l e  volurae mort 

s o i t  l e  p lus  p e t i t  p o s s i b l e .  

Le remplissage s e  f a i t  t r è s  progressivement,  sous l ' a c t i o n  d'un 

a g i t a t e u r  mécanique q u i  r é g u l a r i s e  l e  t a s sage  de l a  r é s i n e .  

Un nouveau cyc le  de r6généra t ion  e s t  e f f e c t u é  en colonne, pu i s  

c e t t e  de rn i è re  e s t  s t a b i l i s é e  en chambre f r o i d e  à + 4OC, au moins 24 

heures  avant l ' emplo i .  

A - MODE OPERATOIRE 

"L ' ex tmi t  u r i n a i r e "  r e p r i s  par  20 m l  d 'eau d i s t i l l é e ,  e s t  

i n j e c t é  au sommet de l a  colonne de r6s ine ,  au moyen d 'une ser ingue munie d'un 

d'un morceau de t é f l o n .  La d e n s i t é  p lus  é levée  de l a  s o l u t i o n  permet un 

dépôt à l a  su r f ace  de  l a  r é s i n e  sans q u ' i l  s o i t  néces sa i r e  de v i d e r  l e  

tampon qui  s e  t rouve au dessus de l a  r6 s ine .  

Le dépôt do'lt ê t r e  f a i t  en une couche t r è s  f i n e ,  pour é v i t e r  

l a  d i spe r s ion  pendant l a  chromatographis. 

(+)"ba l lo t ine"  : p e t i t e s  b i l l e s  de ve r r e .  



Une pompe p é r i s t a l t i q u e  permet de r é g l e r  l e  d é b i t  de l a  colonne 

à 60 ml/h. 

Un c o l l e c t e u r  automatique de f r a c t i o n s  Technicon r e c u e i l l e  des 

f r a c t i o n s  de 20 m l  pa r  tube .  

Le fractionnement a  l i e u  en chambre f r o i d e  pour é v i t e r  t ou te  

fermentat ion e t  s u r t o u t  l a  déna tura t ion  des g lycopro t ides  pa r  l ' a c i d e  

chlorhydrique,  à température o r d i n a i r e .  

L t é l u t i o n  e s t  r é a l i s é e  successivement pa r  : 

- l ' e a u  d i s t i l l é e  ( 1  à 2 l i t r e s )  

- l ' a c i d e  chlorhydrique 0 , l  M (5 l i t r e s )  

- l ' a c i d e  chlorhydrique 3  N (1,5 l i t r e )  ; il d o i t  décrocher tous  

l e s  composés l e s  p lus  a c i d e s  qui  peuvent ê t r e  r e t enus  s u r  l a  r é s ine .  Toutes 

ces  f r a c t i o n s  sont  d i a lysées  con t r e  l ' e a u  d i s t i l l é e  ( 1  à 3 jours  pour l a  

f r a c t i o n  n e u t r e  e t  l e s  fractions é luécs  par  H C 1  0 , l  S ,  une semaine pour 

l a  f r a c t i o n  é luée  par  HC1 3 NI, p u i s  l yoph i l i s ées .  

2'- ETUDE DES PROPRIETES DES FRACTIONS 

Toutes l e s  f r a c t i o n s  ont  é tE é tudiées  du p o i n t  de vue de l eu r  

composition centésimale e t  mola i re  en g luc ides .  L 'é tude  imnuno-électropho- 

r é t i q u e  e t  é l ec t rophoré t ique  a  é t é ,  en ou t r e ,  e f f e c t u é e  systématiquement 

s u r  t o u t e s  l e s  f r a c t i o n s .  Les méthodes employées s o n t  d é c r i t e s  aux pages 

51. A 55. 

B - RESULTATS 

Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus s o n t  rassemblés dans l e s  

f i g u r e s  23 (p.  8.41, 24 (p .  89), 25 (p.  m), 26 (p. 92) e t  27 (p.  93) e t  

l e s  tab leaux  X V I I  (p. 86) e t  X V I I I  (p. 88). I l s  peuvent s e  résumer de l a  

manière su ivan te  : 

Le p r o f i l  de l ' é l u t i o n  e s t  donné par  l a  f i g u r e  23 (p.  84). 

L ' é l u t i o n  pa r  l ' e a u  f o u r n i t  une f r a c t i o n  unique : F.N. 

L 'acide chlorhydrique O , l  M décroche succ~ss ivernent  s ep t  f rac-  

t i o n s ,  m a t é r i a l i s é e s  s u r  l a  colonne de r é s i n e  par  des  anneaux colorés  qui  





6 5 

s e  déplacent  e t  son t  é lués .  Après repérage  en UV, à 278 m p ,  on sépare  l e s  

p i c s  : Pl, P2, P3, P e t  P ( t r è s  peu abondants), P e t  P 
4 5 6 7 ' 

L'ac ide  chlorhydrique H C 1  3 N nous f o u r n i t  une f r a c t i o n  : 

l a  f r a c t i o n  F  N.  
3 

Il  c s t m u t e f o i s  impossible  d ' é l u e r  t ou te  l a  c o l o r a t i o n  brune 

f i x é e  s u r  l e  dessus de l a  r é s i n e .  C e t t e  co lo ra t ion  s e r a i t  due à des p ig-  

ments u r i n a i r e s  f i x 6 s  i r révers ib lement  s u r  l a  r é s i n e .  La chromatographie 

f o u r n i t  ces  f r a c t i o n s  dans des propor t ions  indiquées dans l e  tab leau  X V I I  

(p.  78). Les p i c s  4  e t  5 fou rn i s sen t  de t r è s  p e t i t e s  q u a n t i t é s  de p rodu i t s  

e t  l e  p i c  6 a Cté . ident i f i .6  à l ' a c i d e  u r ique .  La f r a c t i o n  neu t r e ,  la 

f r a c t i o n  P l a  f r a c t i o n  P e t  l a  f r a c t i o n  F N sont  pondéralement l e s  p lus  
3 7 3 

abondantes. 

2'- COMPOSITION CENTESIMAE EN GLUCIDES DES DIFFERENTES FRACTIONS 

Les r b s u l t a t ç  obtenus s o n t  résumés dans l e  t ab l eau  X V I I  (p .86) .  

a  - La f r a c t i o n  nou t r e .  La présence d 'une p ropor t ion  importante 

de g luc ides  t o t aux  dans l a  f r a c t i o n  n e u t r e  peut s ' exp l ique r  par  l a  présence 

de g luc ides  l i b r e s  provenant d'une d i a l y s e  incomplète. ' 

b - La f r a c t i o n  P l a  f r a c t i o n  P e t  l a  f r a c t i o n  P n ' o f f r e n t  
1 y 2 3 

pas de p r o p r i é t i s p a r t i c u l i è r e s .  Leur composition en g luc ides  n ' a  r i e n  de 

c a r a c t é r i s t i q u e .  Néannoins, l e s  f r a c t i o n s  P  P e t  P posscdent des a c i -  
1' 2 3 

des uroniques e t  dcs  ac ides  s i a l i q u e s ,  ce  qui  expl ique q u ' e l l e s  s o i e n t  

p lus  r e t enues  s u r  l a  r é s i n e  que l a  f r a c t i o n  neu t r e .  

c  - Le p i c  7 ,  par  con t r e ,  a  a t t i r é  no t r e  a t t e n t i ~ n .  En e f f e t ,  il 

rep résen te  30 à 40 p.100 des p r o t é i d e s  t o t aux  : c ' e s t  l e  p i c  majeur. I l  

e s t  t r è s  r i c h e  en g luc ides  t o t aux  (60 p.100) parmi l e sque l s  prédomine 

l ' a c i d e  s i a l i q u e  e t  il renferme 2 ,5  p.100 d ' ac ides  uroniques.  

d  - La f r a c t i o n  3 N e s t  r i c h e  en osamines, en a c i d e  s i a l i q u e  

e t  s u r t o u t  en ac ides  uroniques,  Ce qu i  expl ique q u ' e l l e  ne s o i t  "décrochéett 

que pa r  l ' a c i d e  chlorhydrique 3 N .  



Tableau XVII 

Composition cent6simale en oses des fractions obtenues par chromatographie des 
uromucofdes sur DObEX 1 x 4. 

b) valeurs calculées 

c) acide N-acétyl-neuraminique 

Poids 

des 

fractions 
(a) 

10 mg 

4 m g  

8 m g  

15 mg 

20 mg 

19 mg 

1 neutres 1 neutres 

a) par litre d'urine 

Glucides 

totaux 

p. 100 

43,16 

13,21 

19,56 

31,69 

60,60 

42,57 

Oses Oses 

d) glucosamine + galactosamine 

Osamines 

e) acide glycuronique + acide iduronique 

Os es 

neutres 

p. 100 

22,56 

5,72 

9,08 

13,97 

24,07 

11,81 

Acides 
uroniques 

Osarnines 

P. 100 

(d ) 

12,48 

1,6 

3 , 9  

7,4 

16,l 

10,8 

Acides 

uroniques 

p. 100 
(el 

traces 

0,86 

0,66 

0,Sl 

2,41 

9,93 

Oses 

neutres 

Acide 
sialique 

3,4 

196 

199 

1,5 

123 

192 

Acide 

sialique 

p. 100 
(cl 

6,60 

3,50 

4,70 

9,04 

17,69 

9,25 



3'- COMPOSITION MOLATRE DES OSES DES DIFFERENTES FRACTIONS 

Les résultats obtenus sont résumés dsns le tableau X V I I I  (p. 88) 

et les figures 24 (p.89 ) et 25 (p.90 ). 

a - Les oses "neutres". 
- Toutes les fractions contiennent du galactose, du 

glucose, du mannose, du fucose ; 

- seule la fraction F N contient du xylose ( il 
3 

existe également en traces dans la fraction P 1. 7 

b - -" Les acides uroniques. La fraction 3 N contient de l'acide 
iduroniqüe que nocs avons identifié par chromatographie sur papier, dans 

les hydrolysats chlorhydriques dans le système-solvant : acétate d'éthyle/ 

acide acétique/eau (9:2:2) de S I D D I Q U I  et PURVES (382). 

c - L'acide s i a l i ~ .  L'acide N-acétyl-neuraminique est présent 
dans toutes les fractions en proportion croissante à partir de la fraction 

FIJ jusqulÀ la frection F 11. 
3 

d - Les osamines. Le rapport molaire des osamines montre que la - 
glucoçâmlne est gfnéralement plus abondante que la galactosamine sauf dans 

la fraction i IQ où le rapport n'est plus que de 1,5 .  
3 

a - La fraction neutre FN est très hétérogène à l'électroplinorèse 

sur papier ( k ) .  

b - Les fraction P P n'ont pas retenu notre attention. 
2 '-3 

c - La fraction P se sépare en électrophorèse sur acétate de 
7 

(&) Electrophorèsc sxr papier Whatman nO1 dans un tampon vdronal pH 8,2, 
3 V/cm ; àurée de l'électrophorèse : 18 heures ; révélation par le 
réactif à l'amidoschwarz. 



