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INTRODUCTION 

Le travail que nous pr6çf3ntons concerne l'étude 

des glycoprotides des urines humaines dc sujets sains et canc8- 

reux 

L'urine étant un milieu dkxcr6tion de produits 
du m6tabalisme, il est permis de penser qu'il existe des 

variations quantitatives ou qualitatives de composés urinaires 

dont la mise en évidence permettrait un élement de diagnostic 

pour certains cas de cancer. 

Avant d'aborder les cas pathologiques, il était 

necessaire de définir la composition de l'urine des sujets sains, 

De nombreuses études ont été faites, mais les résultats en sont 

fragmentaires et dispersés. En effet, comme nous le verrons d a m  

l'expos6 des travaux des différents auteurs, les tentatives de 

frectionnement par les méthodes classiques d'échange d'ions ou 

d%lectrophorèse donnent souvent des résultats difficiles à 

in terpréter. 

Il nous a semble intéressant d'aborder l'étude 

des glycoprotides urinaires par la méthode de filtration sur 

gel de dextranne qui permet une première classification des 

composés d'après leur taille moléculaire. Par ailleurs, un 

p~obheme était posé par la dispersion des résultats obtenus par 

différents auteurs à propos du taux d'acides uroniques. C'est 

pourquoi nous avons repris la question, en effectuant une étude 

critique de ces resultats et en les comparant à ceux que nous 

avons obtenus au laboratoire. 

Dans la première partie de ce mémoire, nous tente- 

rons de faire le point des connaissances acquises sur les 

glucides urinaires, que nous classerons en : 

- Glucides libres : oses et polyosides 



- Acides uroniqueâ : uronn-corij ugil6s et 

nucopoiysaccharides acides. 

- Glucides conjugues : (;lycoprot6lneç et 

glycopeptid~s~ 

Dans la deuxième partie, nous exposcro - ç  nç2, 

r eçu l t a t r  L ~ c x s o n n e l s  concernant: : 

- Le dosage des mucopolysaccharideç acides, 
- Le fractionnement des glycoprotides. 
- L e s  premières applications aux urines de canca- 



L'exiçtcnc~: d phys iol.o!jZqrxe 
d i s c r e t E  chez toias les ç~je . i : s  . - -  connue depil ï ç  l u n y  - 
temps. E l l e  représente environ 3 - , 5  g \:?c glucides totaux pzr  

litre dkur ine  dont 1 g d'oses neutres et. de polyosides. 

MQNTREUIL et BOULANGER (1) en 1953, furent- ].es 

premiers 3 identifier par chrsmakoyrapliie sur papier, danç les 

cl ia lyçats  d'urine de sujets saii~s, les sucres suivants o 

- Glucose, fxuctose, axabinose, xylose, il des 
taux variant de 3 0  2 m g J 1 .  

- Fucose, manxïose, saccharose (3 2 15 r n g y / l ) .  

- Rhamnose, galactose en plus faibles propoutionç 
et ribose à I1état de traces. 

Ces résultats furent confirmés par les travaux 

de WHITE et HESS (2) en 1956.  

D 'autre part, MOXVTREUIL ( 3 )  a signalé 1 'existence 

de six cétoses urinaires que S T M C K E R  (4) a identifié aux 

ribulose, xylulose, D-allulose, R-fructose, D-altroheptulose 

et D-mannoheptuPose. Trois autres substances cetosiques 

restent à identifier. 

Qn ne trouve pas de sucres aminés libres danç 

l'urine normale, si ce n'est à l'état de traces ; mais elle 

contient de grandes quantités de composés de faible poids 
moléculaire contenant des osamines. D'après BOAS (51,  l'adulte 

normal excrete environ 80 mg de sucres aminés par 24 h, dont 

47 p, 100 sont dialysables. 



B -- LES OSIQhl 

; . ;.. a- yF'r-rrl-..- A n o t r e  Crnia35.~S.?.r':,':.? .. . a . ,.. . *- -,.. :. 
ç,ur 1 - e ~  O S  3 . d ~ ~  de:; j rit-‘:= ,i>:n*?: ' -:c e" .? c : = c  

obtenus s o n t  h6téroggnes. 

En 1 9 5 8 ,  MC).NTi?Z:JI.L . . . c ~ ~ ~ - c c I  ~sT,~I::.>. ; * . e > 1 l ~ o j  

a v a i t  BsaBe 3.0 o s i d e s  d u  d i a l y s ~ % l ~ ?  , J  i12zro  et il ec a - ~ a i ~  

é t u d i é  l a  composit ion.  L a  r n ê ~ e  anriGe,  11AT''J ( C a )  avait i n i s  ur, 
. " évidence,  danç P ' u r i n e  de  femme e:&:k~ ;:&.es s i x  o l i ~ ~ r ç a r c h a r i d e ç  

i d c n t i q a e ç  aux o s i d e s  du l a i t  ; c ; i r . ;85  ;GE XfslEIl\I ( 7 :  2% par 

MONTREUIL ( 8 ) .  Ces o3igosaccllsarridc~; "l'ont pas 6té retrauvés 

dans l ' u r i n e  normale. 

P l u s  r6cemnerrt-, L U L ~ ? L J U I J ~ ~ D  j 9 ,  10) a c a r a c t e r i s &  

danç l e s  u r l n e s  des  s u j e t s  de groupes s a n g u i n s  A et B, d e  
L 

t ype  s é c r é t e u r ,  deux o l i g o s a c c h a r i d e s  ç p k c i f i q u e s ,  q u i  ç c i ~ t  

sérologiquement i n a c t i f s .  P a r  c o n t r e ,  BOCRKXLIJON e t  GOUSSAULT 

(11) ont i s o l é  un fueohétéx<~-.polyçac::charide a d i a l y s a b l e ,  ayant 

une a c t i v l t e  s é ro log ique  O ( E l )  

COKNIL1,OT et BOURRILLON ( 1 2 )  o n t  egalernent m i s  

en évidence un t r i h o l o s i d e  a .d i a ly sab le ,  c o n s t i t u é  de deux 

r é s i d u s  d ' a c i d e  LJ-acetyl-nelira.ninique e t  d ' un  r é s i d u  de ga lac-  

t o s e .  BOURRXLLON, CORNILLOT e t  DABAT ( 1 3 )  o n t  i s o l é  des  f r a c -  

t i o n s  glycannlques  r i c h e s  en fucose, danç l e  surnageant  de  l a  

p r é c i p i t a t i o n  de  l ' u r i n e  par  5 0  p. 1 Q O  d-thanol .  

D ' a u t r e  p a r t ,  Les ~ Z i g o s a c c h a r i d e s  con tenan t  

d e  l ' a c i d e  s i a l i g u e  o n t  e t e  p l u s  pa r t i cu l i6 re rnen t  ê t u d i é s  p a r  

HUTTUPJEN e t  MIETTINEN ( 1 4 )  q u i  o n t  i s o l e  un t r i h o l o s i d e  formé 

d'aci.de N-acétyl-neurarninique lie au l a c t o s e .  HUTTUNEN (15) a ,  

pa r  P a  s u i t e ,  montré l a  prGsence dans  l ' u r i n e  normale de  

6 à 8 o l i g o s a c c h a r i d e s  renfermant  de  l ' a c i d e  N-acétyl- 

neuraninigue.  



&a questioll des cç,tdr,.: ,,. .... :.-. ,- + .  ...*. :; , . b - . p ~ . i  -r-a~--.~'  . l .S;?. :. - 

taire, par ÇTmCKER (3.6)  rsll a I ;+,ucl: -. > ::A)? .. i, s 0 J. e E ,2 : e 

d ' entre eux .la si.z!lc-t-ulrs i. ; ,, . ,  

4 .e eaux normal. cl' ac: ,!t- -, - - v z  h:lques t o t a u x  CIXCY~:IES 

par 24 h se situe aux enviroris de 5 9 0  mg : CORNILLOT (17) , 
FXSHMAN et GREEN i 18) . La ecntrxbution des mucopolysuccharides 
acides est tres faible (5 2 98 mg d f a c î 2 c >  urnnique pl;r 24 ! 1 ) .  

L "cide uronique libre existe, c : a i z  een rahble quantiale, sous  

forme de D-glucuronolactone e kdZ5TTE e k  MESS (19) , 

1' - Formes à partir -.- de composés -- exogenes - 

Ce sont des compoçés de poids moléculaire relati- 

vement faible. Ils sont génêralenent considérés comme des 

formes de détoxication o la majorite des substances êtranyères 

à l'organisme, en particulier des médicaments, subissent, avant 

d'être excr6tés, des trans£ormations métaboliques ; celles-ci 

jouent un r6le important dans l'action thérapeutique ou la 

toxicité que de tels composes peuvent avoir. Les principales 

de ces rêactions métaboliques sont soit des conjugaisons avec 

l'acide glucuroniyue, le glycocolle, la cystéine, le groupement 

sulfat2, soit des méthylations et des acétylations : SMITH et 

WILLIAMS (20). 

En particulier, parrni les composés se conjuguant 

avec l'acide uronique, citons le phénol et le benzène qui sont 

convertis dans les mêmes conjugués D phénylglucuronoconjugué 

ou phénylsulfate, avant d'être élimin6s. De même, l'acide 

salicylique, l'acide nicotinique, etc... sont éliminés sous 



TABLEAU I 

0bigoçaccharides des u r i n e s  huma i n  +?s d ' 3  r>t T , : .  5'PRECIKER ( 2  1 )  

L 

( OSIDES N E U T R E S  

t 
( non a z o t g s  ( G l c e - ~  F r u )  ; ( G ~ c ,  2 4 " ~ ~ )  ; ( G l c ,  3 F r u )  

l ( G l c  4 G l c )  ; ( G d - + G i c  ( 3  isomères) ) 
( G a l - - - i G a l )  : ( X y l s - l s X y L )  ; ( R i b u R i b )  

[ 
1 
i ( A r a  +-+Ara) ; ( G a l ,  F i r c )  -+!:le: 
f 

( 2 G a 1 ,  2 F u c )  j G l c  ; (FU= - -+GIc )  
( X y l e - - +  G l c )  ; ( 3 G l c  --) G S c )  . 

L I 
'-----------,,----*,,,-----------------.--i---..o*-.i-irr--ri.-uiu--rii--ol-ii-i-i----s-iip-.-rir.la , 1 , 
L 
f azotés  

1 : A v e c  N - a c é t y l g l u c o s a m i n e  : A v e c  N - a c é t y l g a l a c t o s a m i n e  ,, 
L J 

f------------,---,*---------------------------*---------------------------- 
L i 
I 

i 1 
1 
L : ( 2 M a n  , G l c N a c ) - + ~ l c ~ ; . c  ; " (Fue , S a l N a c ) - + G a l  ; 1 
f 

L ( 2 G a l , M a n , 2 F u c ) + G l c N a c  ; 1 
1 
L ( 2 G a l  t M a n , F u c t G l c N a c )  -r G a l :  ( F u c , G a l )  3 G a l N a c  ; 1 

( G a l  ,Fuc , G a l N a c ) - +  G l c  ; 1 
L : ( G a L I 2 F u c  , G a l N a c ) + G l c  ; 1 
[ : ( 2 G a 3 ,  IFuc  , G a l N a c )  4 G l c  ; ) 

( 2 G a l 1 2 F u c  , G a l N a c ) + G l c .  
f 

1 
1 

A v e c  acide N - a c é t y l -  : O S I D E S  A C I D E S  : : A v e c  acide g lucuronique  1 
n e u r a m i n i q u e  1 

\ L-----------------.---------------------------.----------------------------~ 
1 

1 
L : A N A N + G a l  ; : ( 2 G l c A U )  - 3 G l c  ; j 
, :ANAN+ G a l j  G l c  ( 2  i s o m è r e s )  ( G l c A U , G l c N a c ) +  G l c  ) 
, :ANAN-+ G a 1 4  G L c N a c  ( 2  i s o m è r e s )  1 

; ( 2  i s o m è r e s )  : G l e A U j G l c  ; ) 
: G l c A U - 9 G l c N a c .  

1 
1 



;, ,:;i, j: 
>.' -a  .:-.-7 forme de glucunronocc?n,-j ugu.;;?; . A . <., ,- tA r e: , le 5; !J ' .I \, 1 t. a-> rj f-? 

. - conjugués seron-$, excï-6 <.as < ; C G &  :. ::..-: ;.:r E.' . : i  .ij.?e, soiut  dani; .La bilt . :  

soit à la fois da.ns I ' u ~ l . : . : ,  "i.: . L h. :it ,I 1 ci! % 

La pEupa:;-k dei; 3 de EL,X C A -+ î: , L - L ~  .L. ,::A : '. dans 

l'urine humaine le soi-~t salis Ge : JP.YL*-, e-t 

PASQUALIN1 (22)  a LE? pourceia.l;;iy e 22% si: 5yc;"eç i k b r e l ;  est -&r,:>=; 

faible. La rna:jo.r.P.tG d@ ces i:0~pr.:::5~ :i? c ~ n j i l y a i ~ ~ ~ n .  soilt des 

glucuronoconjugués. Spéc2.aic?.:ent p;ttr:?L les rnêtaùol i teç  de la 

progestérone, des aestr~gGncs et ci~2s ilnrtic-ostérondes, il. 

apparaît jusque 95 p. % G O  de g ~ l i ~ ? l ~ @ : î i 2 ~ i l a : j ~ g ~ 6 ~ .  

cependant, les reins nc n::~nt. pas la seule voie 

d'élimination des klorrilo:~es zrrril:jz*giaGes. Ds::s le cas pa,r.f;iculier 

des hormones thyroxdeç,  1 kxcré-ir.lcaa l;d.p: iz bile.  est prPdo~,irsa.ntc:  

B - LES MUCQPOLI'SACI,~HAREDC~~~,~~~&I__~J~~&~~OShMINOGK4YCAbJNSI,4 - 

Les rnucopoXyçaccli~rBdes acides ou MPA, encore 

appelés glycosaminogiycanneq d'aprGs la nomenclature de 

JEANLOZ (23) , sont des pslysa.cc!-larides constitués par une 

longue chaane dont 1b.nit.e de répetition est un disaccharide, 

composé d'une molécule dksamine (qlucosamine ou galactosamine, 

le plus souvent N-acgtylée) et d'une mslécule d'acide uronique 

(en général, lkacide D-glucuronique ; il est remplacé par le 

L-iduronique dans le chondroétine sulfate B et par le D-galac- 

tose dans le kératansulfate) . 