Tableau X V I I I  

Rapports mola i res  ( ~ o u r  10 r é s i d u s  de p . l ac tose )  des oscs ,  osainines, ac ide  s i a l i q u e  
e t  ac ides  uroniques dans l c s  d i f f s r e n t e s  f r a c t i o n s  obtenues par  chroniatographie des 
uromuco'L"des s u r  DOYEX 1 x 4.  

(b) Ga1 : ga lac tose  ; Glc : glucose ; Fuc : fucose ; Xyl : xylose  ; Man : mannose ; GalNH2 : ga- 
lectosamine ; G ~ C N H ~  : glucosamine 

( c )  I d e n t i f i é e s  par  l a  méthode de désamination oxydat ive à l a  ninhydrine de GARDELL e t  c o l l .  e t  
dosées pa r  l e  procédé calorimétrique de lLUDOFJIEG e t  BENMAMAN (383) .  



Figure 24 

Chromatographie sur papier des oses neutres des hydrolysats des 
fractions obtenues par chromatographie sur DOWEX 1 x 4 de "l'extrait 
urinaire" ; système-solvant : n-butanollacide acétique/eau (4: 1:5) ; 
papier Whatman n03 ; durde de la chromatographie : 72 h ; rdv6lation 
par le réactif ZI l'oxalate d'aniline ; T : témoins oses ; Ga1 : galac- 
tose ; Man : Mannose ; Xyl : xylose. 



Figure 25 

Identification des osamines dans les fractions obtenues par 
chromatographie sur DOWEX 1 x 4 de "l'extrait urinaire" par la 
méthode de désamination oxydative de GARDELL et al. ; systame- 
solvant ; n-butanol/acide acétiqueleau (4:1:5) ; papier Whatman 
n03 ; durée de la chromatographie : 72 h ; révélation au rdactif 
à l'oxalate d'aniline ; ARA : arabinose ; LYX : lyxose ; T : 
témoins oses. 



c e l l u l o s e  en 3 c o n s t i t u a n t s  pro té id iques  r é v é l é s  par  l e  r é a c t i f  à l 'amido- 

schwarz e t  eE 6 ccnst iCuants  révél6s pa r  l e  r é a c t i f  au b leu  a l c i a n  

( ï i g .  25 ; p .  9 2 ) .  Il  peut  3 ! ag i r  a u t a n t  de mucopolysaccharides ac ides  

~ ~ l y c o s a ~ ~ - n o - g l u c i ~ r o ~ ~  glycannes) que de glycopept ides  t r è s  ac ides  puisque 

I e  b leu  ~ 1 c . 1 ~ - I  -- n ' e s t  pas  un r é a c t i f  s p é c i f i q u e  des mucopolysaccharides 

r-cirlzr mxis un ~ 6 d c t i . f  gén6ral  des compos&s t r è s  ac ides .  

d  - La f r a c t i o n  F N e s t  t r è s  i n t é r c s ç a n t e  e t  r é v è l e  au bleu ---- - 3- 
a l c i e x  3 ianc?e- ayant l e  c«x,o~teïnent é l ec t rophoré t ique  de l ' a c i d e  chor&- 

d ~ o L t f n e  sii lfuriqric A ou C ! c r ~ ~ p o s é  majeur), de l ' a c i d e  chondroTtine su l -  

f i i r i t  l.lc 3 zt dc 1 'c;~-c!e 21yaluronique. En ou t r e ,  t r o i s  bandes n ' o n t  pas 

encore c t é  L d ~ q t l f L é e s  (2ig.25 ; p.92 ) .  

Leu - : i> ,~l ta ts  s o n t  i l l u s t r é s  par  l a  f i g u r e  27 ( p  93 ) : 

1 - T,C? frnciior. ';  - - - -  --- ne~:,re,-P-~~P~ e t  P  son t  t r è s  h6térogènes.  
3 

L.1 y ic-n .Sie  e s i  t i G s  r r t i e  en pro t6 ides  s é r iques  ident iques  a ceux qui  

o:~.li St6 .:aentif6; dc.9~ ? . 'cnalyse cics u r i n e s  t o t a l e s  par  BERGGARD (385). 

13 - ;,r h . ? c t i o n  T 7.évèle seulement l ' e x i s t e n c e  Ce 5 cons t i -  -. ---- -- 7 - 
tucnt;  aat! ~Gn-Lqu~s .  

c - LI f ï 2 c t i o n  P N e s t  6galement a s sez  simple du p o i n t  de vue - - -- -- -3- 
i . r n ~ , ~ l o l ~ ~ - ~ . ~ ~ l ~ .  

7"- -- La - f r r r ; i en  .- - - - n c u t r e  n ' a  pas  é t 6  r e t enue  à cause de s a  grande hétérogé-  

~ 5 5 t S  cc 2e TL r ichcqce  cn p ro t é ides  s é r i q u e s  dont l ' a n a l y s e  e s t  e f f e c t u é e  
. . d'unz nanlnre pouss6c dans d ' au t r e s  l a b o r a t o i r e s .  

2"- Les fr~~~f=~-n-Pl , -P2&P ne p ré sen ten t  pour nous aucun i n t é r ê t  pour l e  
3 

noment. 

3"- _Llrrnc-frion P, : s a  f o r t e  propor t ion  en g luc ides  to taux  e t  s a  s i q l i -  

c i t é  imnuno-électrophorétique nous on t  i n c i t é e  à entreprendre l e  sous- 

f rac t ion~c- i inn t  du p i c  7 .  



Figure 26 

Electrophorèse sur acétate de cellulose des fractions P et F3N 7 obtenues par chromatographie sur colonne de DOWEX 1 x 4 dans 
un tampon pyridine/acide fomique/eau (1:2:46) de pH 3 ; tension de 
3  cm ; durée de ltélectrophor&se : 4 heures ; revélation par le 
réactif au bleu alcian ; T : témoins mucopolysaccharides acides ; 
HA : acide hyaluronique ; CS A et CS C : acides chondrottines sul- 
furiques A et C ; CBS : acide chondrottine sulfurique B ; Hep : 
héparine . 



Figure 27 

Inmuno-6lectrophorbe des fractions obtenues par chroma- 
tographie de "l'extrait urinaire" sur colonnes de DOWEX 1 x 4. 



4'- La f r a c t i o n  F N: P l u s i e u r s  p a r t i c u l a r i t é s  on t  a t t i r é  n o t r e  a t t e n t i o n  : 
3- 

a - e l l e  c o n t i e n t  du xylose  

b - de l ' a c i d e  iduronique a é t é  mis en évidence 

c - des composés ac ides  de même comportement é lec t rophoré t ique  

que l ' a c i d e  chnndrot t ine  s u l f u r i q u c  A ou C ,  de l ' a c i d e  chondrort ine su l fu -  

r i q u e  B e t  de l ' a c i d e  hyaluronique.  

Il appa ra î t  donc que l a  présence d ' a c i d e  iduroniquc confirme 

l ' e x i s t e n c e  de l ' a c i d e  chondroYtine su l fu r ique  B .  

D 'au t re  p a r t ,  c e t t e  f r a c t i o n  e s t  l a  p l u s  ac ide  e t  renferme une 

p ropor t ion  &levée de mucopolyosides, c c  qu i  expl ique  l a  présence de xylose  

conjugué. On s a i t ,  en e f f e t ,  depuis l e s  t ravaux de XODEN (386, 387)que l a  

séquence te rmina le  des o ses  q u i  r a t t a c h e  l e s  mucopolyosides acides aux 

r é s i d u s  de s é r i n e  dc l a  f r a c t i o n  p ro t id ique  e s t  l a  su ivan te  : 

ga lac tose  --, galac tose  -+ xylosc .  

La quest ion du xylose u r i n a i r e  conjugué aux glycoproteines 

u r i n a i r e s  s e  t rouvent  a l o r s  r é so lue .  On a v a i t  longtemps pensQ q u ' i l  

s ' a g i s s a i t  du xylose provenant des membranes de cel lophane u t i l i s é e s  pour 

l a  d i a l y s e ,  mais des t ravaux e n t r e p r i s  au Labora to i re  ava i en t  démontré 

q u ' i l  e n t r a i t  dans l a  composition des uromucofdes. 

Nos r é s u l t a t s  confirment donc son o r i g i n e  mucopolysaccharidique. 

La f r a c t i o n  F N renferme o u t r e  
3 

20 à 30 p.100 des mucopoly- 

o s ides  ac ides  purs ,  d ' a u t r e s  g lycopro t ides .  

D - CONCLUSIONS 

A l a  s u i t e  de l ' é t u d e  de ces  d i f f é r e n t e s  f r x t i o n ç ,  il p a r a f t  

i n t é r e s s a n t  de pousser p l u s  l o i n  l ' b t u d e  de l a  f r a c t i o n  P e t  d ' é l imine r ,  
7 

pour l e  moment, 1 'Etude p l u s  approfondie de l a  f r a c t i o n  FN, des p i c s  Pl, 

P2, P e t  de l a  f r a c t i o n  F N dont l e s  compositions son t  t r è s  complexes. 
3 3 

La chromatographie s u r  colonne de Dowex 1 x 4 de " l ' e x t r a i t  u r i -  

n a i r e "  nous a ,  en ou t r e ,  permis d ' é luc ide r  l a  ques t ion  du xylose  u r i n a i r e  

contenu en grande p a r t i e  dans l a  F N .  
3 

La pour su i t e  de nos recherches s u r  l a  f r a c t i o n  P i c  nous a 7 



amenée, dans un premier temps, à chercher  à i s o l e r  l e s  d i f f é r e n t s  cons t i -  

t u a n t s  p ré sen t s  dans c e t t e  f r a c t i o n .  