Dans l'urine, les MPA sont souvent conjugués à des 

protéines par des liaisons O-glucosidiqueç de serine et de 

thréonine. 

l0 - Préparation - 

La présence dans les urines humaines de complexes 



? .  : , - - ,  - * ' - > . - , . : . , ~  ,. v , E i t $ ~ - \ r ~ . , - > ~  , - "  .~.u, .  G c -  . .. a-.~-Ap.t,g-,;i-- 

tien de ces i.i,s : 3e. !? I ; .-.  -2, Y. t 2 .y <.Y 

. -. analytiques .,,) Y :.A 7 y . . , , , .  , @ t ,.A., l s z  .j-, r : ,:, -. . ': .. .?> . L "2 ' 

:":<? "I.RA]JII, ,?':'q[;i?T i..,.- ' ' J . ! .  - 

et DORFWI';! (25) e:: 1 9 6 ' 1 ,  

- Les MLA ~ r ) ~ ~ ~ " k ~  ;.?! ;: ,,p ~ ~ , ~ ~ . c ~ ; . ~ a  7: ,; 8 ;... !-O- 1;:s 2, iedr " m o b j . l i . k ê  éi.ectro- 

pha-ét; que slm.ki. pa2ber : FiZRI;'bj.L,;"Y$ i ~ , i ; y ' " '  ... hltM ( 2 6 3  , s u r  g e l  : 

WTHEWS ( 2 7 )  ,  su.^ acC?.a.ttl tle ccï.9:ts.or:e a ÇzABO et ROBOZ-.. 

EINSTEIN ( 8 )  - , en ii%iJisant des 
s 4 révglations sppro?rlr,.ees ; k.1.e~: cir7.p et de toluidine. 

- Ils peuvent etre s6parGs d>-i.<.= L j-23; c~rornatographie sur 

échangeurs d8araic~2s, :,C*.I.< :_ 1 Y 4 a MEYER -- e k al. ( 3 0 )  , 
sur Ecteolac c c l l u l c ) s e  et <)EAX-.' ~ > ~ a ~ > h a d e x  - en 6llu;ant avec des 

solutions de ano9arj~t.2 od *(7rcoi1 icsniyue croissante : SCHMIDT 

( 3 1 )  , KELLEY --- e-1, 2 i l  (33) TELLIER et ZlEPrlANN ( 3 4 )  , 
ANTONBPQULQS et al. ( 3 5 ) .  

--mm- 

- Enfin l e s  méthsctes exnzyriatlques s a n t  nombseuaes. Elles 

utilisent pour T a  p1upax.f; 3 2  ditference entre la hyaluronidase 

tes+iculaire, spéci2iquernent ac t ive  sur l'acide chondroitine 

sulfurique A ou C et l'acide hya2uronlquer et la hyaluronidase 

bactérienne q u i  agit seulement sur le dermatan-sulfate et 

l8hSparine : LINMER et TERKY $36) L I N K E R  --- et al. ( 3 7 ) .  Par 

ailleurs, M19YES et BkbVSEIN (381 ,  BQLdNESb, (39) utilisent des 

chondroitinases speciLiques des aclces chondroitine-sulfuriques 

et de l q  acide hya1uron.i-que. 



,:-' -: '* ' - - .  , - . .  - 
> .  , i ,, , .. .. - ,' . . > - - .  ' r - :. i jpj~s 0 1 (:12k ~ i . , c ~ 1 2 ~ ~ a r c ;  

18 hgit;(.'n:.(-Jc!i:t;")<.' :.. . .' ,3 1." .: i-b$cj.u-jtés u;tje- L f 3  - 
C ~ A E  i+e:!:';~.'i ? Par ~?l~::l:r ai. iql:c:,r;:_;ie 

< i  1 
. ,  ÇUZ j2~abtf i s :  1 1. :~ C : ~ ~ X C ; .  . &  , .-(:--..'- , - L &  -. 

. , , - -  - . .,.f.-: 1-0 p!-.P5;2 ~ I ~ ~ : ~ . ~ ~ ~ ~ : , ~ ~ ! , '  f v r -  , -  ~ . -  . ,Ac>nnés st-Lori :: e 

deyré de _II J- f  ‘,. ; ,,I . :!: . .,,?..ns pouvoir. Le àt.mon trer , 
, . -  . 

1.a ~ ~ - 6 s e : r l ~ ~  rit:! $ .  .. 7 c7! i.i -. y :... . L. , . . J- c ,  -. .; .... i! .. 

( 4 2 )  i d e n t i f i e n t  dans 
1 Yux-ine t o u s  6s  dans les tissus 

c o n j o n c t i f u ,  :.; Leur me thod c , q ü b  

&ss~c i . t -?  ,!i 3;1* tic:.;. ion par les  sels 

cuivr i .queç  et j. 3 1, est rgçumee dans 
1 , *  1.a f i gu re  B p 4 . ~ 4 ,  E.i.7.::. p(t.i.:l~ei-.. (Iltr>b$.e~i.'i" la d i s t r . i bu t i a r i  

J'-, ,,?.,, qualPta2-j.vr-l d-.::? i~?;.?:~ 'I:.. .i , - - , q7,;i; ~=~62domin,ent s o n t  un& 

famj.EXe de e~sc.2r-ld~r:: { f ~ { - : : ~ ~ . - ~ ; ? ~ r ~ ~ . ~ . < ~ p + . i  %-, : ; j ,3rc3~C: .53- j~& un tallx 
? .-. vari.abie de slïrr a.:.t? $, :LC~, des MPA est donnée dans l e  

t a b l e a u  II [p. I ? ) .  

DE? plti:; ., ? Ç ? : ~  . î ? * . t  , t  1-5 46lnoîitrenti. que l e  chondro i t i ne -  

s u l f a t e  munssu l h a '  C 6; . 1 ' ? a l  i ~ e  normale est formé d e  
. .  - f ragments  de p 3 t  A .  E~ i L I  ; : &  - i 7 *  1 C < . L Z ~  dont c e r t a i n s  s o n t  l i é s  

par cova lence  à sn ycy rkde ,  

?Iiipaxtf%rir; L , i i k 7  t-'k8iU "(!:a hlk. DALFERES ( 4  3 ) o n t  i s o l é  

e t  é t u d i e  l e s  &$PL\ u r i  nc2 < :es, ijt5t:r rcéchode u t i l i s e  p r inc ipa lement  
- .  ." 3 les t e c h n i q ~ ~ e ç  i i i < i  iyse: r di2 ? x t ? c l  pikation par I ' é t h a n o l  a s so -  

ciC au  n u i i a k e  dcri iqiic C L  ~1 Y 64eet r rph~r&se  de zone, L e u r s  

rGçdl-tats sont c c ~ r n p a ~ a b ~ e s ,  S u  point de? v u e  q u a l i t a t i f  à ceux 

de VARADI ---- c r t  al. , mals d;+hfGrcntç du point de vue q u a r i t i t u t i f .  

En particulier , BXI<F:P~SOLV cL DALFERES trouvent des t a u x  de 

cho~~dro i t lx~e- - su1 .F~~%e 8 c@t de kgratan--sul_fa te  ne t tement  

supêr i e u r  S. 



Protéine de Y,?-J.M et, 3 r~ ) rC ; ;  
eliminée 

%'1-:inageant 

l Sephadex 6-50  

.., . 
15 3. C 3 .-: ;. i j  t t: 2e pic % 

P r é c i 2 i t G  Surnageant 

Acide hxakuro;~i.Yue ---- --- 

Chronuroitine sulfate U ---.- 

F i g u r e  1. 

~ ' h o n d r o i  tine sulfate A -- ----- 
Che-:ndroitine sulfate C 
ire_~)az-i -- tine sulfate 
Kgratan  sulfate ---- 

Isolement des MPA de ? \ixrrl:.x d.'aprrSç VARADI et al. ( 4 4 )  

* Le 2e pic contient des acides u r o ~ b q u e s  non prScipitables par 
le c h l o r u r e  de cétylpyrBaii!irim m a i s  Libérés à 95 p. 100 par 
l a  B -glucuronidaçct de foie. 





.. . ; 1 ,  J ' j , &  ( 4 8 ) , ap-& s 

chrol~~atog.6-a~jj~:d~t~-:  ;:.x lir;,:.i.jci.>: ; :i;j au CstavLon, dif ré- 
. . - .. rerlcient  les ~L~~i; ;*~ro: i ; : .~ . : ,~: :~  .::,~~.j::.:.';t.2:< E ' i  ç>(: C et_ le chondrc;i t ine-  

,. .. . s u l f a t e  B pcà:r: 'GE L e s t  LI .:.zi : : . : l f i 3 , 1 ~ ~ ~ r :  2-di-,. ser  

51, v..C'.t: 2 .  i ? 8 - - %  .- .3 L : . C I ~ , T ~  . 17.. L -. '.. E 3 :-ii.,-i;y~ c ~ n n 2 i s ç ; 3 ; l c e ~  se sollt  

-& .L *- <" ,j" <-> <:.i [,! <;,<-J f-: a,-- z 2  ( 4  ;:-a G inte--ess& 2, la <.rr-, --.:-: ' -  ,.a.,?.;<a, , ,. ... Y i ._b~~:7 ip~0t6 ine~  alrinaires 

totaux, par c:iifi!:::<l;., jcr: i.[;:,j.i ,::ti~i-:. <;tg hc>r,ii~oiip p l u s  é t u d i é s  

d "abord paxce Y1.3.c-; zc;,-fi;> ;: ,~~~~j.!~ci~-c~~.ij~tX.~~~.zemen.t: rraieux déf i i i i s  

e t  en;ui.&-e, 2 2,:j,l-;5e. ,]..:?:-- ..A$. ;.::d.:1&~ .J ilnptt*.ka1lçr?. c l i n i q u e .  

1"e $.al!,̂ ?: tdi..:: ".ii-'il <X3,,ii~ 163s : : l , ~ i ~ e s  de suje.kç s a i n s ,  

exprimi\ @a ac - ide  ;r?r2:-*.1.>*.- . . , .,... : . .~ i l~~.y~,)~+, .  ès-L dt. 5 2 1 0  mg par 2 4  h. L e s  

p r inc ipaux  ~ 6 ~ 1 ~ 3 , . i - a t ~  di i?~ akiteeirrç sont. r&unis  dans l e  t a b l e a u  

III 13) e 

Czr: o.b:..;zr VF a~iic u r a i ~ d ~ e  d i s p e r s i o n  d a n s  les  v a l e u r s  

o b t e n u e s  s e l s n  Iris rnc'.tkr;ixci:: erirpl~~yécts par l es  a u t e u r s .  En 

p a r t i c u l i e r ,  La met-]rode dc 6~1sage des NLA apres p r é c i p i t a t i o n  

p a r  le hromur2 c3e çoSiyl t î r i .~~E~h~-l-a~ii j i~oniurn ou CTAB , q u i  es t  

l a  plus employ&e, donne dcs r i ç u l t a t s  assez peu c o n s t a n t s .  

D ' a i l l e u r s ,  D I  FEr?RAHTE (49) , dans une é tude  c r i t i q u e  de s a  

p r o p r e  méthode, s u u l i g n e  les causes d ' e r r e u r s  q u s e l l e  e n t r a l n e ,  

e n  p a r t i c u l i e r ,  l a  non-~pr5çi.pltation de l a  t o t a l i t é  des  MPA. 
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LOEWI (55) 

K I N G  et ai, ( 5 7 )  * U L t r a P i l t r a t i o n  et s u k f a t e :  8 
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S .  pll,s 8 .kas MPA ca*af.:"::j.ces dans tissu conjonc- 

.kif *In& - - . ~  1:, . L r, , ;.:.a % en évj.el.ler~~c:: &j.:;i:s i.'?~riine 21 d e s  t aux  v a r i a -  

b - ~  &. p.:. di3 et on ;?cb.i; :;;;.t:;s~~c:c iarai:: rej.a.kicii entre l e  n~Etabelisme 

tissuaair.e 1.a. ;~t:;~r~?;:itG de  ~~~copo1y- ;ac l - shar ideç  contenue Clans 

1 "11:riile~ 

,-5 
'.. - ha~apciitanf. d %.voir une ccsianaissance 

," . . ex,%cte ,- I ics-:.+.+ b _ A ~ . ; 4 i : 6 ~ ? c ~ . ~ r i  T ~ C I T P ; ~ ~ : ~  de" KPià cornme s t a n d a r d  CIE; 

,anripaa.aiso~r ,zsii::c unc 6ven tucLle  excxZt-i.~on axaormale dans des 
. , tro,illales ;nP~ak~o;.:~q?,rcss du tissa conjunc?- , i f .  