III - SOUS-FRACTIO~1Y1EP?T - DU PIC 7 

Le bu t  du fractionnement du p i c  7 ,  de composition rc la t ivemcnt  

simple e s t  d ' e s saye r  d ' ob ten i r  des f r a c t i o n s  r cp ré sen tan t  des e n t i t é s  b ien  

d é f i n i e s  dont i l  seraLt  a i s é  d 'en t reprendre  i ' é t u d e  de l a  s t r u c t u r e  par  l a  

s u i t e .  

Nous avons essayé de nombreux proc6dés : 

- Chromatographie p r é p a r a t i v e  

- s u r  g e l s  de dextrannes (sephadex) 

- s u r  DEAE-cellulose 

- s u r  DEAE-Sephadex 

- s u r  ECTEOLA--cellulose 

- Electrophorèse p r é p a r a t i v e  en f i lm l i q u i d e  

1'- CHROM4TOGRAPHIE DE GEL FILTRATION SUR SEPHADEX 

Nous avons appl iqué  au P i c  l a  chromatographie dc g e l  f i l t r a -  
7 

t i o n  s u r  d i f f c r e n t s  Scphadex : Sephadex G-50, G-75, G-100 e t  G-200. I l  

s ' a g i t  d 'unt l tamisage moléculaire"  r é a l i s é  par  c'es g e l s  r é t i c u l é s  de 

dextrannes.  Les mélanges de substances de poids molécula i res  d i f f é r e n t s  

sont  f r ac t ionnés  de t e l l e  manière que l e s  composés s e  p ré sen ten t  à l a  

s o r t i e  de l a  colonne dans l ' o r d r e  des poids molécula i res  déc ro i s san t s .  

a  - 1"lde opé ra to i r e .  - -- 
Nous avons u t i l i s é  des Sephadex fabr iqués  par  l e s  

l a b o r a t o i r e s  "Pharmacia" UPPSALA. 

Les Sephadex son t  mis à gonf le r  dans un grand volume 

de tampon, sous a g i t a t i o n  magnétique, à l a  tempErature du l a b o r a t o i r e .  Le 

g e l  e s t  e n s u i t e  l a i s s é  au repos ,  l e  surnageant e s t  é l iminé  après  décanta- 

t i o n .  P l u s i e u r s  décanta t ions  son t  ncces sa i r e s .  



La colonne (50 x 2,5 cm) est remplie de tampon jusqutà mi-hau- 

teur. Le gel d4gazé est versé, avec pr6cauti.011, le long d'une tige de verre. 

On laisse sédimentcr 12 heures puis on règle la colonne nu débit choisi 

pour la chromatographie. 

Le tampon utilise est l'acétate de sodium 0,01 M de pH 4,6. 

Des quantités de l'ordre de 200 ng  du Pic dissoutes dans le 
7 ' 

tampon dfQlution ont ét6 soumises à la gel filtration, sur diff6rentes 

colonnes de Sephadex (G-50, G-75, G-100 et G-200). 

b - Résultats. 
Nous n'avons obtenu aucun résultat valable. En effet, 

chaque chromatographie fournit plusieurs fractions. Chacune de ces frac- 

tions, recyclée sur une colonne de Sephadex de même nature, redonne de 

nouvelles fractions. 

L16tude immuno-électrophorétique de ces diff6rentes fractions 

montre un nombre croissant d'arcs. Cette "dépolymérisation" provient 

vraisemblablement d'artefacts dus aux liaisons que contractent les glyco- 

protides riches en sucres avec les gels de dextrannes. 

c - Conclus ions. 
La filtration sur gel de dextranne est donc Inapplica- 

ble à l'isolement des constituants du Pic 
7 '  

2"- CHROMATOGRAPHIE SUR DEAE-CELLULOSE 

La présence, dans le Pic de glycoprotides très acides, nous 
7 ' 

laissait espérer que la chromatographie sur échangeurs d'anions nous 

permettrait d'obtenir de bons fractionnements de l'ensemble des consti- 

tuants du Pic 
7 ' 

a - Mode opératoire. 
La DEAE-cellulose est une cellulose modifiée, échan- 

geuse d'anions.; 

Elle est régénérée en bécher par de la soude 0,5 N, lavée & 

l'eau distillée, puis, avec le tampon de départ, enfin dégazée. La colonne 

est montée, puis ln DEAE-cellulose est lavée et stabilisée en chambre 

froide à 4OC, avec le tampon de départ. 



Le fractionnement est effectué sur des quantités de l'ordre du 

gramme de Pic cn solution dans 10 ml du tampon de départ. 
7 ' 

Les colonnes (2,5 x 45 cm) de cellulose sont éluées par un tam- 

pon phosphate de sodium 0,005 1.1 de pH 8, puis par un gradient discontinu 

de carbonate d'ammonium à 0,5, 4 et 16 p.100. 

Des fractions de 10 ml sont recueillies au collecteur automati- 

que de fractions et sont passées en UV, à 278 np. 

b - Résultats. 
Nous avons rassemblé dans le Tableau XIX (p. 9% les 

résultats que nous a fourni l'étude en glucides des fractions obtenues. 

Les rendements sont peu satisfaisants et, d'autre part, le carbonate 

d'ammonium se révèle être un agent d'élution dénaturant. 

c - Conclusions. 
Nous abandonnons définitivement le fractionnement du 

Pic sur DEAE-cellulose car le caractère très acide de ses constituants 7 
provoque un échange irréversible sur l'échangeur d'anions. 

3"- CHROP.YITOGRAPHIE SUR DEAE-SEPHADEX 

Entre temps, ANDERSON (3e3 )  avait proposé un fractionnement dc 

glycoprotéides urinaires sur DEAE-Scphadex. Nous avons appliqué cette 

méthode pour essayer de fractionner les constituants du Pic . 
7 

a - Pfodc opératoire. 
La DEAE-Sepliadcx A-50 est fournie par les laboratoires 

"Pharmacia" (UPPSALA. Suède), Les colonnes de 25 x 2,5 cm sont entourées 

d'un manchon réfrigérant. 

La DEAE-Sephadex, après lavage à l'eau distillée, est 

traitée par HC1 0,5 N, sur verre fritté, puis rincée à llcau distillée ; 

enfin, elle est lavée à la soude 0,5 N puis à l'eau distillée jusqu'au 

retour à la neutralité. 

Elle est équilibrée ensuite avec le tampon de départ. 

Après tassement de 13 colonne, on dépose au sommet environ 

1 g de Pic dissous dans le tampon de depart : phosphate dc sodium 0,02 M, 
7 

pH 6,7. 
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9 9 
L ' é l u t i o n  e s t  p r a t i q u é e  en g r a d i e n t  d i s c o n t i n u ,  de  m o l a r i t é  

c r o i s s a n t e  e t  de  pH d é c r o i s s a n t .  

- phospha te  de sodium 0,02 i\I ; pH 6 , 7  

- phospha te  de  sodium 0 ,02  ; pH 6 , 7 ,  NaCl 0 , l  M 

- phospha te  de  sodium 0 ,02  M ; pH 6 , 7 ,  N a C l  0 , 2  M 

- phospha te  de  sodium 0 ,02  M ; pH 6 , 7 ,  N a C l  0 , 4  M 

- phospha te  de  sodium 0 ,02  1.1 : pH G,7 ,  NaCl 0 , 6  M 

- phospha te  de  sodium 0,02 1.I : pH 6 , 7 ,  NaCl 1 M 

- phospha te  d e  sodium 0 , 0 2 M  ; pH 6 , 7 .  NaCl 3 M 

b - R é s u l t a t s .  

Nos r é s u l t a t s  s o n t  r a p p o r t é s  dans l e  Tableau XX 

(p .  lad. Nous observons  que : 

cil,- chaque tampon donne une f r a c t i o n  d i f f é r e n t e .  Les 

deux p r m i è r e s  s o n t  i n c o l o r e s ,  t a n d i s  que l e s  a u t r e s  s o n t  colo-  

r f e s .  Le maximum de c o l o r a t i o n  e s t  obtenu pour l a  f r a c t i o n  4 

é l u é e  p z ï  l e  tampon phospha te  0 ,02  M , pH 6 , 7 ,  r enfe rmant  du 

c h l o r u r e  d e  sodium 0 , 4  11. 

- chacune des  f r a c t i o n s  obtenues  e s t  h é t é r o g è n e  en 

imrnuno-dlectrophorèse. 6'' I, ""'! 
5 - l e s  composi t ions  en g l u c i d e s  de c e s  f r a c t i o n s  

s o n t  t r é s  d i f f é r e n t e s  l e s  unes  des c u t r e ç .  C c r t a i n c s ,  cn p a r t i -  

c u l i e r  ( f r a c t i o n  1 e t  21, n e  renfe rment  pas  d ' a c i d e s  u ron iques ,  

d ' a u t r e s ,  au  c o n t r a i r e ,  cn possèden t  une p r o p o r t i o n  i ï apor tan te  

e t  f o u r n i s s e n t  1 ou 2 bandes r f v f l a b l e s  p a r  l e  b l e u  a l c i a n ,  en 

e l e c t r o p h o r è s e  s u r  a c 6 t a t c  d e  c e l l u l o s e .  E l l e s  c o n t i e n n e n t  donc 

des  nucopolysacchar ides  a c i d e s .  

d - seulement 40  p.100 env i ron  das g l y c o p r o t i d e s  

s o n t  r é c u p é r é s .  Une p r o p o r t i o n  impor tan te  de ceux-ci  dtrneure 

donc f i x e e  s u r  l ' échangeur  d ' a n i o n s ,  comme dans l e  c a s  dc l a  

DUE-cellulose. 

c - Conclusions  . 
(2'- l ' u t i l i s a t i o n  d e  la  DEhE-Sephadex nous a permis  

de  dui iontrer  que l e  P i c  e s t  t r è s  hé té rogène ,  e n  d é p i t  de c e  que 
7 



Tableau ZLY 

Rendement et composition centésimale et molaire des glucides des fractions obtenues par 
chromatographie du pic 7 ( 1 g sur colonne de DEAE-sephadex). 

(a) Phosphate 0,02 M, pH 6,7 (fraction 11, additionné de NaCl 0,l M (fraction 2) ; NaCl 0,2 Ti (frac- 
tion 3 )  ; NaCl 0,4 M (fraction 4 ) , ;  NaCl 0,6 M (fraction 5)  ; NaCl 1 FI (fraction 6 )  ; NaCl 3 M 
(fraction 7). 

(b) Nombre d'arcs en immuno-électrophorèse. 
(cl Nombre de bandes obtenues après rgvélation par le réactif au bleu alcian, des blectrophorégrammes 

sur acétate de cellulose. 
(dl Gai : galactose ; Man : mannose ; Fuc : iucose, 



nous peneions. Nous pouvons estimer à 4 ou 5 au moins, le nom- 

bre de glycoprotides qui le composent, car il convient de leur 

ajouter ceux qui sont fixés irréversiblement sur la colonne de 

DEAE-Sephadex. 

De plus, des mucopolysaccharides acides accompagnent 

ces composés. 

- les fractions 1 et 2 sont int6ressantes : 
- elles rcprcsentent pondéralement 60 p.100 des glyco- 

protides élués ; 

- elles sont dépourvucç d'acides uroniques et sont 
incolores ; 

- elles sont très riches en glucides puisque ceux-ci 
reprbçentent 75 à 85 p.100 de ccs fractions ; d'autre part, elles 

ne sont pas antigéniques ; 

- elles possedent la composition en glucides des 
glycoprotéines de type  sérique. 

L'étude clinique plus poussée de ces deux fractions, 

qui représentent, d'après nos calculs, 10 p.100 des glucides 

adialysnbles toteux, nous paraît intéressante à effectuer. 

Il conviendrait d16tudier en particulier, leur compo- 

sition en acides aminés et la nature du point d'attache glucide- 

protide, qui sont susceptibles de préciser leur originc de gly- 

coprotéides sériques (liaison exclusivement asparaginyl-glucosa- 

mine) ou de glycoprotGides d'excrétion (présencc de liaisons 

O-glycosidiqucs) . 

4'- CHROMATOGRAPHIE SUR ECTEOUi-CELLULOSE 

ParaIlElement aux fractionnements préccdents, nous avons tenté 

d'isoler des cntitcs définies B l'aide dc la chromatographie sur ECTEOLA- 

cellulose, qui est un échangeur d'anions préconisé par ANSETH et UURENT 

(389) et, plus récemment, par ANTONOPOULOS et al. (390). 

a - Mode opératoire. 
La poudre commerciale dlECTEOLA-cellulose (SERVA) 

est mélangfe à l'acide chlorhydrique 2 N (environ 1 litre pour 50 g de 



poudre) puis elle est lavée à l'eau distillée sur Buchner jusqu'à ce que 

l'effluent soit neutre. L'ECTEOLA-cellulose mise en colonne est ensuite 

équilibrée avec le tampon de départ, puis stabilisée en chambre froide à 

+ 4 ° C .  200 mg de Pic7 dissous dans l'eau distillée sont chromatographiés 

sur une colonne (20 x 2 cm) dtECTEOU-cellulose. 

Les tampons d'élution utilisgs sont ceux préconisés par ANTONO- 

POULOS et al. (391) : 

- eau distillée 
- acide chlorhydrique 0,02 M 
- formiate d'ammonium 1 M dans l'ammoniaque 0,l N 

11 II  - 1,75 M 

I l  - I I  2 M 
Il  t 1 - 2,5 Fi 

- chlorure de sodium 2 M 

Le debit de la colonne est assez lent (30 ml/h) et des fractions 

de 10 ml sont recueillies sur un collecteur automatique de fractions. 

b - Résultats. 
L'étude imuno-électrophorétiquc dcs fractions dont 

les résultats sont rassemblés dans le Tableau XXI (p.103) ainsi que 

l'étude Glectrophor6tique en acétate de cellulose, en tampon pyridine/ 

acide formique/eau de pH 3, confirme 11h6t6rogénéité des fractions 

obtenues. 

c - Conclusion. 
Nous c'avons pas retenu ce fractionnenent en raison 

de lthétérogénbit6 même de toutes les fractions obtenues. 

ELECTROPHORESE PREPhRATIVE 

Nous avons tenté de fractionner le Pic par électrophorèse pré- 
7 

parative en film liquide effectuée avec l'appareil Elphor-Vap II. 

1"- MODE OPERATOIRE 

Des quantités de 100 mg de Pic ont été soumises à l'électropho- 
7 

rèse préparative dans les conditions suivantes : 



Tableau 2CXI 

Fractionnement des constituants du Pic 
7 par chromatographie sur ECTEOLA-cellulose, 

Agents d'élutfon 

Formiate d'ammonium 1 M 

Formiatc d'ammonium 1,75 M 

Formiate d'ammonium 2 M 

Formiate d'ammonium 2,5 M 

Nornbre d'arcs en 
immuno-électrophorèse 



104 
- solution tamponnée à pH 8,G de Tris S OC L) acide citrique 

0,008 M ; 

- solution tampon : pyridinelacide aciitique/eau à pH 3,9 ; 

- tension 2400 volts, 100 d i  ; 

- température : 6°C ; 
- débit : 100 ml/h 
- vitesse d'injection : 2 ml/h au niveau 2. L'ctude de la densi- 

té optique des 4U fractions séparées est mesurée à 278 mp. Les oses neutres 

et les acides uroniques sont dosés respectivement par la méthode à l'orci- 

no1 sulfurique et au carbazol sulfurique. 

2 O-  RESULTATS ET CONCLUSIONS 

Aucun résultat intéressent n'a été obtenu car les fractions 

sont très mal individualisées et demeurent très hétérogènes à l'immuno- 

électrophorèse. 

C - CONCLUSIONS 
De toutes les méthodes de sous-fractionnement décrites pr6c6- 

demment nous pouvons tirer les conclusions suivantes : 

1 - Toutcs les fractions séparées, soit par chromatographie 
sur échangeurs d'ions, ou par électrophorèse préparative, sont très h5té- 

rogènes, quant à leur composition en glucides et à leur composition 

imrnuno-électrophorétique ; 

2) Il apparart que le Pic est plus hétérogène que nous ne le 
7 

pensions ; 

3 )  Toutefois, le sous-fractionnement sur DEAE-Sephadex a per- 

mis d'isoler 2 fractions intéressantes, les fractions 1 et 2 qui possèdent 

les caractéristiques suivantes ; 

a) elles sont pondéralement importantes (60 p.100 

de glycoprotides Glués) ; 

b) elles ne possèdent pas d'acides uroniques ; 

c) elles sont très riches en glucides et ne sont pas 

antigéniques ; 

d) elles possSdent la composition en glucides des gly- 

coprotdines sériques. 



IV - CONCLUSIONS CONCERMAMT TA CHROMATOGRAPHIE 

SUR COLONNE DE DOWEX 1 x 4 DES GLYCOPROTIDES URIPJAIRES 

1'- La chromatographie sur colonne de DOIEX 1 x 4 nous a permis de mettre 

un terme final à la question du xylosc urinaire en prouvant que sa présence 

était de nature nucopolysaccharidiquc. 

2'- La chromatographie sur colonne de DOISX 1 x 4 nous semble peu satis- 

faisante. Elle nous fournit des fractions très hét6rogènes et mEmc le 

Pic , qui nous semblait intéressant, s'est révélé très complexe. Il renfer- 
7 

me, outre les mucopolysaccharides acidcs, au moins 5 entit6s glycoprotidi-. 
rque nous ne sommes pas arvenue 

ques distinctegà séparer, à cause de Peur caractère très acide qui gene 

considérablement leur fractionnement sur échangeurs d'anions. 

Toutefois, nous avons pu caractbriser deux fractions glycopep- 

tidiques non antig&niques, tres richcs en sucres, d6pourvues d'acides 

uroniques et qui représentent 10 p. 100 environ de la "fraction glyco- 

protidique" des urines. 



FRACTIONNEMENT PhR L'ETHANOL 1 
-i 

Nous avons décrit dans les chapitres précédents, la prdparation 

du matfriel d16tudc appelé "extrait urinaire" (voir p. 64) ,  ainsi que 

son fractionnement sur une colonne de r6sine échangeuse d'anions : le 

DOWEX 1 x 4 (voir p. 81). 

Mous avens également entrepris de fractionner les uromucotdes 

de cet "extrait urinaire" par 116thnnol, dans le but d'isoler des frac- 

tions intéressantes. 

Dans ce chapitre, nous traiterons successivement : 

1) Fractionnement de "l'extrait urinaire" 

2) Sous-fractionnement du pr6cipité obtenu en passant de ln 

concentration 80 à 90 p.100 en alcool : 
P90. 

FRhCTIONNEi4ENT DE "L'EXTPAIT URINAIRE" PAR LIETWLNOL 

"L'extrait urinaire'' a ét6 sounis à l'action d'un gradient dis- 

continu de concentration en gthanol, prCconisb par BOURRILLON et al. (392, 

393) et Mc GALE et JEVONS (394). 

MODE OPEUTOIRE 

1'- FRACTIONNEMENT ALCOOLIOUE 

Le "concentré urinaire" correspondant à 10 litres d'urine male 

lyophilisée est soumis B l'action d'un gradient de concentration en étha- 

nol, à -20°C et à pH 4. Ce fractionnement est schématisé dans la figure 

14 (p. 6 6 ) .  