-, - 
::il:> e f L e i ,  der; varl . .ations q u a n t i t a t i v e s  et: qua- 

I i t a t i v e s  o:,i 63-$ obçcrv6es  dans LPurine des  sujets sazns  

su ivan t  4.egrp. 3 - 2 ,  .iAI:K e t  21. (621) s ig i î a l en t  une  augmentatic 

du taux des MPX c h e z  les enfants e t  Xeâ ado le scen t s .  R I C H ,  

DI FgRM9AN1'E CS-?. AZCHZBALD I \ î : d O )  3 n t  noté chez l e s  a d o l e s c e n t s  

de I J  3 8 5  ans, des k a u x ,  exprimes en a c i d e  glucuxonique,  de  

1 3  à 2 3  rng, s o i t  3 f a i s  plus 6 ievgs  que l e s  v a l e u r s  inoyennes 

trouvées chex Les a d u l t e s ,  

Du p o i n t  de  vue q u a l i t a t i f ,  WEÇSLER (63) e t  

QI31 ( 6 4 )  ont mont-6 des d i f f e r e n c e s  dans l a  r é p a r t i t i o n  

q u a n t i t a t i v e  des MPA s u l f a t é s  e t  non s u l f a t é s  6 n t r e  les u r i n e s  

d a d u l t e s  e t  Les u r i n e s  d ' en fan t s .  

Sehon ALLALOUE' et BER (651 ,  l a  p ropor t ion  d e s  

MPA resistants 2 l a  hyaluronidase t e s t i c u l a i r e  es t  acc rue  

avec Isagc. C e s  r e ç u l t a t s  sont en accord avec ceux d e  MAYES 



* .  e x  E32.1P4SON (&$il yi2.i. j..ndiquent une augme~éation de la cjuar!t j . t6 

de ctLoPrd~o:~.[:~~~ii:~-~~j~~l.f;:f;e pi,,r i a p i a g ~ t  5 , j . u ~  !):PA totaux chez  
* E~yifso12,.r?e~ ;3c.,r.2c3~ ;- .,epr,l;~da?/~i., T2iiJ:JLER (6"j isi:irr.e que les 

120~1:.::g:y1a:,,t:::-::~ .d - ::'ci ;:X~.~r:~li:c-.,i.,%ir~e-~~:~uIfa%e k et C ne v a r i e n t  pas 
- B :z 6qtlc,lqi;c? - .- . ,; . j .  ~ ! : ? $ 1  :.3,FHA2;iG.5Rr ':TT)T)'.F et byIEDIIMAN (b8) 

l:ej3<~~?. t2n.C %J,>YC.L,. .;iii%p:7t:at:i_<>TL e.2~ cp~poses avec :i, ' â re ,  

i d c  "pan:. LOS : - é s u l . t ~ t s  contradictoires, dus aux 

d%f  Fésehttet- Fi&kiiocbes eïr-iploy&es,. %1 n'est pas possible d s  in- 
1- , e s ~ ~ . - d  ter F - ticzrrc dc cc~~npoç-bt~ or des PIPA urinaires 

quant  2 L e u r  s x i r i s f l c a t i o n  phyaioLaglque. 

".:p,~; 4es MPA des u r i n e s  pathologiques, de nombreux 
L ~ r a v a t i x  a ~ n t  e t 2  effectués. En particulier, DORFMAN et 

1,UFXNCZ (643  ont inontré  en 1957qque .l'urine druri sujet atteint. 

d~a syradronae G e  MC?&EX c û n t e r ~ a i k ,  d e  giandes quantités de 

chondroikine- : ;ü , fa t~ B et d'hépasine-sulfate. De nombreuses 

Gtudes i n d n q u e n t  une augmenkation pius ou moins masquée du taux 

des MPA excrC.bGs dans d'autres maladies (voir par exemple, les 

travaux de @jf.:IJSLli;X (SU) , CZAUSELQ e t  a l .  ( 7 1 ) ,  MEYER et al. ( 7 2 )  , 
CEAUSEN et A5;i?idt&l--mAISEN ( 7 3 )  ;b , Dans le syndrôme de MARFAN, 

lkxc~étion d'acide hyaluronique et de chondroitine-sulfate 

est cansldGaraS-ie {BERENSON e t  SERRA ( 7 4 )  ) . De même, dans 
la nialadie de MORQiJXQ-ULRICH, a*. y a une augmentation dans 
lkxcrétian urinaire de la quantité totale des MPA et de 

kgratam-akelfate : ZEIJEWEGGER et al. (75) , mais ce dernier est 
absent dans le syndrame da MORQUIQ-BKAILFORD (MAROTEAUX et 

Y ( 7 6 ) w  

E n f i n ,  dans les néoplasies (leucémie, sarcome, myélome 

multiple) r R I Ç H  et M'PERS ( 7 7 )  trouvent des taux d'acide uro- 

nique urinaire, précipitable par le Cétavlon, 2 à 10 fois 

supgrieur à la nomiale. 

III - LES GLYCOPROTIDES 

- 

A - HISTORIQUE --- 



La préseiice de protéines dans l'urine humaine .. 
norna l<?  a Gt.6 reconnue dès 1895 par MORhTER (78). Puis, RIGAS 

et L:ÙLL,ESR 199) déterminèrent la valeur de la protéinurie 

phyciolo~~ique (45 mg/l) et décelèrent en électrophorèse libre 

une fir(.>iltbe~e alouniine et des frontières globulines plus ou 

moiris b i e n  cùracL2ris6es. Par P d  suite, GRANT et EVERALL (80) 

en 1 9 5 1 ,  pi l is  PATTE -- et c a l .  (81) en 1958, montrèrent l'existence 

de proiéines plasmatiques dans l'urine. Le caractère glyco- 

proteique des "coLloideç" urinaires a été révélé par HAMERMAN 

et al, ( 8 2 ) .  

La composition en oses de l'adialysable urinaire 

a étG xealEsGe dCs 1953, par MONTREUIL et BOULANGER (83). 

Par ch1:sr7latogxaphié? des hydrolysats, ils identifient le 

gal=ctoçe, le mannose, Xe fucose, des osamines et l'acide 

glycuronique en forte proportion, le glucose et le xylose en 

petites quantités. Ces deux derniers sucres posent un problème 

quant à Leur origine, cas ils ne sont pas habituellement 

prgsentç dans les hydrolysats de glycoprotéines. 

De nombreux auteurs ont tenté de déterminer la 

composition totale de l'adialysable urinaire et de la comparer 

à celle du sérum (Tableau IV ; p. 17) , 

L'emploi des méthodes classiques d'électrophorèse 

donnent pour l'urine des schémas assez médiocres. En electro- 

pl-iorèse sur gelose (Figure 2 ; p. la), on remarque en parti- 

culier une plus grande mobilité de l'albumine urinaire par 

rapport au schéma du serum et l'apparition d'une zone floue 

entre les Br et Les ,-globulines. 

D'autre part, des travaux d'ordre chimique et 

irrununologique ont permis de caractériser puis d'isoler 

quelques-uns des glycoprotides présents dans les urines de 

sujets sains, 





Figure 2 

Electrophorèse de sérum et d'urine normale d'après 

la méthode de WIEME (85) . 

Figure 3 

Schéma imrnunoélectrophorétique d'urine normale. Comparaison 

avec le sérum normal. 

L'antisérum est un antisérum de cheval anti-sérum humain. 



Avant dr6tudier les tentatives de frac.t-.~c)an^nlen?nlcri 

des glycoprotéines urinaires, nous proposons d'étudier les 

cron2posés dGf-bo-i s et- dc l e s  classer en quatre groupes : 

les zanposés d'origine sérique ; 

~ ~ i ' ~ 3 t e i n ~ ~ ~ - - 1 n r 1 . n a i r e s  d'origine plasmatique 

a) &e? çi5rsmucaTdes 

LES méthodes immunologiques (méthode de OUCH- 

TERLONY et im.unu61ectraphorèse) ont confirmé l'origine sérique 

de certains glycoprotideâ urinaires decelés en électrophorèse. 

La figare 3 (p. 1 8 ) ,  montre une immunoélectro- 

phor2çe de sérum et dkuine contre un anti-sérum de cheval. 

Lkrine donne une d i z a i n e  d%rcs de précipitation. Ces méthodes 

associees aux techniques dkultracentrifugation et de diffusion 

libre, ont permis l'identification plus précise des composés 

plasniatiques de l\ux-ine : GRANT ( 8 6 ) ,  PATTE et al. ( 8 7 ) ,  

XEUTEL et a l .  488) , B I S E R T E ,  HAVEZ et HAYEM-LEVY (89) , HEREMANS, 
V M W I . ; i  et HERFXAAS (901 ,  DE VAUX St CYR et al. (91 )  . 

O n  admet généralement la présence régulière 

dans l'urine normale d'une vingtaine de protéines sériques dont 

la plus grande partie est identifiée. 

CE? S O E ~  : 

. La préalbumirae de SCRULTZE (92 )  

L'albumine : GRANT (93) 



L ' C L  --séroni~icside : PATY'E et al, (94) 
1 

L @ ü: --lipsi>roZ:.GPne : I3ERlJ.GU.RD (95 1 
1 

1,' u --ant.ii:r!Laj:,.;ine : PATTE et al. ( 9 6 )  
i --- 

i,5a .--...- ,Cs r: ,, ~é--l;: . I I  :, E R  ( 9 7 )  

L,'Iiapid:~i~1L~uiii1e : IZATl'i: - et - -71. ( 9 8 )  

1,' J i  l - r O ; ? ~ t ' . ,  ; l ~ k l ~ ~ ?  inc : BldRGCA:ILI (99) , REVILLARD ( 1 0 0 )  ." 
i,a t , i a & , s f  :.xr j n ~ .  : YA5"L'E --- et al_, {lOE) 

* t A .  1 : B R  ( 1 0 2 )  
1 

Lta I q 4 - y l o b i i l j n c  : PATTE -- e t  al. ( 1 0 3 )  

La i - ibsixîo~~Cnê : Hr:KGCARD (104) 

La Zn-a -qlycoprotGine 
2 

c:n composant de groupe sanguin 

C'es cinq dernières ont été identifiées par 

BERGGAR3, LLEVE e t  BEARN ( 1 0 6 )  . 

En outre, CORNILLOT, BOURRILLON, MICHON et GOT (107) 

ont isolé une 8-globuline de constante de sédimentation 3,5 S 

différente de la'e(i7S par sori poids moléculaire et ses carac- 

teristiques i.mnunochimiyues et qui serait un produit de 

dégradation des globulines ç@riques. 

Les principales caractéristiques des protéines 

plas~nnti.ques de l'urine par rapport aux protéines du sérum 

sont dbavoir un poids moléculaire plus faible et une partie 

?lucidique plus importante que les fractions correspondantes du 

plasma : BERGGART> (108, 1 0 9 ) .  



Les u ~ i n ; . , i  cont ienr ient  d ' a u t x e s  g lycop ru tC i i  ; 

qrii prox~iei lnc~nr c i i i  sal-:c~, Cc; < , c i r ~ t  des p r o t é i n e s  d e  f a i b l e  p o i  

m f ? l  f i c s ~ ? a  i r v ,  <!+>li:5t:ç <i,~ ptcot- ri,i.i-6s b i .n logiques  impcs tan teç .  

C -  2-ont;, les ha c[z p r o 5  ;i  CS, l a  cari-icol-ropine, 1 ' Eryt'rar, 

Z; ~ï.ELtinc et, Ic:ç i,.irhr;.iinnct;.s. :;uo.iipe san7uin .  

L a  s e u l e  5oncdotxopine u r i n a i r e  que l ' o n  

t rouve cn  quariti t i2 cipprSc; i , i l ? l = :  est l a  gonadot rop ine  du chori.on, 

p- : ,?scnt~  dana ? ~ ~ ~ r n e =  de: f :  , L I ~ C  cnccin te .  E l l e  a  eté é t u d i é e  

F, .r-ti. ici1l$2rezrlen t par  GT;RILl, i3fiCHLfiFFN et FiILSCIN ( 11 O) . GOT e t  

I_'.;:rF!K'CLT:Ob ( 1  11) ont montre q i . 1 ~  l a  gonadot rcp ine  humaine 

I : C ~ : ; ' ; ~ L ~ ~ L I C L ~ . ~ : ~ ~  II> e s t  i n a c t  h\.;e par l a  n e u r m i  n idâse .  

1 CZI ~ o i - t i c c ) i - ~ ~ . ~ p i n e  a s i g n a l é e  p a r  BONAR 

et PE,Rr<Ji:S ( 1 1 2 )  . 

Il existe iine subs t ance  dans  l e  sang e t  dans 

l'urine ch:; anijriainx e t  dci; i-iomes anémiques q u i  s t i m u l e  

1 ' 6'?1-ytl"il 0]i03C'j~.2. 