Chaque fraction obtenue est dialysée trois jours contre de l'eau 

distillée eL lyophilisée. 

2'- ETUDE DES PROPRIETES DES FRACTIONS 

Ccs préparations sont soumises à l'analyse immuno-électrophoré- 

tique et leur composition en glucides ti été établie par les m6thodes 



d é c r i t e s  précédemment p .  51 à 5 5 ,  

B - RESULTATS ET DISCUSSION 

1'- Toutes l e s  p répa ra t ions  obtenues par  p r d c i p i t a t i o n  a l coo l ique  sont  

p lus  ou moins hhtcrogènes en imiuno-&lectrophorEçe ( ~ i g .  3-5 ; p.67  ). 

Seule,  l a  f r a c t i o n  P e s t  de composition p l u s  simple, p u i s q u ' c l l e  ne 
90 

présente  que 2 à 3 a r c s  de p r é c i p i t a t i o n  pour une s o l u t i o n  concentrée à 

20 p.100. 

2'- La f r a c t i o n  non p r é c i p i t a b l e  2 l ' é t h a n o l  ne renferme p l u s  de conposés 

an t igéniques  ( ~ i g . 1 5  ; p.67 ) donc tous  l e s  p ro t e ides  u r i n a i r e s  sont  

p r é c i p i t 6 s  à pH 4, par  l ' é t h a n o l  B 90 p.100. La concent ra t ion  de 90 p.100 

en é thanol  a d ' a i l l e u r s  é t d  re tenue  ( v o i r  p.65 ) pour l a  p répa ra t ion  de 

" l ' e x t r a i t  u r ina i r e "  concentr6.  

3"-  Les r é s u l t a t s  concernant l a  conpos i t ion  en glucides s o n t  rassemblés 

dans l e  t ab l eau  X X I I  ( p .  lm). 
On cons ta te  que l e s  f r a c t i o n s  P  à P ne p ré sen ten t  pas de 

50 80 
p r o p r i é t é s  p a r t i c u l i è r e s .  Au c o n t r a i r e ,  l a  f r a c t i o n  P  e s t  c a r a c t é r i s é e  

90 
par  une t eneu r  élevée en ac ides  uroniques e t  en ac ide  s i a l i q u e .  

C - CONCLUSIONS 

L'éthanol  à 90 p.100 p r é c i p i t e ,  à pH 4, l a  t o t a l i t f  des pro té-  

i des  u r i n a i r e s .  Ce proc6dé e s t  donc une méthode de choix pour ob ten i r  un 

bon m a t é r i e l  de depar t ,  en vue d ' e f f e c t u e r  l e  fractionnement u l t 6 r i e u r  

des g lycopro té ides  u r i n a i r e s .  

D ' a u t r e  p a r t ,  l a  f r a c t i o n  P s e  r é v è l e  l a  p lus  i n t é r e s s a n t e  
90 

du po in t  de vue de s a  composition en p r o t i d e s  e t  en g luc ides .  11 @ t a i t  

donc normal quc nous poursuivions son é tude .  

SOUS -FRACTION;,IE2.îENT CHROI4i'iTOGlLIPHIQE 

L ' i n v e s t i g a t i o n  p lus  pvussde de c e t t e  f r a c t i o n  a &te  f a i t e  

gr3ce à l a  chromatographie sur  colonne de DOWEX 1 x 4 ,  dans l e s  condit ions 
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d é c r i t e s  dans l e  c h a p i t r e  r e l a t i f  au fractionnement de " l ' e x t r a i t  u r ina i r e ' '  

par  chromatographie s u r  c e t t e  r e s i n e .  

A - MODE OPERATOIRE~ 

1"  - PREPPiJiiiTION DES COLONNES 

La  ïCs ine  DOL?EX 1 x 4 e s t  pr6paréc dans l e s  mêmes condi t ions  

que pr6c6denlmcnty c ' e s t - à -d i r e  i6g6n6rCe pa r  13 soude 3 N e t  l ' a c i d c  

formique pur ( v o i r  p .  81). 

Les colonnes s o n t  t o u t e f o i s  p lus  p e t i t e s  (40 x  2 cm) c a r  l e  

fractionnement ne ccncernc qu'une quant i tC de 300 mg de l a  f r a c t i o n  P 
90' 

2"- ELUTION DES COLONNES 

Les so lvan t s  d ' é l u t i o n  enployés s o n t  : 

- eau d i s t i l l e e  qu i  donne une Erac t ion  neu t r e  FN 

- a c i d e  chlorhydrique 0,l N 

- z c i d c  ~ Z ~ l o r h y d r i q u e  1 Iq 

- a c i d e  chlorhydrique 3 N qui  donne l a  f r a c t i o n  P N 
3 

Le d é b i t  de  1-a col-onne e s t  r é g u l a r i s é  nu moyen d 'um pompe p é r i -  

s t a l t i q u e  e t  des  f r a c t i o n s  de 15 m l  sont  r e c u e i l l i e s  au c o l l e c t e u r  auto-  

matique de  f r a c t i o n s  (45 ml/h) pu i s  p?s s fc s  en lumière u l t r a - v i o l c t t e  à 

278 m p .  Les f r a c t i o n s  PN e t  F N a i n s i  que c e l l e s  repérécs  aux UV dans l a  
3 

f r a c t i o n  ac ide  chlorhydrique 0 , l  N c t  i N ,  s o n t  d i a lysées  cont re  l ' e a u  

d i s t i l l g e  ( 3  j o u r s ) ,  pu i s  l yoph i l i s6es .  

3"- E11!C:3E DES PFOPRIETES DES FRACTIONS 

Leur composition centésimale en g luc ides  e s t  détcrmin@e par  l e s  

méthodes habi tue l lement  u t i l i s é e s  : o r c i n o l  sulfurique pour l e s  oscs  

neu t r e s ,  carbazol  s u l f u r i q u e  pour l e s  ac ides  uroniques, mcthodc d'ELSON 

e t  MOXGAP? pour l co  ssamines, méthode de WERNER e t  O D I N  pour l e s  ac ides  

s i a l i q u e s .  L 'é tude  imuno-électrophorCtique e s t  r é a l i s f e  sur chacune des 

f r a c t i o n s  obtenues. 



B - RESULTATS ET DISCUSSION 

Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus sont  résumés dans l e  

tab leau  X X I I I  (p.111). Ceux-ci on t  é t é  t r è s  décevants,  c a r  l a  f r a c t i o n  P 90 
s ' e s t  r évé l ée  t r è s  hétérogène à l a  chromatographie su r  DOWEX 1 x 4 .  

Zn e f f e t ,  chaque f r a c t i o n  c o n t i e n t  au moins 2 p i c s  r é v é l é s  en 

ZriI L E U £  l a  f r a c t i o n  n e u t r e  qui  n 'en  c o n t i e n t  qu 'une.  

L'immune-6lectrophorèse des d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  montre, en 

généra l ,  p l u s  de 2 composés an t igéniques .  De p l u s ,  d ' a u t r e s  expériences 

immuno-électrophor6tjques s u r  l a  f r a c t i o n  P à des concent ra t ions  supé- 
90 ' 

r i e u r e s  à 20 p.100 on t  r évé l é s  l ' e x i s t e n c e  de nouveaux a r c s  correspondant 

à des composés f a i b l é n e n t  an t igéniques .  

C - CONCLüSIOIJS ------ -- - -- 
Contrairement à ce que nous pensions,  l a  f r a c t i o n  P e s t  hé té -  

90 
rogène, e l l e  con t i en t  au moins 6 c o n s t i t u a n t s  g lycopro t id iques .  Malgré l a  

conil,le;rité Ces r e ç u l t a t s  obtenus, iious nous proposons de poursu ivre  u l t é -  

rieurement l i a ? a l y s e  des f r a c t i o n s  sépa rées ,  à p a r t i r  de l a  f r a c t i o n  P 
90 

s u r  colonne de DOITEX 1 x 4. 

III -- CONCLUSIONS GEFOIRALES CONCERNANT LE 

Fi2.ACTIONNEiJiENT DE "L ' EXTRAIT URINAIRE " PAR L ' ETHAIdOL 
a-.. -.- - - 

Le Eractionnemcnt éthanol ique des g l y c o p r o ~ i d e s  u r i n a i r e s  s ' e s t  

r é v é l é  décevant e t  nous ne re t iendrons  pas ce mode de fractionnement.  Les 

f r a c t i o x  obtcourc s ~ . t  t r o p  hét6rogSnes e t  même l a  f r a c t i o n  P q u i  nous 
90' 

semblai t  l a  p l u s  in té ressante ,nous  e s t  apparue t r è s  complexe. 



Tableau XXIIZ 

Résultats du fractionnement chronaeogrnphique sur co1onn.c 
de DOWEX 1 x Li. du précipité éthanolique P 

90' 

I 
1 Nombre de pics ! Noxbrc d'zrcs en 

Solvants 1 1 repérés enU.V. I Fmmuno-.élec ~ r c ~ l i ~ r c ? ~ i  
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Eau fraction unique i I 2 1 
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Acide chlorhydripe 
0 , l  N I 

f"ici.de chlorhydrique 
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Acide chlorhydrique 1 
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De même que nous avons fractionné "l'extrait urinaire" par un 

gradient de concentration en éthanol, nous avons essayé de fractionner les 

protéides urinaires, en associant un gradient de conccntration en sulfate 

d'amnonium à un gradient de pH (IONTREUIL) (395). 

Ce mode de fractionnement avait 6té utilisé principalement par 

KA0 et al. (396) pour séparer les composants non dialysables de l'urine. 

Conune dans les chapitres préc6dents, nous étudierons successi- 

vement : 

1 - Le fractionnement de"llextrait urinairet' par le sulfate 
d'ammonium ; 

II - Le sous-fractionnement chromatographique de la fraction S 
9 ' 

1 - FRACTIONNEPIENT DE 'IL 'EXTRAIT URINAIRE" 

Le relargarge au sulfate d'ammonium permet l'isolement de 

fractions glycoprotidiques diffèrentes grâce à un gradient discontinu de 

pH et de conccntration en sulfate d'mmonium. 