IIGPGSr3!\1 et 'LOEIA ( 1 1 3 )  f u r e n t  l e s  premiers ,  

e n  1-95.1, d6nian t r r r  une  a c t i v i t é  é r y t h r o p o ï é t i q u e  dans  

l ' i i r i r i c ,  Par 2 3 %  t rac t  i o n  ? I c ~ ) o l i q u e ,  EiODGSON e t  a l .  ( 1 1 4 ,  115) 

i~ .~ . c r~ t c i iGren t  l'activitc ( 1 . 3 . q ~  u n e  subs t ance  a d i a l y s a b l e  qui 

conticri- des  kcxo.<cs, dc:s o s a a i n e s  e t  d e s  a c i d e s  s i a l i q u e s ,  

Coiil nl: ' h.<pc1rini,  I 9Crythrc31:oiStin2 u r i n a i r e  donne urls réa=-ic? 1 

r i iC. ;  7 -.h ~:orncitkclire av~2ii l e  hlclii da t o l u i d i n e  : FJINKERT e t  a l .  (1 1 ,) 

i , r n  c;ilycr)pi-oteincs a y a n t  ux) 2 a c t  i v i  tg de  <ric:i;?e 

sari:-;iin ~ : ~ - , ~ i t  CJ ",r %-;!-I-CII:~T~ t i r l ~ n t i f  iGes par lciirs réact;iofiz; u - C r -  

3 . r )~ :  ir~l:~::: n17~c Ics  ;irjpt h ~ o , - ~  k z ç .  011 12s a i d c i i t i f i & s  dans 2,. 



nombreux liquides biologiques, tels que mucines gastriques, 

salive! urine. 

Dans l'urine, FREUDENBERG et EICHEL (117,  1 1 8 )  

étudient des substances ayant une spécificité pour les grotipes 

sanguins A, O, B. La substance à activité de groupe A est 

généralement plus abondante et plus facile à isoler. LVactivitL 

de groupe sanguin pour les substances se rapportant aux groupes 

A et B a été démontrée par KING, FIELDEN et BOYCE (119) et 

KING, FIELDEN, GOODMAN et BOYCE (120). Ces glycoprotéides 

renferment jusque 8 0  p. 100  de glucides totaux, essentiellement 

du galactose, du fucose, de la N-ac6tylglucosamine et de la 

N-acétylgalactosmine. 

2' - Les uromucoTdes 

a) La qlycoprotéine de TAMM et HORSFALL 

Avec un antisérum obtenu contre des "colloïdes" 

urinaires totaux et absorbé avec les protéines plasmatiques, 

GRANT (121)  montre la présence dans les urines humaines de 

12 composés antigéniques au moins qui ne peuvent être détectés 

dans le sérum. Il est le premier à décrire des schémas d'immune- 

électrophorèse obtenus de cette façon. 

L'un de ces composés est la glycoprotéine de 

TAMM et HORSFALL (122,  123) qui e s t  le seul uromuco"ie isolé 

jusque maintenant. C'est une "mucine" insoluble à froid. 

L'homme en excrète environ 25 mg par litre d'urine. 

- Préparation 

Elle est précipitée de l'urine totale en amenant 

celle-ci à une concentration en NaCl de 0,58 M. Il se forme 

un précipité que l'on recueille par centrifugation : TAMM et 

HORSFALL (1 24 ) . 



Elle a &té isolée égalernent par précipitation 

éthanolique, precipitation iâoélectrique, par addition d'acida, 

de bromure de cétyEtriméthylamronium, d'acide benzoïque : 

ANDERSON ( 1 2 5 ) ,  ANDERSON et MAC LAGM (126, 127)  par 

ultracentrifugation : ADA et. GOTTSC)IALK (128). 

- Nature physico-chimique 

Sa composition en glucides a été étudiée par 

GOTTSCHALK (129) et par O D I N  (130). Elle contient environ 

2 0  p. 1 0 0  de sucres liés et 9 p. 100 d'acide sialique (Tableau 

p. 2 4 ) .  On voit qu'elle varie selon les auteurs et l k n  peut 

se demander s'il ne s'agit pas d'un mélange, bien qu'elle se 

comporte en é8ectxophorèse (PELMANN, TAMM et HORSFALL) (131) 

et: en ultracentrifugation ( T M ,  BUGHER et HQRSFALL) 1132), 

comme une substance homogène. 

1 
La composition en Wno-acides a été étudiée 

spécialement par MAXFIELD et STEFANYE (133), FRIEDMAN et JOHNS0 

(134) et par FLETCHER, NEUBERGER et RATCLIFFE (135) (Tableau VI 

p. 25). Ces derniers auteurs (136) ne peuvent mettre en évidenc 

d'amino-acides N-terminal dans la glycoprotéine native, mais, 

après action du bromure de cyanogène, ils obtiennent un 

amino-acide N-terminal par sous-unité correspondant à une masse 

moléculaire de 79 O00 - + 6 000. 

Des études en ultracentrifugation de MAXFIELD 

(137) ont montré que la substance décrite par TAMM et HORSFALL 

est un mélange de deux composés principaux ayant des constantes 

de sédimentation de 20 S et 65 S et des poids moléculaires de 
6 7.10~ et 28.10 respectivement. Les deux formes ont le même 

comportement électrophorétique et sont également visibles au 

microscope électronique, sous forme de filaments flexibles : 

MAXFIELD (138). Les molécules les plus grandes seraient des 

tétramères des autres, associ6s côte à côte ou bout a bout 
(voir la figure 4 ; p. 26). 
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TABLEAU VI 

Composikion en amino-acides de 

la glycûprotéine de TAIW et HORSFALL 

(en residus pour 1 0 0  résidus dans la protéine) 

NAXFSELD FRIEDMANN FLETCHER 
: et ÇTEFmYE (a) : et JOHNSON (a) : et al. 

(146) (147) (148) 

Acide aspartique 11. , 8 3  il ,75 10,90 

Thréonine 

Sérine 

Acide gluta~ique Q , 5 5  9,22 .. 8,44 
Proline 5 , 6 l  4,73 4126 
Glycocolle 

Alanine 

Valine 

Cystine 

Méthionine 

Isoleucine 

Leucine 

Tyrosine 

Phénylalanine 

Lysine 

Histidine 

Arginine 

Trypotophanne 

6,40 

8,41 (b) ' 

2,05 

2,46 

7,58 

3,83 

3,14 

2165 

2,67 

4,49 

1,68 

(a) Recalculé d'après les données des auteurs 

(b) Détezminé en acide cystéique 



Figure 4 

La glycoprotéine de TAMM et HORSFALL, vue au microscope 

électronique d'après MAXFIELD (149). 

La marque représente 1 p. 

Figure 5 

Analyse imrnunoélectrophorétique de l'uromucoide 
(Anode à gauche) 

- Anti U : sérum de lapin anti-uromucoide 

- Anti S : sérum de lapin antisérum humain. 



En imunsêlectroplïorèse (GRANT (1 5 0) , HEREMANS 

et al, (151) , VAERL\IAN 1-4. HEREXAN ( 1 5 2 )  ) , elle migre entre -- 
l 'albumine et 1' p- aq8cibu.kine. 1 .L  apparaît un arc de précipi- 

2 
tation à dc.able incurva."e~~n et on ne sait pas, à 1 'heure 

actuelle, s 2iL E? -,"ayit de deux cornposés distincts ou simplement 

de fçrrnes pr,lyxh&res c i i k f 6 - c c ~ e ç  de la glycoprotéine (Figure 5 

- Propriétés -- biologiques et physiologiques 

La glycoprotéinc de TAb/lM et HORSFALL possède 

la proprieté de se co~nbiner avec les virus de l'influenza, des 

oreillons et ~112 ~ . a  maladie de IJElVCAÇTLE et d'inhiber ainsi 

la r5aL:kicm d 9liémagglutlnatim er,tre les hématies et les 

vi;us. 

sensiblement constant chez l'homme adulte, 

le taux~dOexcréti.on de la glycoprotéine diminue avec l'âge 

et parallèlement on observe des taux plus élevés chez les 
*. 

enfants a SUDHOF, KRIEGER, SCHULTZ (153) . 

b) Autres uromuco~des 

- La subçt.ance de DONAGGIO - 

La substance de DONAGGIO (154, 155, 156) 

décrite en 1331, responsable du "phénomène d'obstacle", 

caractéristique de l'état de fatigue ou de certaines maladies 

typhozde, rhumati-s~ne, cancer, a été isolée et identifiée à une 

glycoprotéide par TAYEAU (157) et TAYEAU, BISERTE, MONTREUIL 

et MARQUEVIELLE (158). Ça composition est donnée dans le 

tableau VI1 (p. 28). 

Cependant, il semble d'après les travaux 

de TAYEAU, JENSEN et F43ISS (159) que le "phénomène d'obstacle" 

soit dû aux variations quantitatives des glycoprotéides 

urinaires et la substance de DONAGGIO ne représenterait que 

l'ensemble des mucoldes urinaires. 
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- qIy~;2p;g?t6ines de ALWERSQN et M_AC LAGAN -- --- 

ANDERSOLV et PiWC LACm (161) ont décrit une 

métl-icde d'isa1erticn-l. dQian ~t!ucolde u r i n a l . r e  par adsorption sur 

l'acide be~zroGqt~e p u i s  dissolution dans I sacétone. Ils obtien- 

nent dexx Lract ions ,  dpx>el~.5es "muc~pr~té~nes A et 43" , chimique- 
m e c t  t r B s  çer~iblabîeâ,  corltenant-. i O r 5  p. P O 0  d'azote et 14,4 

p. 1 0 U  d kc:;fx-iiaizcç (Ta~leav.  VIX ; 12, 2 8 )  , 

'3n .La.i.t, s 'il s8agit d ' u n  mélange complexe 

dont l8kii5t6rog6n&it6 a étc msntree en imrnunoélectrophorèse 

par BAYEQ-LEVU ( 1  62 3 q u i  i d e n t i f  le I 'ooxosomucoXde, une a - 
2 

globuIinaep *!qe 13 --- et une 13 --globuline. La preparation 
L 2 

renfermi i ~ u t ~ e ,  des substances à spécificité de groupe 

sanguin ,  des inhibiteurs de L'hémagglutination de virus et des 

gonadotr~pineç : ANDERSON, LOCKEY et M C  LAGAN (163). 

- -- Le rnucopokyoside de DI FERRANTE 

De merrse, le rriucopolyoside isolé par DI FERRANT1 

et RICW ( I & $ ) ,  au moyen de la precipitation au cétavlon et 

apparemment identique au chandroitine-sulfate est un mélange , 

complexe de MPA, contenant Egalement la glycoprotéine de TAMM 

et HORSFALL et sans doute dhutres glycoprotéines. 

Ii existe dans l'urine un grand nombre de composéz 

de masse moléculaire inférieure à 15 000 et renfermant jusqu'à 

80 p. 100 d'osesG Bans cette catégorie entrent les "glycopep- 

tides" de RLZX { 1 6 5 ) ,  BOURRILLON et al. (166, 167), HAKOMORI 

et al, (168), et Les "miaeosaccharides" décrits par MIETTINEN -- 
(169, 1'70). 

IL est malaisé de définir exactement ces 

constituants urinaires lorsque les auteurs les fractionnent 



en utilisant des méthodes diffcrentes d'extraction. T,es 

co~tiparaisons ne sont possibles que lorsque des subsJ:ances 

pures peuvent Et.re isolees  e k  que  leur compoçitîon en oses 

et acides amines est dét-.ermiil:,S 

aj cles giycogeptides r~ches en acide sialique, 

b)  des glycopcpkides riches en fucose, 

c) des glycopeptiiics riches en osamines, 

d) des giyc:apcptldes riches en acide uronique, 

e) des gLyeopegtides riches en hydroxyproline. 

G k y c u ~ s e  CJ .des  riches crk acide sialique --"L-.L.J ----------__ 

Dans le fractionnement éthanolique mis au 

pcint par 3 0 U R R l I ~ L O ~ J  ei-. al* (l.71) , les glycopeptides se trouven 
dans la fraction soluble dans i'éthanol à 50 p. 100. Bien que 

présentant UR seul pic en ultracentrifugation (1 S ) ,  cette 

fraction se revèle tr6s héterogène en électrophorèse. Elle est 

coristitu6e de galactose,  glucose, mannose, fucose, glu cos am in^, 

galacto~a~ine et- acide sialique, c'est-à-dire les mêmes cons- 

tituan-ts ylilcidiques que ceux des glycoprotéines sériques. La 

teneur en glucides est irss Cilevée et peut dépasser 90 p. 100. 

Tout récement, CARRION, BOURRILLON et CABEZAS 

(172) ont isolé et caractérisé deux sialogZycopeptides 

particulièrement riches en acide sialique (30 p. 100) (voir 

Le tableau VILI ; p. 3 3 ) .  D'après les auteurs, ces glycopeptide, 

seraient d'origine tissulaire. 

b)  g a ~ o p e p < ~ e s  riches en fucose 

Des fractions glycopeptidiques riches en 

fucose sont decrites par LUNDBLAD (173). Par gel filtration 



et électrophorèse préparative, l'auteur obtient trois 
glycopeptides assez purs pour êtrc caractérisés chimiquement, 

Ces fractions a haut pourcentage de fucose et faible taux 
d%cide s i a l i q u e  ont une composition proche des antigènes 

de groupe saxiguln mais ils sont sérol-ogiquement inactifs. 

WAKOMORI, K9WAUCHI et ISHIMODA (174) ont étudié 

les glycopeptidcs dialysables de l'urine normale et isolé 

t-ois composzs renfermant outre des acides aminés, du glucose, 

dix gaPactor3e et du fucose,  composition proche de glycopeptides 

du tissu conjcnctif de l'aorte. Leurs propriétés chimiques 

indiquent une structure N-peptidy1.-1-cétosamine (voir tableau 

v r s i  ; p. 3 2 ) .  

c) GLycopeptides riches en osamines 

MAC GALE et JEVONS (175, 176, 177) utilisant 

le fractionriement sur Zeocarb 225 puis la filtration sur 

Sephadex G 25 et des électrophorèses préparatives, caracté- 

risent deux glycopeptides riches en osamines, sans acide 

uronique, et dont l'un est dépourvu d'acide sialique (Tableau 

VI11 ; p. 32). 

D'autres composés de faible poids moléculaire 

et contenant des osamines ont été signalés par PECHAN (178), 

BRADA (179) , VERMOUSEK et BRADA (180) . Ce sont en partie 
des oligosaecharideç mais aussi des glycopeptides qui, pour 

13. plupart, sont dialysables. 

d) Glycopeptides riches en acide uronique 

BASU (181) a récemment isolé et cristallisé 

un glycopeptide urinaire, contenant de l'acide glucuronique. 

A notre connaissance, c'est le seul composé urinaire qui ait 

été jusqu'à présent cristallisé. 





La partie peptidique est constituée de serine, 

glycocolle, alanine, acide aspartique et acide glutamique, La 

partie glucidique renferme du galactose, du xylose, de l'acidt 

glucuronique, de la glucosamine et de la galactosamine (Tableau 

VI11 ; p. 32). Ce glycopeptide provienkait du métabolisme des 

glycosaminoglycannes. 

Le glycopeptide de CWERIAN et RADHAKRISHNm 

( 1 8 8 )  contient également de l'acide glucuronique. 

e) Glvcopeptides riches en hydroxyproline 

En 1965 ,  CHERIAN et RADHAKRISHNAN ( 1 8 9 )  ont 

décrit un glycopeptide caractérisS par une partie glucidique 

riche en acide uronique et surtout par une partie peptidlque 

riche en hydroxyproline et sarcosine (Tableau VI11 ; p. 32). 

La présence de proline et d'hydroxyproline semblerait indiquer 

que ce glycopeptide dérive du collagène. Mais l'existence 

de sarcosine qui ne se trouve pas dans le collagène et la 

nature du glycanne suggèrent qu'il dérive d'un groupement 

protéine-glucide plus complexe. 

Enfin, BOURRILLBN et VERXAY (190 )  ont trouvé 

également deux glycopeptides à proline et hydroxyproline dans 

le surnageant alcoolique S50. 

En conclusion, la fraction glycopeptidique uri- 

naire, plus importante pondéralement (60 -70  p. 1 0 0  de l'adialy- 

sable total) que la fraction glycoprotéinique semble être aussi 

complexe, si ce n'est plus, que cette dernière. 

La différence de composition existant entre les 

glycopeptides étudiés montre une différence d'origine de ces 

composés. On considère souvent que ce sont des produits du 

métabolisme soit de glycoprotéines, soit de glycosaminoglycanne 

de poids moléculaire plus élevé. En effet, le taux d'excrétion 



de certains glycopeptides augmente dans les processus inflan- 

matoires et néoplasiques : MASAMUNE ( 1 9 1 )  , DI FERRANTE (192 )  . 
Mais une origine post-rénale ne peut être exclue. 

4' - Les complexes MPA-protéines 

Bien que n'étant pas de nature protéique, les MPA 

doivent être mentionnés ici parce quyls se trouvent le plus 

souvent associés à des protéines ou à des chaînons peptidiques 

par des liaisons O-glycosidiques de sérine et de thréoni-ne. 

De nombreux travaux ont été réalisés sur ce sujet, concernant 

le mode de liaison dans les mucopolysaccharides de tissu 
/ 

conjonctif en particulier : MULR ( 1 9 3 1 ,  RODEN et al. (1941 ,  
/ 

L I N D A H L  et RODEN ( 1 9 5 )  . 

Un chaînon chondroitine-sulfate-polypeptide a éte 

isolé à partir des MPA urinaires par VARADI, CIFONELLZ et 

DORFMAN ( 1 9 6 ) .  La partie peptidique est particulièrement riche 

en sérine, glycocolle et acide glutamique. 

C - FRACTIONNEMENT DE L'ADIALYSABLE URILIAIRE 

De très nombreux travaux ont été effectués pour 

tenter d-soler des entités glycoprotidiques à partir de 

l'adialysable urinaire. Nous Gtudierons les plus significatifs, 

en les classant d'après les méthodes de fractionnement utilisée 

1 - Précipitation alcoolique 
2 - Précipitation par le sulfate d'ammonium 
3 - Ultracentrifugation 
4 - Filtration sur gel 



1' - Précipitation alcoolique 

BOURRILLON et KAPLAN (1971 fractionnent les cor,~posés 

urinaires selon leur solubilité dans l'éthanol à differentes 

concentrations. Leur méthode, décrite en 1960, est schématisé:. 

dans la figure 6 (p. 36 3 .Ils obtiennerit ainsi quatre fractions, 
pr6cipitsblcs a 50, 60, 80 et 90 p. 1 0 0  d'alcool qu'ils 

analysent qualitativement et quantitativement. Les principaux 

résultats sont groupés dans le tableau IX (po 37). 

La fraction F 50 est la moins riche en glucides, 

Par immunoélectrophorèse contre un antisérum normal, on y met 

en évidence sept protéines d'origine plasmatique, dont certainc 

ont été caractérisées comme nous l'avons vu précédemment. 

Les fractions F 60, F 80 et F 90 n'ont pas de 

caractère antigéniqus vis-à-vis de l'antisérum humain. On y 

trouve en majeure partie des composés de poids moléculaire 

inférieur à 15 000, de nature glycopeptidique. 

De cette étude, complétée par d'autres travaux 

de sous-fractionnement, en particulier ceux de BOURRILLON, 

GOT, MICHON (198) et de BOURRILLON, GOT, CORNILLOT (199) , il 
ressort une complexité indiscutable de l'adialysable urinaire. 

DISCHE -- et al. (200) proposent un schéma de 

composition des glycannes des glycoprotéines urinaires ultra- 

filtrables mais non dialysables, après un fractionnement par 

l'isopropanol à quatre concentration différentes : 67, 75, 83 

et 87 p. 100. La solution surnageante de la fraction 87 p. 100 

est, en outre, précipitée par l'addition de sept volumes 

d'isopropanol et de huit volumes d'éther sulfurique. 

Ces cinq fractions, soumises à l'électrophor2se 

préparative en flot continu, donnent quarante sous-fractions 

caractérisées par leur rapport acide sialique/fucose et par 

leur mobilité électrophorétique ; toutes sont hétérogènes. 
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L e s  a u t e u r s  o n t  t e n t é  de  c l a s s e r  l e u r s  p r é p a r a t i o ~ z  

g l y c o p r s t é i d i q u e s  d"aprèç l e u r  composit ion g luc id ique  e t  i l s  

proposent  de l e s  conipduer avec les  d i f f é r e n t s  g lycopro té ides  

t i ç s u l a . i r e s  d'oU ils t i r e r a i e n t  l e u r  o r i g i n e .  

f ixt - :L: ip~ t -a t ion  p a r  l e  sulfate d kmmoniurn -- ------- ----mm-. -- 

J<AO --- et a l .  ( 2 0 3 ,  SC)$) ,  o n t  d é c r i t  une méthode 

s imple  de frattionnement de X ' ad i a ly sab le  u r i n a i r e  q u i ,  s e l o n  

l e s  a u t e u r s ,  a l ' a v a n t a g e  de ne pas d é n a t u r e r  l e s  composés. 

Aprks é I i m i n a t i s n  de  la g lycopro té ine  de TAMM e t  

HOKSFALL, L'adialysak~le urinaire est  p r é c i p i t é  p a r  l e  s u l f a t e  

d%axmct;~iur~ 3 0 0  p. BOO. Le p r 6 c i p i t é  ob tenu ,  exempt de mucopoly- 

s accha r ides  e t  (le g lycapep t ides ,  e s t  à nouveau t r a i t é  p a r  des  

croisçsnteç de s u l f a t a  d'ammonium c e  q u i  permet 

de sSparer  les g l y c o p r o t é i n e s  en groupes de  po ids  molécu la i re  

d é c r o i s s a n t .  Une eh r~ rna tog raph ie  s u r  DYAE-cellulose permet 

aux a u t e u r s  de c l a s s e r  les composés u r i n a i r e s  s e l o n  l e u r  t aux  

d ' a c i d e  sialique. Mais t o u t e s  l e s  f r a c t i o n s  obtenues  s o n t  

hétérogenes e n  é l ec t rophorèse .  

a )  Travaux de  BERGGARD 

BERGGARD ( 2  0 5 )  emploie l a  méthode d  ' u l t r a f i l -  

t r a t i o n  en t u b e s  de ce l lophane  Visking pour f r a c t i o n n e r  l ' u r i n e  

a p r s s  a v o i r  c a l i b r é  l e s  membranes u t i l i s é e s  e t  o b t i e n t  t r o i s  

f r a c t i o n s  p r i n c i p a l e s  A ,  B e t  C. 

L a  f r a c t i o n  A ,  de  po ids  mo lécu la i r e  compris e n t r e  

30 000  e t  4 0  000,  c o n t i e n t  t o u t e s  l e s  p r o t é i n e s  s é r iques  

e x c r é t é e s  dans  l ' u r i n e ,  sauf une p a r t i e  des  a-globul ines  de  

f a i b l e  poids mo lécu la i r e  qu 'on r e t rouve  dans B. Les f r a c t i o n s  B 



(mol6culri.s de PM 10 000 à 1.5 000)  et C (molécules de PM 4 O, . i ) )  

sont compos6es essentiellement de glycopeptides. Dans vhacune 

de ces fractions, L'auteur met en évidence plusieurs composés 

à acide uronique, correspondant à dcs mucopolysaccharides plu2 

ou moins polymérisés. 

Le fractionr1ern~:nt est reproductible niais donne 

des conpos5s Cr$- hetërcg&ncs, 

b) Travaux de EOYCE, KING et al. (206) ----- 

Les auteurs proposent une technique de frac- 

tionnement reproductible et tentent, pour la première fois, 

d'effectuer la synthèse aes résultats obtenus par d'autres 

travaux* 

Le mode operatoire est résumé dans la figure 7 

(p. 41) et les résultats concernant l'analyse des trois fractior 

principales sont rassemblés dans le tableau X(p. 4 2) . 

La fraction ultrafiltrable UFO, qui représente 

67 p. 100 des composés urinaires, contient des glycopeptides, 

des substances 2 activité de groupe sanguin et une partie 

des mucopolysaccharidcs acides précipitables au brorn~re de 

cé ty l t r i r r i é thy la in rno~~i t~m.  K I L J G  et BOYCE (207) ont sous-fraction- 

né ces derniers par le sulfate d'ammonium, ils obtiennent 

6 sous-fractions riches en acide uronique, mais aucune n'est 

une entité physico-chimiquement définie. 

Dans la fraction non ultrafiltrable, on peut 

distinguer RI qui est constituée par la glycoprotéine de TAMM 

et HORSFALL (208) et RSI. Cette dernière préparation a été sous- 

fractionnee par une méthode dérivée du fractionnement de COHN 

pour le plasma : BOYCE et KING (209). R S I  contient toute la 

sérum albumine de l'urine et toutes les protéines sériques de 

plus grande taille que l'albumine. Parmi les composés plus 

petits, des substances de groupe sanguin sont identifiées par 



chromatograpl i ie  s u r  D E A E - c e l l  u l o s e  : R I N G ,  FIELDEN, GOODMAN 

et BOYCE ( 2 1 0 )  . E n f i n ,  e n  a s s o c i a n t  l a  p r é c i p i t a t i o r l  p a r  L e  

s u l f a t e  d+mmonium e t  la chromatogrsph ie  s u r  DEAE, l e s  a u t e u r s  

i s o l e n t  les  i a u c o p o l y s a c c h a r i d ~ s  5 p a r t i r  de l a  f r a c t i o n  RSI. 

Les r 6 s u l . t a - t ~  d c  BERGGARD (211) s o n t  d i f f i c i l e r r i s r  

coiriparables à ceux  d e  B!lYCL: -"- - --- a l .  (212) c a r  ces d e r n i e r s  n'o:it 

p a s  de te rmin6  l a  l i m i t e  de t a i l l e  des  rîlolécules u l t r a f i l t r a b l c z  

Cependant ,  d t a p r 6 ç  l e u r  compos i t ion  c e n t é s i m a l e ,  une p a r t i e  

de l a  fract i01-i  M de BERGGARD ( 2 1 3 )  c o r r e s p o n d r a i t  à l a  f r a c t i o r  

non u l t r a f i l i - r a b l e  RSI d e  BOYCE e t  a l .  (214) e t  aux f r a c t i o n s  -- 
CPC II e t  MPA + g l y c o p e p t i d e s  d e  KA0 e t  a l .  ( 2 1 5 ) .  

$':il t r a t l o n  s u r  - gel  -- 

L a  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  d e  d e x t r a n n e  ou t a m i s a g e  

m o l é c u l a i r e  permet  un f r a c t i o n n e m e n t  d e  b a s e  d e s  c o n s t i t u a n t s  

d ' u n  mélange s e l o n  l e u r  t a i l l e  r r io lécula i re .  C e s  d e r n i è r e s  

années ,  c e t t e  méthode a  é t é  employée p a r  d e  nombreux a u t e u r s  

pour p u r i f i e r  d e s  p r E p a r a c i o n s  d e  composés u r i n a i r e s ,  en  

p a r t i c u l i e r  : BERGGAIZD (2161,  S'TCVENSON ( 2 1 7 ) ,  IIAKOMORI (21G),  

BOURRILLOPJ ( 2 1 9 )  ou pour les d o s e r  : MAC K E N Z I E  e t  a l .  (220) ' ,  

DAVIS, FLYNN e t  PLATT ( 2 2 1 ) .  