A-MODE OPERATOIRE 

1'- FRACTIONNEPIENT 

Un à deux grammes "d'extrait urinaire" sont dissous dans 100 ml 

d'une solution de chlorure de sodium 0,15 M. La solution est ajustée à pH 7 

avec de l'acide chlorhydrique. 

La solution ainsi obtenue est amenée au tiers de saturation en 

sulfate d'ammonium, en ajoutant 50 ml d'une solution d'ammonium satur6e de 

pH 7 (solution à 7EC g de sulfate d'ammonium par litre d'eau) puis clle est 

laissSe une nuit à i4'C sous agitation. Il se forme un précipite P qui 1 
est centrifug6, diaiysé contre l'eau distillée pendant 3 jours, puis lyo- 

philisé. 

Le surnageant S est alors ajustf à pH 4,6 avec dc l'acide chlo- 
1 

rhydrique et est soumis à l'agitation pendant une nuit à f 4 O C .  



Le p r é c i p i t é  P  e s t  r e c u e i l l i  après  c e n t r i f u g a t i o n ,  pu is  d i a l y s é  e t  lyophi- 
2 

l i s é .  Le surnageant  S  e s t  a j u s t é  à pH 3,8.  Le p r é c i p i t é  P  a i n s i  formé, 2 3  
e s t  t r a i t é  de l a  m8mc manière que l e s  p r é c i p i t é ?  pr&cédents ,  Le surnegeant 

S e s t  a j u s t é  à pH 7 ,  avec de l'ammoniaque e t  ensu i t e ,  amen6 à l a  demi-sa- 
3 

t u r a t i o n  en s u l f a t e  d ' amon iun  par  a d d i t i o n  d'un volume éga l  d'une s o l u t i o n  

de s u l f a t e  d'ammonium s a t u r é e  à pH 7. Lcs p r é c i p i t é s  P obtenu à pH 7 ,  
4  ' 

P  obtenu à pH 4,6 e t  P obtenu à pH 3 , s  sont  r e c u e i l l i s .  
5 6 a 

Le surnageant  S e s t  a j u s t 6  à pH 7 e t  amené à s a t u r a t i o n  complètc 
6 

en s u l f a t e  d'ammonium en a jou tan t  du s u l f a t e  d'ammonium c r i s t a l l i s é .  I l  s e  

forme successivement un p r é c i p i t é  P  t r è s  abondant, pu is  un p réc ip i tC  P 
7 8 

ap rès  ajustement  à pH 4 ,6  e t  un p r b c i p i t é  P  ap rè s  ajustement à pH 3,8. 
9 

Le surnageant  f i n a l  S e s t  également r e c u e i l l i ,  d i a l y s é  une 
9 

semaine con t r e  l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  l y o p h i l i s é .  Le fractionnement e s t  sché- 

mat i sé  dans l a  f i g u r e  28 (p.  114). 

2'- ETUDE DES PROPRIETES DES FRACTIONS 

a - chaque f r a c t i o n  obtenue (Pl  à P e t  S  ) e s t  soumise à - 9 9 
l ' é t u d e  immuno-êlectrophorétique. 

b - la  f r a c t i o n  l a  plus  i n t é r e s s a n t e  s e r a  soumise aux ana lyses  

c l a s s iques ,  c ' e s t  à d i r e  à l a  d é é é m i n ~ t i o n  ccnt6simalr  en g luz idês  e t  à 

l ' é l e c t r o p h o r è s e  s u r  a c é t a t e  de c e l l u l o s e  dans l e s  procéd6s d é c r i t s  

précédernent  aux pages 59 à $ 6 .  

B - RESULTATS 

1 O - ETUDE IPDIUNO-ELECTROPHORETIQUE 

A l t 6 t u d e  imrnuno-électrophorétique, t ou te s  l e s  f r a c t i o n s  P à 1 

Pg sont  t r è s  hét6rogènes.  E l l e s  p ré sen ten t  de nombreux a r c s  de p r é c i p i t a -  

t i o n ,  au c o n t r a i r e ,  l e  d e r n i e r  surnageant  S  d i a l y s é  ne donne qu'un s e u l  
9 

a r c  de p r é c i p i t a t i o n  de c o m p o r t c m e n t ~  avec l e  sérum de l a p i n  ant i -pro-  
2 

t é i d e s  u r i n a i r e s  (Fig.  29 ; p  115 't 3 0  ; p.  216'. 



"EXTRAIT URINAIRE" + 100 in1 de C l N a  0 ,15  M 
a j u s t é  à pH 7 
+ 50 m l  de  s o l u t i o n  de s u l f a t e  
d'ammonium saturéc-ià pH 7 

---+ P r é c i p i t é  P  (%) 
1 

Surnageant S  
1 a j u s t é  à pH 4,6 p a r  HC1 N 

P r é c i p i t é  P  
2 

Surnageant S  
2 a j u s t é  à pH 3 ,8  p a r  HC1 N -.. 

/& 3  

Surnageant S a j u s t é  à pH 7 p a r  NH OH + 
même volume d'une s o l u t i o n  
de s u l f a t e  d'ammonium s a t u r é e  
à pH 7 P r é c i p i t é  P  

4  
4 

Surnageant S  
4  

a j u s t é  à pH 4,6 p a r  HC1 N 
3 5 

bf 
Surnageant S  

5  
a j u s t é  à pH 3,s p a r  HC1 N 

> P r é c i p i t é  P  
6  

+ 
Surnageant S  a j u s t é  à pH 7 p a r  NH OH + 

4  s u l f a t e  d'ammonium c r i s t a l l i s é  
,> P r é c i p i t é  P  

7 
4 

Surnageant S  
7 a j u s t é  à pH 4,6 p a r  H C 1  N -. P r é c i p i t é  P  .' - 8 

Surnageant  S  
8  

a j u s t é  à pH 3 ,8  p a r  H C l N N  
. P r é c i p i t é  P 

9 

4 
Surnageant S 

9 

Figure 28 

Schéma de fract ionnement  des p r o t é i d e s  u r i n a i r e s  pa r  l e  
s u l f a t e  d'ammonium. 
(%) Tous les p r é c i p i t é s  sont  r e c u e i l l i s  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  
ap rè s  un repos  d ' m e  n u i t  B 4°C. 



Figure 29 

~mmuno-électrophorèse des diffdrentes fractions obtenues prr 
relargage au sulfate d'ammonium de "l'extrait urinairew. 