MIETTINEN (222,  2 2 3 ) ,  a p r è s  p a s s a g e  d e  l ' u r i n e  

c o n c e n t r é e  s u r  SephadexG-25, o b t i e n t  avec  une bonne repro-  

d u c t i b i l i t é ,  q u a t r e  f r a c t i o n s  A ,  B,  C I  D d o n t  l a  compos i t ion  

est donnée dans  l e  t a b l e a u  XI (p .  4 2 ) .  La f r a c t i o n  A c o n t i e n t  

l e s  c o l l o ï d e s  u r i n a i r e s  e t  l e s  mucopolysacchar ides  e t  r e p r é -  

s e n t e  l ' a d i a l y s a b l e  u r i n a i r e  q u ' i l  es t  a i n s i  p o s s i b l e  de  

s é p a r e r  f a c i l e ~ l i e n t  d e  l a  f r a c t i o n  d i a l y s a b l e .  

D ' a u t r e  p a r t ,  MIETTINEN e t  HUTTUWEN (224) ,  p a r  

chromatographies  s u c c e s s i v e s  s u r  Dowex 2  e t  s u r  Charbon-Cél i te ,  

mont ren t  l ' h é t é r o g é n é i t é  d e s  zones B e t  C ,  c o n s t i t u é e s  en 

majeure  p a r t i e  d e  s u b s t a n c e s  d i a l y s a b l e s .  
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LUiWBLAD et BERGGAKD (2 3 0) obtiennent des 

résultats concordants par gel flltrztion sur Sephadex G-25 

du matériel urinaire uJ_trnfiZtrai~l-~= Ils déterminent par 

dosage des hexoses à l ' dan th rone ,  le profil de six pics repro- 

ductibles, corrcspondanf: aux fractions B et C de MTETTINEN 

( 2 3  1) et les éti~dicr-iL. 

De pLiis, la qel filtration sur Sephadex G-25 et 

(2-75, associée à .LCélec-tropl-lorèse de zone, a permis à LUNDBLAD 

(232,  233 )  d"iisi>lcr trois glycopc2tides à taux élevés de fucose 

dont nous avons vu la composition dans le tableau VI11 (p. 3 2 ) .  

La filtration sur Sephadex G-50 a été employée pa: 

VARADI,  CIFONELIJIC et DCIRFNAN (234), dans une étude sur les 

mucopolysaccharldeç acides. Les auteurs séparent l'adialysable 

urinaire er: deux pics : 

- Le premier contient les acides uroniques 
mucopolysaccharidiqueç. 

- Le second pic, de poids moléculaire plus 
faible, contient également des acides uroniques mais, cette 

fois, non precipitables par le Cétavlon et dont la nature 

n'a pas été determinée. 

HARRISSON et NORTHAM ( 2 3 5 )  utilisent de la 

Sephadex G-100 en colonne ou en couche mince. Associée à une 

étude électrophoretique et immunochimique, cette méthode a 

permis aux auteurs de mettre en évidence, dans les cas de 

maladies rénales, une augtnentation de l'excrétion des protéines 

plus légères que l'al2,umine et des variations de la nature 

de ces protéines. 

Citons, enfin, les travaux des Russes FEDOROV et 

KASATKIN (236, 237) qiii ont tenté de séparer des composés 

de faible poids moléculaire de l'urine humaine sur gels de 

Sephadex G-25, G-50, G - 7 5 .  Dans les conditions expérimentales 

utilisées par les auteurs, le meilleur pouvoir séparateur est 

observé avec les colonnes de G-75-médium. Mais aucune des 

substances isolées n'est homogène. 



D - GLYCOPROTEINES ET CANCER 

L'intéret de la relatiw-1 entre glycoprotéines et 

cancer vient en grande part de lyobservation que les taux 

de sucres lies à des proteines, dans le sang, subissent une 

augmentation significative ci: Gours  des processus néoplasiques 

IQINZLER (238 ,  2393 .  Mais ce ph6namène apparaît aussi dans 

d'autres maladies ct n ' a p p o r t e  prs beaucoup de renseignements 

sur l'état cancéreux. 19 semble donc important de rechercher 

l'apparition de substances specifiques de la présence d'une 

tumeur. 

l0 - 
cancéreux. 

Selon PECHAN ( 2 4 0 ) ,  lkpparition d'un cancer ne 

provoque pas de modification du taux des substances glucidiques 

urinaires de poids moléculaire faible et renfermant des osamines 

De même, STRECKER el MONTREUIL, au laboratoire, n'observent pas 

de variations importantes sur le taux et la nature des poly- 

saccharides. 

En ce qui concerne les glycoprotides sériques, 

les variations quantitatives les plus importantes ont été 

signalées par WINZLER et SMSTH ( 2 4 1 ) ,  dans des expériences réa- 

lisées sur les sérums de sujets cancéreux. L'électrophorèse 

révèle en particulier, une augmentation des glycoprotéines dans : 
zone des a-globulines et principalement au niveau de l'oroso- 

mucoxde. 

Dans l'urine des variations similaires sont 

probables. LOCKEY, ANDERSON et MAC LAGAN (242) trouvent une 

augmentation du taux des glycoprotides, en relation avec le 

degré de dissémination du tissu tumoral. Au contraire, LEYTON 

et al. (243 )  observent, sur 1 0  cas de cancer du col utérin, une -- 
diminution de la diurese et du taux des glycoprotides de l'ordre 



de 50 p. 100 (Tableau XII ; p. 47). Cette diminution s'explique 

difficilement, alors que l'augnientation du taux des glycopro- 

tides dans le sérum et les urines p-ut s'expliquer, comme 

l'a signalé CATCHPOLE (244) par urie dépolymérisation du tissu 

conjonctif au voisinage du tissu tunoral et l'apparition de 

glycoprotides de rnasse moléculaire faible qui diffusent et 

parviennent jusque dans le sang et dans les urines. 

2' - Modifications de - la structure -- des glycoprotides 

BISERTE et al. (245) signalaient déjà en 1957 quc 

la composition en glucides de la fraction glycoprotéinique 

d'urines de cancGreux, isolée selon la méthode d'ANDERSON et 

MAC LAGAN se caractérisait par une teneur plus élevée en 

fucose et une augmentation du taux d'hexosamines conjuguées. 

KALLE, DEBIASI, RARYPIDIS, HEIDE et SCHWICK 

(246) ont montre que dans un cas de leucémie myélolde chronique 

les glycoprotéides présents dans les urines possédaient une 

capacité de liaison avec la vitamine B largement supérieure 1 2  
à la capacité de liaison des glycoprotides d'urines de sujets' 

normaux. Ces mêmes auteurs ont montré que l'une des uroglyco- 

protéines présentes dans les urines de leucémiques, qui 

possédait la capacite de fixer la vitamine B12, était de 

~ ~ O ~ O S O ~ U C O E ~ ~  nimmature'', c'est-à-dire sans acide sialique. 

3' - Isolement d'entités spécifiques du cancer 

Dans les tissus, un "malignolipide" a été 

identifié par KClSAKI et al. (247). HAkOMORI et JEANLOZ (248) 

ont isolé des sphingolipides de membranes à partir d'adénocar- 

cinomes gastrique et bronchique. 

Dans les sérums, BURROWS et NEILL (249) ont mis 

en évidence un polypeptide imrnunologiquement actif. 





Une protéine embryonnaire, l'al-foeto-protéine ou 

fétuine a été trouvée dans le sérum de certains cancéreux ; 

chez les adultes atteints de carcinome primaire du foie, la 

fétuine est présente dans 70 p. 100 des cas : URIEL et al. 

(251) ; elle a été également détectée dans le sérum d'enfants 

atteints de tératomes ovariens et testiculaires par MAWAS et - 
al. (252) et dans le sérum d'adultes atteints de tératoblas- - 
tomes testiculaires par ABELEV et al. (253), en 1967. 

~ * 

D'autre part, la présence d'une a2H-globuline 

d'origine hépatique a été démontrée par immunodiffusion et 

radio-immunodiffusion dans les sérums de cancéreux par 

BUFFE, RIMBAULT et BURTIIi (2541, en 1968. Elle est présente 

dans 50 p. 100 des cas chez les cancéreux, mais aussi dans 

20 p. 100 des cas chez les malades non cancéreux. 

Dans les urines, les substances spécifiques 

étudiées jusqu'à présent sont les suivantes : 

a) La toxohormone 

La toxohormone est une substance (ou un 

groupe de substance) produite par les cellules cancéreuses 

vivantes et trouvée dans les tissus, le sang et les urines 

des cancéreux. Elle possède la propriété d'inhiber la catalase 

hépatique. Ces recherches ont été effectuées surtout par 

NAKAMARA et al. (255) et en ce qui concerne les urines, par 

MASAMUNE et al. (256). 

Il a été démontré que la perte d'activité de la 

catalase était liée à la croissance de la tumeur. La toxohor- 

mone n'agirait pas directement sur les molécules de catalase 

mais elle inhiberait la synthèse de l'enzyme. 



b) Le polypeptide spécifique des urines de 

cancéreux 

En 1958, T U N I S ,  WEIliFELD et SANDBERG (257) 

ont isolé des urines de leucémiques, un polypeptide qui 

provoque l'inhibition de la précipitation des acides désoxy- 

ribonucléiques en présence d'acide trichloracétique. 

Cette étude a été reprise en 1962 par T U N I S  

et WEINFELD (258) qui ont étudié les glycoprotéides de l'urine 

après precipitation par l'acide benzoïque. Ces auteurs 

obtiennent ainsi, pour 78 p. 100 des leucémiques, une "fractior 

II" qui possède la propriété d'augmenter 'la solubilité des 

acides désoxyribonucléiques en présence d'acide trichloracé- 

tique et d'être très stable vis-à-vis de la chaleur. Une telle 

Yraction.11" n'existe pas -ou seulement à l'état de traces 

dans les urines 8e sujets sains. 

Le mucopolypeptide acide de MASAMUNE 

En 1959, MASAMUNE, HAKOMORI et SUGO (259) 

ont publié une méthode permettant de mettre en évidence un 

mucopeptide supplémentaire dans certains cas de cancer, en 

particulier dans le cancer gastrique. 

Ce mucopolypeptide, soluble dans l'éthanol à 

90 p. 100 et le méthanol à 99 p. 100 et insoluble dans l'alcool 

et .l'acétone, était préparé par précipitation alcoolique 

suivie d'un traitement à l'acétate de plomb et d'une nouvelle 

précipitation éthanolique et enfin, repris par l'acétone. Le 

précipité était alors soumis à l'électrophorèse bidimension- 

nelle et à la chromatographie sur colonne de Dowex 1 x 2. Mais 

ce "kappa-inucopeptide" s'est révélé être hétérogène et l'étude 

n'a pas été poursuivie par les auteurs. 



d )  La * -glycoprotéine anormale de HAKOI.1ORI -- -- .-- 

En 1961, HAKOMORI, ISHIMODA, KAWAUTI et 

ETDOH (260) ont isolé et caractérisé une glycoprotéinè anormale 

de l'urine de cancéreux. Les auteurs fractionnent les glyco- 

protéines adsorbables sur l'acide benzoïque par électrodialyse. 

Une des fractions obtenues, riche en sucres mais pauvre en 

acide sialique, présente des variations significatives dans 

sa composition glucidique au cours de la cancérisation ; une 

;<-glycosrotéine a pu être isolée. Cette 8-glycoprotéine est 

caractérj-sée, en comparaison avec la 8-glycoprotéinc normale 

p x r  : 

- un poids moléculaire 3 à 4 fois plus élevé, 

- un degré de branchement 2 à 2,s fois plus 

c-rard ,  . 

- la perte de glucides, en particulier, la 
diminution du taux oses/osamines. 

HAKOMORI et al. (261) étudient alors, dans 

l'urine de Rat, les variations du rapport hexoses/hexosainines 

et du degré de branchement en oses terminaux en fonction d'un 

cancer provoqué et confirment expérimentalement l'observation 

pr5cédentc. D'autre part, ces auteurs observent que le 

r;lpport oses totaux/oses terminaux est pratiquement doublé dans 

le cas de cancer. Les variations de rapport sont l'indice 

d'une profonde modification de la structure des branchements 

glycanniques. 

e) La qlycoprotéine des sujets atteints de .- 

plasmocytose -,---- - 
WEICKER, HUHNSTOCK et GRASSLIN (262), en 

1363 ,  ont mis en évidence dans l'urine de patients atteints 

f .5  plasmocytose, une glycoprotéine de poids molêculaire 



relativement faible : 19 900, renfermant 38,l p. 100 d'oses 

totaux (soit 16,6 p. 100 d'hexoses, 4 ' 5  p. 100 de méthyl- 

pentoses, 10,2 p. 100 d'osamines et 6,8 p. 100 d'acide 

sialique) . 

L'originalité de cette glycoprotéine tient 

dans la présence de rhamnose, car ce rnéthyl-sentose ne se 

rencontre jamais dans la structure des groupements glycannique~ 

des glycoprotides d'origine sérique ou urinaire. En imrnuno- 

électrophorèse, elle présente une identité antigénique commune 

partielle contre un antisérum anti-humain dans la région 

a -globuline. 
1 

4' - Conclusions 

Ces travaux ont comme point commun d'avoir 

montré que la nature des glycoprotéines urinaires était 

modifiée par l'apparition d'un phénomène de cancérisation. 

Ces modifications ne s'accompagnent pas d'un& élévation 

sensible et spécifique du taux des  glycoprotéines urinaires 

mais portent essentiellement sur l'existence de substances 

modifiées dont l'étude demandera la rriise en oveuvre de methodes 

d'analyse très fines. 