Figure 30 

~~~~no-&lectrophor&se de la fraction S obtenue par relargage 
de "l'extrait urinairett par le sulfate9 d1ammonim. 



2'- COMPOSITION EN GLUCIDES DE Ui FWiÇTION Sg 

La composi t ion c e n t é s i m a l e  en g l u c i d e s  de l a  f r a c t i o n  S a  é t é  
9 

e f f e c t u é e  . Les r é s u l t a t s  o u t  é té  rassemblés  dans l e  t a b l e a u  XXIV (p.118 1. 

3"-  ETUDE ELECTROPHORETIQUE 

L s @ l e c t r o p h o r è s e  en  a c C t a t e  de c e l l u l o s e  à pH 3 en tampon p y r i -  

d i n e / a c i d e  Eormique/eau (1:2:46)  r é v è l e  l a  p r é s e n c e  de  t r o i s  bandes q u i  

m i g r e n t  aux mênies v i t e s s e s  é l c c t r o p h o r é t i q u e s  que l e s  témoins a c i d e  hya- 

l u r o n i q u e ,  ac ic leschondro2t ines  ;i e t  C e t  a c i d e  chondro2 t ine  s u l f u r i q u e  B ,  

a p r è s  r é v é l a t i o n  p a r  l e  r é a c t i f  au b l e u  a l c i a n .  

C - CONCLUSIONS 

Le f rac t ionnement  des  p r o t é i d e s  u r i n a i r e s  p a r  l e  s u l f a t e  d'ammo- 

nium f o u r n i t  de nombreuses p r é p a r a t i o n s  hétSrogènes  que nous n 'avons  pas  

encore  a n a l y s é e s .  Ce f rac t ionnement  nous a  permis  cependant  d ' i s o l e r  une 

f r a c t i o n  t r è s  i n t g r e s s a n t e  du p o i n t  de  vue de  s a  composi t ion en g l u c i d e s  

e t  de son  é t u d e  irmnuno-électrophoreéiquc : l a  f r a c t i o n  S  
9 ' 

Nous avons p o u r s u i v i  l ' é t u d e  de c e t t e  f r a c e i o n  en e s s a y a n t  

d ' i s o l e r  p a r  des  méthodes chromatogsaphiques s u r  colonnes  d 'échangeurs  

d ' a n i o n s  (DO~EX 1 x 4 ; ECTEOLA-cellulose) des  e n t i t é s  physico-chimiques 

b i e n  d é f i n i e s .  

II - SOUS-FRACTIONNEMENT CHROMATOGRAPHIQUE DE LA 

FRACTION S  

La f r a c t i o n  S  a é t& soumise à des  méthodes chrornatographiques 
9 

s u r  colonnes  de  r é s i n e  : DOWEX 1 x 4 ou s u r  c e l l u l o s e  m o d i f i é e .  

A - CHROMATOGEULPHIE SUR COLONNE DE DOLEX 1 x 4 

Corne pour  l a  f r a c t i o n  P nous avons soumis l a  f r a c t i o n  S  à 
90 ' 9 

une chromatographie  s u r  co lonne  d e  DOk?EX 1 x 4 ,  pour p r é c i s e r  à q u e l  p i c  

d ' é l u t i o n  c o r r e s p o n d a i t  l n  f r a c t i o n  S  
9 ' 





1'- MODE OPERATOIRE 

a - Chromatographie. 

rs2 - 300 mg de  l a  f r a c t i o n r s o n t  d i ssous  dans un minimum d ' eau  d i s -  

t i l l é e  ; 

- Les colonnes de DO\JEX 1 x  4 (50 cn x 2,5  cm) sont  régénérées 

sous forme formiate  e t  l e  déb i t  e s t  r é g u l a r i s é  par  une pompe p é r i s t a l t i q u e  

(30 mllheure) ; 

- Les f r a c t i o n s  sont  é luées  successivement par  

- l ' e a u ,  qu i  donne l a  f r a c t i o n  neu t r e  FN 

- l ' a c i d e  chlorhydrique 0 , l  N 

- l ' a c i d e  chlorhydrique 3 N qui  donne l a  f r a c t i o n  F N 
3 

- Chaque tube  e s t  soumis aux UV, à 278 m p  pour r epé re r  l e s  

f r a c t i o n s  p ro t é id iques .  Chacune de ces  f r a c t i o n s  e s t  e n s u i t e  d i a l y s é e  

con t r e  l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  l yoph i l i s ée .  

b - Etudc des p r o p r i é t é s  des f r a c t i o n s .  

Chaque f r a c t i o n  obtenue e s t  sounise à l ' é t u d e  sys t6-  

matique de s a  composition centésimale en g luc ides ,  de s a  conpos i t ion  gly-  

copro t id ique  pa r  l e s  méthodes immuno-électrophorétiques e t  de s a  composi- 

t i o n  en polysacchar ides  ac ides .  Les méthodes employées son t  d é c r i t e s  aux 

pages 59 à 66 

2'- RESULTATS ET DISCUSSION 

Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus sont  rassemblés dans l e  

tab leau  XXV ( p . 1 2 ~ ) .  Ces r é s u l t a t s  montrent que l a  f r a c t i o n  S  e s t  hé té -  
9 

rogène, e l l e  f o u r n i t  4 f r a c t i o n s  g luc id iques  d i f f é r e n t e s ,  

Seule  l a  f r a c t i o n  H C 1  3  N renferme des ac ides  uroniques en f o r t e  

quan t i t é .  E l l e  r é v è l e  d ' a i l l e u r s ,  en é lec t rophorèse  s u r  a c é t a t e  de c e l l u l o s e ,  

3 bandes t r è s  co lorées  ap rè s  r é v é l a t i o n  au b leu  a l c i a n .  Ceci semble con- 

f i rmer  l a  présence de mucopolysaccharidcs ac ides  dans l a  f r a c t i o n  F N .  
3 

3 - CONCLUS IONS 

La f r a c t i o n  S  ne renferme pas  qu'une s e u l e  e n t i t é  comme nous 
9 

l ' av ions  esp6ré ,  mais au  moins 4 c o n s t i t u a n t s  d i f f é r e n t s .  
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La chromatographie sur colonne de DOWEX 1 x 4 nous a cependant 

permis d16liminer les mucopolysaccharides acides qui sont élués par l'HC1 

3 N. En outre, elle nous permet d'obtenir une fraction eau ou 

fraction neutre sans acides uroniques et "pauvre1' en acide sialique. 

B - CHROPIATOGRAPHIE SUR COLONNE D'ECTEOU-CELLULOSE 
Nous avons appliqué à la fraction S la chromatographie sur 

9 
ECTEOLA-cellulose préconisée par ANTONOPOULOS et al. (397). 

1'- MODE OPERATOIRE 

a - Chromatographie. 
Le procédé utilise est identique à celui décrit 

page 93 à propos du sous-fractionnement du Pic 
7 

Des quantités de l'ordre de 200 mg de la fraction S sont chro- 
9 

matographiécs. Les tampons d'élution utilisés sont : 

- l'eau 
- l'acide chlorhydrique 0,02 M 
- le formiate dlanroonitim 1 M - 1,75 M - 2 M - 2,5 M - 

dans 1 ' ammoniaque N/10 
- le chlorure de sodium 2 M 

Ces tampons ont pour but de "décroche2'de la cellulose modifiée 

des fractions acides contenant des glycosaminoglycannes, 

Chaque fraction obtenue est dialys& et lyophilisée. 

b - Etude des propriétés des fractions obtenues. 
Les fractions obtenues sont soumises aux méth~des 

générales d'investigation décrites aux pages 59 b 66 pour détenainer leur 

teneur en glucides, en glycoprotides et pour mettre en évidence les muco- 

polysaccharides acides. 

2"- RESULTATS ET DISCUSSION 

a- Composition centésimale en glucides. 

Le tableau XXVI (P 122) résume les résultats obtenus. 

Les fractions éluées par l'eau et l'acide chlorhydrique 0,02 M sont 



Tableau XXVI 

Composition en glucides des fractions obtenues par chromatographie 
sur colonne dlECTEOL,A-cellulose de la fraction S 9 ' 

(b) Nombre de bandes de constituants acides rgvélés par le bleu alcian sur acétate de cellulose 

(c)  Les fractions éluées avec le formiate d'ammonium 1,75 M, 2 M, 2,50 Fi et NaCl 2 M sont obtenues 
en très petites quantités. 



dépourvues d'acides uroniques. D'autre part, elles représentent à elles 

seules 60 p.100 de la fraction totale, 

La composition en glucides de la frc:ction "eau" et HG1 0,02 M 

se rapproche, respectivement, de celle des fractions "eaut' et HC1 0,l N 

obtenues par chromatographie de la fraction S sur colonne de DO'WEX 1 x 4 
9 

 ableau au XXm; p.12:;. L'étude de ces deux séries de fractions doit être 

entreprise, de mznière à confirmer, s'il y a lieu, leur identité et leur 

homogénéité. 

b - Etude immuno-électrophorétique. 
Les fractions "eau" et HC1 0,02 M ne révèlent aucun 

arc en imrnuno-électrophorèse tandis que les autres fractions sont hété- 

rogènes. 

c - Etude électro~horétique sur acétate de cellulose. 
Les fractions obtenues par élution au formiate 

d'arxunonivx 1 M et 1,75 PZ sont les plus colorées, elles sont révélées 

fortement par le rgactif au bleu alcian, sur acétate de cellulose. Comme 

elles contiennent une teneur relativement forte en acides uroniques, la 

présence de nucopolysaccharides acides semble être confirmée. 

3 O- CONCLUSIONS 

La chromatographie sur colonne dlECTEOLA-cellulose permet 

d'éliminer les mucopolysaccharides acides présents dans la fraction S et 
9 

fournit 2 fractions intéressantes (la fraction "eau" et la fraction 

HC1 0,02 M). Ces fractions semblent identiques à deux autres fractions 

obtenues par chromatographie sur colonne de DOWEX 1 x 4 (fraction "eau" 

et fraction 0,l N 1. D'autre part, l'hétérogénéité de la fraction S est 
9 

confirmée. 

Le couplage de deux systèmes de chromatographie sur colonne 

de DOWEX 1 x 4 et dlECTEOLA-cellulose devrait nous permettre l'isolement 

d'entités physico-chimiques bien définies. 



Tableau XXVII 

Comparaison de la composition centésimale en glucides entre les 
fractions "eau" ct"HC1 0,02 M" obtenues par chromatographie sur 
colonne d'ECTEOLîi-cellulose et les fractions "eau" et "HC1 8,l Nu 
obtenues par chromatographie sur colonne de DOWEX 1 x 4 de la 
fraction S 

9 ' 

l Acide sialiquc p. 100 

l 
IFraction ean / Fraction HC1 

l Osamines p. 100 

0,02 M 

2 8 

0 ~ 2  

1 
Oses neutres p. 100 

Acides uroniques p.100 

Oses 
0,90 

Osamines 

Fraction eau 

31,5 

O 

6,2 

28,16 

O 

1,GO 

Fraction HC1 
0,l N 

30,6 

O 

19,7 



III - CONCLUSIONS GENERALES CONCERNANT LE 

FRACTIONNEMENT AU SULFATE D'AMMONIUM DES GLYCOPROTIDES URINAIRES 

1"- Le fractionnement au sulfate d'ammonium de "l'extrait urinaire" nous 

a permis d'obtenir d'obtenir une fraction particulièrement intéressante : 

la fraction S 
9 ' 

2"- L'appiication à la fraction S de la chromatographie sur colonne de 
9 

DOWEX 1 x 4 et sur colonne dlECTEOLA-cellulose nous a montré que : 

- cette fraction est hétfrogène 
- elle contient, outre des mucopolysaccharides acides, au 

moins trois constituants glycopeptidiques 

- ces différents procédés chromatographiques employ6s séparément 
permettent d'éliminer les mucopolysaccharides acides et d'cbtenir deux 

fractions int6ressantes dans chacun des cas, l'une, pauvre en acide siali- 

que (5 p.100), l'autre, riche (15 p.100). 

3"- Nous espérons pouvoir r,cttre en bvidence, par le couplenent dc ces 

néthodes chronatographiquee, une identité entre ces fractions intéressantes 

isolées et dans ce cas, poursuivre l'étude physico-chimique de ces entités. 



FRACTIONNEMENT SUR COLONNE DE SEPHADEX 

A la suite d'un article publié par VARADI, CIFONELLI et DORF- 

MAN (398) concernant les mucopolysaccharides acides dans l'urine humaine 