IV - CONCLUSIOAS 

Si l'on fait exception des protéines sériques, 

de la mucoprotéine de TAMY et hORSFALL (263) et de quelques 

glycopeptides, il n'y a aucune entité glycoprotéinique qui 

ait été définie dans les urines. 

Le grand nombre et la diversité des méthodes 

de fractionnement employées par les auteurs rend difficile 

l'interprétation des résultats et la comparaison entre les 

différents types de fractions obtenues. D'autre part, aucune 

de ces fractions n'est homogène. 



Devant l a  complexi té  du problème, nous avons 

t e n t é ,  dans  nos  r eche rches ,  d ' é c l a i r c i r  l a  q u e s t i o n  de l a  

composit ion d e  l k a d a l y s a b l e  u r i n a i r e  en c l a s s a n t  les 

cornposés au moyen de l a  f i l t r a t i o n  s u r  g e l ,  a s s o c i é e  à d ' a u t r e s  

méthodes, a f i n  de  pouvoir  d é t e c t e r  pa r  l a  s u i t e ,  d ' é v e n t u e l l e s  

n iod i f i ca t ions  dans d e s  c a s  pa tho log iques ,  en l a r t i c u l i e r  dans  

des  c a s  de  cance r .  



T R A V A U X  P E R S O i i I N E L S  

1 - METHODr;S G E L J E R ~ L ~ ~ S  D'ANALYSE 
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1 - METHODES GENERALES D'ANALYSE 

A - DETERMINATION DE LA COMPOSITION CENTESIMALE EN GLUCIDES 

La composition centésimale en oses neutres 

(hexoses et 6-desoxy-hexoses), en acides uroniques, en osamines 

et en acides sialiques a été déterminée sur l'extrait sec 

à l'aide 6es méthodes suivantes (voir revue générale de 

MONTREUIL et S P I K )  (264). 

*1° - Oses neutres 

Pious avons dosé les oses neutres par la méthode 

à l'orcinol de TILLMANS et PHILIPPI (265) modifiée par 

RIMIlqGTON (266) en introduisant une double correction (SPIK et 

IWL'JTREUIL (267) ; MONTRËUIL et SPIX (268)) : 

- L'une concerne le choix du témoin interne 
utilisé dans chaque série de dosages, nous avons déterminé 

par un dosage au citrate d'aniline (procédé de DATE (269)), 

la composition molaire de la fraction glycoprotéidique des 

urines et nous avons employé comme solution-témoin-interne, 

une solution de composition identique. 

- L'autre correction est destinée à éliminer 

l'interférence des acides uroniques, grâce à une formule de 

correction introduisant les résultats fournis par le dosage 

des acides uroniques par le carbarol sulfurique. 



2O - Acides uroniques 

Nous avons utilisé pour le dosage des acides 

uroniques, la méthode au carbazol de DISCHE (270), en 

introduisant également une formule de correction pour éliminer 

l'interférence des oses neutres (MONTREUIL et SPIK) (271). 

Pour éliminer les erreurs dÛes à la coloration 

des pigments urinaires, une correction a été faite, quand 

cela était nécessaire, en effectuant le dosage avec et sans 

carbazol. 

3 O  - Osamines 

Les osamines ont été dosées par la méthode 

d'ELSOîJ-MORGAN (272) modifiée par BELCHER et al. (273) après 

une hydrolyse des composés par l'acide chlorhydrique 4 N, 

redistillé et exempt de fer, à 100' C pendant 4h en tube 

scellé sous vide. 

4 O  - Acides - sialiques 

Les acides sialiques ont été déterminés par la 

méthode à la diphénylamine de WERîJER et ODIN (274). 

B - DETEWINATION DE LA COMPOSITION MOLAIRE EN 06ES 

l0 - Les oses neutres - 

Les oses neutres ont été identifiés et doses 

par chron~atographie sur papier selon les procédés décrits par 

MONTREUIL, SPIK et KONARSKA (275) . 
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a) Hydrolyse acide et purification des 

hydrolysats 

Les oses 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 : échangeurs de cations (Dowex 50 x 8 : 

forme acide) puis d'anions (Duolite A 40 : forme formiate) . 

b) Chromatoqraphie quantitative 

Les "oses neutres" ont été identifiés par 

chromatograpnie sur papier dans les systèmes-solvants 

suivants : 

. 
- n - butanol/acide acétique/eau (4 : 1 : 5) de PARTRIDGE 

(276), pendant 48 h sur papier Whatman 3, qui donne une bonne 

séparation du xylose et du fucose. 

- pyridine/aeétate dléthyle/eau (1 : 2 : 2) de JERMYN et 
ISHERWOOD (277) pendant 24 h sur papier Whatman 1 qui donne une 

bonne séparation du galactose et du glucose. 

Après séchage des chromatogramrnes, la révélation 

est faite par le réactif à l'oxalate d'aniline de PARTRIDGE 

(278). 

Pour le dosage, nous avons employé soit la 

méthode de MONTREUIL et SCHEPPLER (279) (réduction du ferricya- 

nure de potassium en ferrocyanure, passage par addition d'un 

sel ferrique, au ferricyanure ferrique et dissolution du 

précipité au bleu de Prusse par l'acide oxalique), soit la 

méthode de HUGUES et JEANLOZ (280) (révélation des chromato- 

grammes par le phtalate d'aniline et élution des taches 

colorges par l'éthanol chlorhydrique). 



2 O  - Les acides uroniques 

a) Hydrolyse acide 

Lvhydrolyse acide est conduite de la même 

façon que pour libérer les oses neutres. Les acides uroniques, 

fixes sur l'ecnangeur d'anions, sont élués par l'acide formique 

à 5 p. 100.  

b) Identification 

Une première electrophorèse préparative à pH 

3 , 9 ,  dans le tanipon de M I C H L ,  permet de séparer La zone des 

acides uroniques qui après elution, sont identifiés par une 

électropnorèse sur papier en tampon boraté à pH 9 , 2 .  La révé- 

lation se fait par l'oxalate d'aniline après élimination du 

borate par du methanol acétique. 

3' - Les osamines - 

a) Hydrolyse acide 

Les osamines sont libérées par hydrolyse 

à l'acide chlorhydrique 4 i d ,  redistillé, pendant 4 h à 100° C, 

en tube scellé sous vide. L'élimination de l'acide chlorhydrique 

est réalisée par évaporation sous vide. 

b) Identification - 

La mannosamine n'étant pas présente dans les 

glycoprotéines, les méthodes permettant de séparer et de doser 

la glucosamine et Ta çalactosamine, peuvent être employées. 

a) Méthode de chromatographie sur colonne de ---.----------------- -- ------------------ 
GAREELL-ISB11 

Par chromatographie sur les colonnes d'échan- 

geurs de cations (Dowex 50 x 8, 200-400 "mesh"), la glucosamine 

et la galactosai-tiine donnent deux pics bien distincts,repErSs 

par dosage eolorimétrique. 



L 'hydrolysat d 'osamines, purifié sur échangeu 

de cations,est N-réacétylé par l'anhydride acétique en milieu 

bicarbonate de sodium. Les N-acétyl-osamines sont séparées 

en électrophorèse sur papier réalisée en tampon borate à 1 g 

pour 100 ml. Après l'électrophorèse, les papiers sont imrné- 

diatement séchés à l'étuve et les chromogènes de KUHN formés 

en milieu alcalin par les N-acétyl-hexosamines, sont révelés 

par le reactif d'ERLICH. 

f) D ~ ~ ~ ¶ ~ - s E ~ G ~ ~ & ~ Q ~ - ~ s - ~ G - ¶ ~ ~ ~ G ~ o , s s ~ ~ Q s - E ~ E  

la méthode calorimétrique de LUDOWIEG et BENMAMAN 1283L ...................... -----------------------mm-- --- 

Dans un premier temps, les osamines totales 

sont dosées à l'aide des réactifs (acétylacétone et paradimé- 

thylaminobenzaldéhyde) dans des conditions donnant la même 

absorbance molaire pour chacune des osamines. 

Puis, la galactosamine (ou la mannosamine) 

est dosée spécifiquement en tirant partie de la différence de 

réactivite de ces deux osamines d'une part, et de la gluco- 

samine 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 dlERLICH. Au contraire, la galactosamine 

ou la mannosamine donnent des chromogènes qui fournissent 

une coloration rose avec ce réactif. 

4' - Les acides sialiques - 

a) Hydrolyse acide et purification des hydrolysat 

Les acides sialiques sont préalablement libéré 

par une hydrolyse ménagée ( H ~ S O ~ ,  0,l 100' C, 1,5 h). Les 



h y d r o l y s a t s  s o n t  e n s u i t e  p u r i f i é s  s u r  co lonne  d ' e c h a n g e u r  

de c ; l : j ~ : ~ ç  ( D C I ~ J C X  JO :: 8 : forme a c i d e )  p u i s  s u r  c o l o n n e  

d 'i<ch;~,:ci:r r l '  an i  csris (1;owcx 1 x 8 : forme f o r n i a t e )  . Après 

uii l a T i n q e  2 l ' ea i l  clisl.illee d e  l ' é c h a n g e u r  d ' a n i o n s ,  les  

acides sialicjues L O L L ~  c I ~ ~ - , ~ A c C S  pa r  l e  p a s s a g e  d ' u n e  s o l u t i o n  

cr "cicie fornli tik? 0 , 2 3  1.i ( S ~ ' ~ i ~ E I L 1 )  (284) . 

L ) I d e n i  i f  i e a t  i o n  -- - - - -- -- - -- 

L e s  acj:!es ç i a b i q u e s  s o n t  s é p a r é s  p a r  

chrolvatoq raphle sur p a p i e r  d a n s  l e  sys tème s o l v a n t  d e  

Sm.v .;iE -L;Ol.,il e i- SVK1\1~di:!\il0l,M ( 2 8 5 )  : i i -butanol  / 14-propanol / 
1 O (1  : 2 . 1)  ; 11s s o n t  r é v é l é s  p a r  l e  r é a c t i f  

al1 paraZirncthyl aniirioLenzald6hi7de. 

Les a n a l y s e s  i rnmunoélect rophorét iques  o n t  é t é  

e f f e c t u é e s .  e n  a i )p l iyuar l t  l e s  méthodes d e  SCHEIDEGGER ( 2 8 6 )  . 
et  d e  G1:AdAR et a l .  (287) d '  inununoélectrophorèse e n  g é l o s e .  

1'' - - Pr$.aratioiz - d e s  i~nrnunsérums 

La mcrhociè c o n s i s t e  à i n j e c t e r  à d e s  l a p i n s ,  par  vo ie  

i n t r a m u ç c u l a i r z ,  I r n l  d k n e  s o l u t i o n  a n t i g é n i q u e  ( renfe rmant  

de 0 , 5  2 2 g do p ro te ides  t o t a u x  pour  100 m l  d e  serum physio-  

l o l j~q i i e )  eiz çu:Jpcrrsboii d a n s  4 m l  d ' a d j u v a n t  d e  FFGUD, ob tenu  

en  ajoutant 5 (-) mi r l e  v a s e l i n e ,  1 g d e  l a n o l i n e  e t  10 mg d e  BC 

Quai l re  i n j e c t i o n s  s o n t  e f f e c t u é e s  à chaque 

lapirr  d iine çe~i ia ine  d ' i r i t e r v n l l e ,  a v e c  d e s  d o s e s  c r o i s s a n t e s  

cle solution alit.iqC.i:.iciue ( 0 , 5  - 1 - 1 , 5  - 2 p. 1 0 0 ) .  Après un 

r e p o s  it'a-iii r n o i i i s  i-iii ~ n o i s ,  le l a p i n  s u b i t  un deuxième c y c l e  

d '  in jec;tior-is. i: iriq a si:; c y c l e s  s o n t  q u e l q u e f o i s  n é c e s s a i r e s  

pour o b t e n i r  ci,> bcrns an t i sé ru rns ,  



Lorsque le nombre d'arcs est jugé maximal, 

40 ml de sang environ sont prélevés par incision d'une veine 

de l'oreille. Après centrifugation du caillot, on obtient le 

sérum anti-protéides urinaires (ASU) qui est conservé à + 2' C. 

2 O  - Réalisation des inununoéiectrophorèses ------- 

La substance à analyser est d'abord soumise à une 

électrophorèse en gélose dans un tampon véronal de pH 8,2 et 

de force ionique 0,1, sous une tension de 4 à 5 V/cm, pendant 

2 h. 

Ensuite on laisse diffuser pendant 48 h, le 

sérup antiproteides urinaires et les substances antigéniques. 

La formation du complexe antigène-anticorps donne des arcs de 

précipitation qui sont révélés à l'aide du réactif à l'amidos- 

chwartz, après une élimination soigneuse par le sérum physio- 

logique du sérum anti-protéides urinaires. 

D - ETUDE ELECTROPHORETIQUS - DES P0LYSAC;CHARIDES ACIDES 

LYéleckrophorèse est effectuée sur bande d'acétat 

de cellulose (4 x 17 cm) dans un tampon pyridine/acide formique 

eau (1 : 2 : 46) de pH 3 sous une tension de 3 V/cm pendant 

4 h (DALFERES et al.) ( 2 8 8 ) .  

Vingt )il d'une solution à 20 p. 100 de glycopro- 

tides suffisent. Les témoins employés sont l'acide chondroitine 

sulfurique A ou C, l'acide chondroitine sulfurique B ou 

(3 -néparine, 1 ' acide l~yaiurciiiyue et l 'ht-parine. 

La révélation est effectuée à l'aide du réactif 

au Bleu Alcian, après fixation à l'alcool absolu. Un chauffage 

à l'étuve à 40" C permet d'obtenir une feuille translucide. 