normale, nous avons repris les fractionnements sur Scphadox des glycopro- 

téides de l'urine, en appliquant, à titre comparatif, le mode opératoire 

de ces auteurs, non pas à l'urine totale, mais à "l'extrait urinaire'' 

purifié. 

Notre but Etait de simplifier le matériel d'étude en le séparant 

en plusieurs fractions de compositions connues, par la gel filtration. 

1"- CHROMATOGRAPHIE 

300 à 600 ng "d'extrait urinaire" dissous dans le tampon de départ 

(20 ml de chlorure de sodium 0,08 M), sont chromatographiés sur une colonne 

de Sephadex G-50 medium (3 x 100 cm), dégazé et stabilisé en chambre froide 

à +4"C. 

Le déplacement d$;composés est effectué par passage d'une solu- 

tion de chlorure de sodium 0,08 M. 

Le débit est r&gl& par une pompe péristaltique et des fractions 

de 10 ml sont recueillies automatiquement sur un collecteur de fractions, 

puis analysées en UV à 278 m)i, du point de vue de leur composition en pro- 

téides. Chaque fraction est isolée, dialys6e contre l'eau distillée et 

lyophilisée. 

2"- ETUDE DES PROPRIETES DES FRACTIONS 

La composition centésimale cn glucides des pics 61ués est 

déterminée ainsi que leur composition molaire en oses neutres par les métho- 

des decrites aux pages 59  à 66. 

D'autre part, nous avons effectué leur 6tude électrophorétique 

en acBtate de cellulose pour déceler la présence de mucopolyosides acides. 

B - RESULTATS ET DISCUSSION 
Les résultats obtenus sont illustrés par les figures 31 (p. 12$ 

et 32 (P .128 1 et par le tableau XXVIII (p .129 ) . 
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Figure 32 

Chromatographie sur papier des hydrolysats chlorhydriques des fractions 
1 B 4 désignées sur la figure 24, Systéme-solvant : pyridinelacétate 
d16thyle/eau (1:2:2). Durée de la chromatographie : 24 h ; r6v6lation 
par le réactif B lloxalate d'aniline. Ga1 : galactose ; Glc : glucose ; 
Man : mannose ; Fuc : fucose ; Xyl : xylose ; Rib : ribose. 
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Le dosage, dans chaque fraction Gluée, des oses neutres, des 

osamines et de l'acide sialique, a permis de repfrer 2 pics (pic 1 et pic II). 

Le dosage des acides uroniques fournit 6galement deux pics dont l'un (pic A) 

coïncide avec le pic 1 et dont l'autre (pic B )  se dissocie du pic II (~ig.31 ; 

p. 127). 

2'- ETUDE DE U i  COHPOSITION DES FRACTIONS OBTENUES 

a - Pic I et pic A. 
Les résultats figurent dans le tableau XXVIII (p.129). 

et la figure 32 (p.128). 

- L'étude de la composition du pic 1 montre qu'il renferme une 
quantité relativement faible de glucides totaux (30 p.100). Comme ce pic 

se déplace avec le "front" du solvant, nous pouvons penser qu'il est de nature 

glycoprotéinique. 

- L'analyse électrophorétique sur acétate de cellulose montre 
la présence de mucopolysaccharides acides révélés par le réactif au bleu 

alcian. Ce rbsultat explique la présence d'ccides uroniques et le fait que 

ceux-ci se retrouvent dans le précipité du pic 1 par le cétavlon (ou bromure 

b - Pic II. 
Il renferme une pr~portion plus élevéc de glucides 

totaux (50 p.l00),il est de nature glyçopeptidique et ne renferme pas de 

mucopolysaccharides acides. 

c - Pic B. 
Il ne contient que des oses neutres et des acides 

uroniques. Il ne s'agit donc pas de mucopolysaccharides acides, d'autant plus 

qu'aucun constituent n'est révélé par le réactif au bleu alcian. 

Il renferme probablement de l'acide glycuronique libre ou des 

glycurono-conjugués de faible masse moldculaire. 

d - Détermination de la composition molaire en oses neutres. 
La d6termination de la composition molaire Iin oses 

neutres des pics 1 et II montre bien qu'il s'agit de composfs de nature 

glycoprotéinique, puisque ces derniers sont constituds de galactose, de 



mannose e t  de fucosc. 

Dans l e  p i c  B s e  t rouve  un glycoside du glucose que nous n 'avons 

pas encore i d e n t i f i f .  

C-- CONCLUSIONS 

Les conclusions que nsus pouvons t i r e r  de c e t t e  dtude sont  l e s  

su ivantes  : 

a - " l ' e x t r a i t  u r i n a i r e "  p u r i f i é  que nous u t i l i s o n s  dans nos 

fract ionnements  e s t  l e  même que c e l u i  qu i  s e r t  à doser  l e s  glycoprot ides  

de l ' u r i n e .  En e f f e t ,  dans l e s  l a b o r a t o i r e s  de Chimie Biologique de l a  

Facu l t é  des  Sciences e t  de l ' I n s t i t u t  de  Recherches s u r  l e  Cancer de L i l l e ,  

a  é t é  mise a u  point  une méthode de dçsage des g lycopro té ides  u r i n a i r e s  

to taux  qu i  assoc ie  la p r é c i p i t a t i o n  alcoolique de l ' u r i n e  à une d ia lyse  du 

p r é c i p i t é .  Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus o n t  appor té ,  à ce s u j e t ,  l e s  

p réc i s ions  su ivantes  : 

- l e  s u b s t r a t  de dosage e s t  en f a i t  un mélange de g ly-  

coprot6ines e t  de glycopept ides  ; 

- il s ' a g i t  vraisemblablement de compos6s dér ivant  

l e s  uns des a u t r e s .  I l  s u f f i t  a l o r s  de p r é c i s e r  q u ' i l  s ' a g i t  

d'un procédé de dosage des g lycopro t ides  to taux  de l ' u r i n e  e t  

non pas des  g lycopro té ines  t o t a l e s  ; 

- l e s  g luc ides  conjugués q u i  sont  doç6s, sont eçsen- 

t i e l l emen t  de n a t u r e  glycoprot idique puisque l ' o n  trouve, à 

c 3 t é  de p ropor t ions  t r è s  importantes de ga l ac tose ,  de mannoçe 

e t  de fucose,  des q u a n t i t é s  t r è s  f a i b l e s  de glucose ; 

- l e s  ac ides  uroniques que nous dosons ne sont  pas  

quant i ta t ivement  des ac ides  uroniques mucopolysaccharidiques 

puisqu'une f r a c t i o n  importante (p lus  de  50 p.100) e s t  de n a t u r e  

micromol6culaire ( p i c  B )  . 

b - Une chronatographic p rca l ab le  de n o t r e  " e x t r a i t  u r inc i r e "  

s u r  colonne de  Sephadex G-50 va f o u r n i r ,  à présen t ,  un e x c e l l e n t  f rac t ionnc-  

ment de base des g lycopro t idcs  u r i n a i r e s  en g lycopro te ines  e t  en glycopept ides ,  

En soumettant,  dans un second temps, chacune des dcux f r a c t i o n s  

obtenues, à l a  chromtographie  coupl& s u r  colonne de DEAE-Sephadex e t  s u r  
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colonne dlECTEOLA-cellulose, e t  en associant ,  en outre,  ces procédés chro- 

matographiques à des fractionnements par  l e  s u l f a t e  d'ammonium e t  par 

l lBthanol,  nous esperons bien parvenir à i s o l e r  enf in  des e n t i t é s  glycopro- 

t id iques  bien déf in ies  à p a r t i r  des ur ines  humaines. 



CONCLUS IONS G E N E U E S  s 



Les conclusions générales que nous pouvons tirer de l'ensemble 

des résultats que nous avons obtenus au cours de l'étude critique systéma- 

tique des méthodes de préparation et de fractionnement de "l'extrait uri- 

naire" d'une part, et des procédBs de fractionnement des composés les plus 

intéressants obtenus, du point de vue de leur composition en glucides et 

leur étude immuno-électrophorétique et électrophorétique d'autre part, sont 

les suivantes : 

1"- La précipitation alcoolique s'est révélée la méthode de 

choix pour la préparation du matériel de départ : "l'extrait urinaire". En 

effet, à la concentration de 90 p.100 en bthanol, la précipitation des gly- 

coprotides de l'urine est totale. 

Cet "extrait urinaire" sera donc à la base de tous nos frac- 

tionnements. 

2"- La chromatographie sur colonne de DOWEX 1 x 4 de "l'extrait 

urinaire1' nous a permis d'isoler une fraction moins hétérogène que les 

autres et riche en glucides : la fraction P 
7 ' 

Elle nous a permis également de régler le problème du xylose 

urinaire. En effet, la chromatographie des oses neutres de l'hydrolysat 

de la fraction F N montrait une tache de xylose très nette et l'électropho- 
3 

rèse sur acétate de cellulose de cette m h e  fraction révélait la présence 

de mucopolysaccharides acides pour lesquels la conclusion des travaux de . 

RODEN (399,400) est : galactose j galactose + xylose. Il est donc ainsi 
prouvé que ce xylose est bien d'origine mucopolysaccharidique. 

3'- Les autres procédés auquels nous nous sommes livrée pour 

fractionner "l'extrait urinaire", soit par l'éthanol soit par le sulfate 

d'ammonium, ont permis également de sélectionner respectivement les fractions 

et Sg, particulièrement riches en glucides. 
O90 - 

Toutefois, toutes ces fractions se sont révélées très hétQrog2nes 

dès que nous avons poussé plus loin les investigations et chacune d'elles 

contient plusieurs constituants : 5 entités glycoprotidiques pour la frac- 

tion P 6 pour la fraction P 4 pour la fraction S outre les mucopoly- 
7 ' 90' 9 ' 

saccharides. 



4'- Cependant, nous sommes parvenue à isoler par chromatographie 

du pic sur colonne de DEAE-sephedex, deux fractions dépourvues d'acide 
7 

uronique et pour la fraction S deux fractions également sans acide uro- 
9' 

nique , isol6es par chromatographie sur colonne de DOTJEX 1 x 4 et sur colon- 
ne dlECTEOLA-cellulose. Ces fractions se ressemblent beaucoup, l'une est 

pauvre en acide sialique, l'autre en est riche. 

Il nous semble possible, a priori, que l'emploi combiné des 

procédés de fractionnement chromatographique et électrophorétique nous 

permettra de venir à bout de l'identification d'entités glycoprotidiques 

bien définies dans les urines humaines. 

5"- Enfin, une chromatographie préalable de "l'extrait urinaire'' 

sur sephadex G-50 semble résoudre le problème de la complexité de notre 

matériel d'étude. Nous pouvons, dès à présent, partir uniquement d'une 

fraction glycopeptidique ou d'une fraction glycoprotéinique, ce qui sim- 

plifiera beaucoup nos fractionnements. 

D'autre part, nos travaux confirment ceux de BOURRILLON et al. 

et de LUEBLAD, qui trouvaient également une grande quantité de composés 

glycopeptidiques dans l'urine. 

Ce n'est donc pas faire preuve d'un optimisme exagéré de dire 

que nous entrevoyons la solution de l'énigme posée par l'hétérogénéité des 

glycoprotides de l'urine humaine. 
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