II - PREPARATION DU MATERIEL D 'ETUDE (2) 

Le taux de glycoprotéines dans les urines est 

très faible. La majeure partie des constituants normaux de 

l'urine sont des composés minéraux (chiorures, phosphates) 

ou organiques (urée, acide urique, acides aminés) de nature 

micromoléculair~ qui peuvent être éliminés par des techniques 

simples comme la dialyse. Par contre, les pigments urinaires 

tels que l'urochrome, l'urobiline, par exemple, contaminent 

habituellement les préparations d'adialysahle urinaire employée 

pour l'étude des glycoprotides. 

* 
Il se pose donc un double problème concernant 

la concentration des urines et l'obtention d'une fraction enri- 

chie en glycoprotides. 

Nous verrons successivement : 

- Les modalités de la préparation du riiatériel d'étude 

- Ses caractéristiques chimiques et Gilectrophorétiques 

A - PREPARATION DE L'ADIALYSABLE URINAIRE 

I l0 - Prélèvement des urines 

Les urines d'hommes de 2 0  à 50 ans,recueillies 

sur toluène et gardées 24 h à 4' C ,  s u n t  filtrées sur papier 

(k) Ce travail a été effectué en collaboration avec B. MALLEVAIL- 
GOUBET, G. SPIK, G. STRECKER et F. L7AILLAL3T. 



Whatman no 1, ce qui permet d'éliminer les urates et également 

la mucoprotéine de TAMM et HORSFALL, insoluble. 

2' - Concentration 

La concentration des urines sous vide au moyen 

d'un évaporateur rotatif provoqüant une dégradation importante 

des protéides, nous avons adopté au laboratoire, ha Lyophili- 

sation. Nous évitons ainsi les fermerztations bactériennes ou 

enzymatiques. 

Le lyophilisat (2 â 3 g/l dkrrine) est repris 

par de l'eau distillée et amené à pH 8 pour faciliter sa 

diss~lution, de faqon à ce que le "concentré urinaire" obtenu 

représente le dizième du volume initial d'urine. 

3 O  - Fractionnement éthanolique 

La précipitation alcoolique est effectuée à 

- 20' C pour éviter au maximum la dénaturation des composés. 

La concentration en éthanol 5 utiliser a ét6 

dgterminée par un gradient de 5 0  à 90 p,  1 0 0  en gthanol, E L l c  

doit atteindre 90 p. 1 0 0  pour obtenir la precipitation complète 

de tous les composés antigéniques. 

Le .protocole expérimental qrre nous utilisons est 

schématisé dans la figure 8 (p. 63). 

Le "concentré urinaire" amené à pH 4 avec de 

l'acide chlorhydrique est précipité par 3 volumes d'éthanol 

absolu à - 70' C. Après un repos de 30 m n ,  on centrifuge à 

2800 tours/minute, à - 20' C. Au precipite dissous dans le 
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minimum d'eau et ajusté à pH 4, on ajoute 9 volumes d'éthanol 

absolu à - 70° C et on procède comme précc23emment. On effectue 
de même une troisième précipitation. 

Le précipité final est dissous dans l'eau distill 

et mis a dialyser pendant 3 à 5 jours, en tube de cellophane 

(NOJAX x 16). Un lavage préalable des boudins de dialyse est 

nécessaire pour éliminer les polyosides adialysables solubles 

ainsi que les protides éventuellement présents dans les membran 

de cellophane. 

La poudre obtenue par lyophilisation de la fracti 

adialysable (250 mg/l d'urine environ) constitue notre matériel 

d'étude, que nous appellerons "adialysable du précipité alcooli 

que" bu simplement "adialysable urinaire". 

~3 - COMPOSITION DE L'ADIALYSABLE URINAIM 

1' - Composition centésimale en oses 

Nous avons déterminé la composition en oses neutr 

acides uroniques, osamines et acides sialiques par les méthodes 

colorimétriques décrites à la page 54, en effectuant les correc 

tions pour éliminer les interférences des oses neutres dans le 

dosage des acides uroniques et réciproquement. 

Les résultats sont rassemblés dans le tableau XII 

? O  - Identification des glucides et composition molaire 

a) Les oses neutres 

6 8 

La chromatographie d'un hydrolysat chlorhydriq 

"d'adialysable urinaire" permet de mettre en évidence du 



TABLEAU XII1 

Composition centésimale de ll"adialysable urinaire11 -- ----.-- - .--- .- 

. 
: Oses Acides : Acides 

Osamines : :neutres : : Protéines (9 siali.ques : uroniqucs : 

p. 100 du 
poids sec :20 à 25 : 12 a 16 17 3 22 : 2,5 à 4 : 33 à 35 
"d'adialysable" 

k dosées par l a  méthode de LOWRY 

TABLEAU XIV'  

Composition molaire de ll"adialysable urinaire" - -- - .--_- 

O 8 , 2  Nombre de résidus f 10 :1,5 :5,5 :0,7 ; d r 3  



galactose, du mannose et du fucose, plus du glucose et du 

xylose en faible proportion (Tableau XIV ; p. 65). 

b) Les acides uronisues 

L'électrophorèse permet d'identifier l'acide 

glucuronique seul. 

Il existe également de l'acide iduronique, 

présent dans le chondroitine-sulfate B, mais en très faible 

quantité. 

c) Les acides sialiques ---- 

L'urine humaine normale contient exclusivement 

de l'acide N-acétylneuraminique. 

d) Les osamines 

La méthode par chromatographie sur Dowex de ' 

GARDELL (289) ainsi que La méthode par dosages spécifiques 

de 1,UDOWTEG et BENMAK!lN ( 2 9 0 ) ,  permettent de calculer le 

rapport glucosaminc/galactos~mine qui est égal à 3, aassi bien 

pour les urines d'Homme que de Ferl~rne. 

3' - Analyse -- imunoélectrophor6t,iq11e ------.--.A---w 

La figure 9 (p. 67) montre un exemple d'immune- 

électrophorègramme obtenu avec un antisérum anti-protGi6es 

urinaires. Cc schéma présente une grande comple::ité. Au rï.>ins 

umvingtcîine d' arcs peuvent être dé t ee t6s .  



Figure 9 

Immuno-électrophorèse de lg"adialysable urinaire" 

ASU = sérum de lapin anti-protéides urinaires. 

Figure 10 

Electrophorèse sur acétate de cellulose de lg"adialysible 

urinaire". Révélation par le Bleu Alcian. 

CSA et CSC : mélange des acides chondroitines sulfuriques A et 

C ; CSB : acide chondroitine sulfurique B ; HA : acide 

hyaluronique ; HG p : Héparine (document fourni par F. VAILLANT). 



Cependant ,  " l ' a d i a l y s a u l e  u r i n a i r e "  n un p o u v o i r  

a n t i g é n i q u e  a s s e z  f a i b l e  e t  il f a u t  e m p l o y e r  des  c o n c e n t r a t i o n :  

t r G s  in ipor tan tcs  ( 2 0  mg/0,1 s o i t  2 0  p. 1 0 0 )  pour o b t e n i r  de 

nonbrclix a r c s  ri t p r é c i p i  L a t  i on ,  d'aiit r e  p a r t ,  il f auk e m p l o y e r  

p l ~ ~ s j e ~ ~ r s  c n n c ~ l n t r ~ t i ~ o s  d i f  Cérentes j-~<)l lr  p o u v o i r  observer 

~ C U Ç  les  a r c s .  

L e  Bleu A l c i a n  rév6l.e !$?s çrocpeïnents a z i l e s ,  

en p a r t i c u l i e r  les MPA. 

O n  o b t i e n t .  q u a t r e  bandlit; b i e n  d ~ s t i n c t e s  m a i s  q u i  

n ' o n t  p a s  l a  inênie: ;ri i q r a t i o r ~  el  c c t r o ~  '1arSi.j.qinc crin:: 1 . i~ - t ié~?oins  

&Il?\, 2 1 ' excep!  ion  d '  iine 3-~ .~1ic~ , .  q u i  i r t i  q r c  cormxc l e  chor :drol t ine  

si'? f ' â t e  (Firj. l n  ; p. 6 7 ) .  

1,a p r é p a r a t i o n  de g l  y c o p r o t i d c ç  u r i n s i r e s  , 
obtciiue p a r  t r i p l e  précipi.t:aEion n lcs i~a l iq i l i ?  sui.s.ie dt? c? ia l \ - c i t ! ,  

prèsente 1 es c:;ir-ac: t . é r i s  t iqi-ieç suiva17 LIS : 

1 - l e  ta i ix  d1oçc:s tot.;ux é l  c t r é ,  de p l u s  d e  6 0  E:. 1 6 3 ,  q i i i  

i n d  i c l i ~ c  i i n ~  nd t u r c  p l u t ô t  g l y c o p e p t  id ri lu^ lire ç I  \rcc:prot 6 i i ~  icae 

dc 1 ' c - i ~ s e r ~ ~ b l c  des  coriç i: i t u a n t s  ; cec i. explique? son f ail) !e 

p ~ u v ~ 3 i . r  a n t i q e n i q u e .  

2 - la présence de g l u c o s e  e t  de x y l o s e  q u i  n ' e n t r e n t  pas dan& 

l a  coriiposi t i o r i  des ~ y l y c ~ p r o i . ~ > i n c s .  I,c glucose  p o u r r a i t  r ; rcvt :nir  

d 'n  ;i ~ l e s  ac i i n ly sc ib l c s .  L c  xylosc est inlpl iqu5 dans l a  1iais0-1 

mi~co:~ i , lysa rchn i - idc  - [:rot6 ini: (RODÉN) (2 9 1 2 9 2 )  . 



3 - les r a p p o r t s  m o l a i r e s  des ases n e u t r e s ,  gui s o n t  d i f f é r e n t  

de ceux des y 2 y c o p r o t é i n e s  s é r i q u e s ,  a v e c  e n  p a r t i c u l i e r ,  an 

t a u x  de f u c o s e  p l u s  élevé dans l ' u r i n e  que dans  l e  sang. 

4 - Ic taux d e  ga lac tosan i ine  i m p o r t a n t ,  q u i  peut s i e x p l i . r ~ ~ e r  

p a r  l a  compos i t iox~  d e s  niucopolysaccharicfes acides e t  des 

s u b s t a n c e s  d e  groupe sanguin. 

C e t t e  niéthcde de  pr&paratiion des glyeaprlirtides 

ur inaires  e s t  p a r t i c u l i è r e m e n t  i n t g r e s s a n t e  p a r c e  quYelLe 

permet d'obtenir un materiel d s e t u d e  d é f i n i  e t  reproduct ib le .  

Mise au point par 1&4ULEVAIS-GOUBET, SP T K ,  STKECMER, LOIEZ , 
VAILLrSiGT et MONYIREIJIL ( 2 9 3 )  (voir aussi la thèse de B. M.?iLLEVk 

(2941,  e l l e  a é t é  a p p l i q u é e  à 1-tude s y s t é m a t i q u e  et. ç k a t i s t i  

que des urines de 2 4  h de sujets sa i~as . ,  p e r m e t t a ~ l t  de  definrr 

une c o n s t a n t e  b i o l o g i q u e  a v e c  des " G c a r t s - t y p e s "  faibles pour 

I'excrétiun àc+s g l u c i d ë s  u r i n a i r e s  (Tableau XV p p. 7 0 ) .  

La c o n s t a n c e  d e s  r appor t s  : oses neuzres/aci.de 

s i a l i q u e  e t  o s e s  n c u t r e s / u s a m i n e s  e t  l a  s i m i l i t u d e  de ces 

d e r n i e r s  chez  1'Iiomc et çhez la Feinrrie, l a i s s e n t  scipposer que 

l ' o n  a a f f a i r e  2 d e s  entités g l y c o p r o t 6 i n i q n e s  b i e n  définies, 

Cependant ,  l e  d o s a g e  d e s  acidcç uron iq i~es  ne 

donne pas e n t i è r e  sat isfact i .on.  Les r é s u l t a t s  v a r i e - t  n e t t e ~ n e n i  

p l u s  que pour  les a u t v e s  oses : les  valeurs L i m i t e s  obtenues 

son:, : 

- pour les urines d'EHornmes : 7 , 2 5  mg a 24 , 3  acg/24 

- pour les u r i n e s  de Fenilriêç : 6 , 5 5  xi;;g à. mc~,,/24 

Les v a l e u r s  moyennes s o n t  de  L3,12 - -+ 3 , 0 2  irigJ2d h 

et 1 1 , 3 3  - + 3 , 2  0 nig/24 h respec t iven ien t .  I,c rappcr t  cls~.s/acider. 

i ~ r o n i q u e s  préscrite aussi une grande d i s p e r s i o n  avec U r i e  rncir<je 

de 4 0  p. 1 0 0  e r ~ v i r o n .  



TABLEAU XV 

Elimination j o u r n a l i è r e  en  mg de glucides glycoprotidiques 

( d ' a p r è s  MALIiEVA1S--GOUBZr) ( 2 9 5 )  

(Noyennes, ecarts types, v a l e u r s  extrZmes) 

- r ~ l a l e n r ç  Y-.. 
: 1C4o y crin e s a Moyennes J l.e:.l~:s 1 extl:êmes : extrêmes 

Oses neutres . . ' 6 9 . 2 3  i 1 4 6 3  :50,8 à 9 1 , 6  : 5 9 , 4  c 10,2 :41,87 à 98,8 - -- 

Acide sialique :> . ,94 a L: 't + 7 ,32  j 3 7 , 9  à 5 7 , 7  : 4 3 , ~ 9  -k 7 , 8  j 3 3 , ~ 7  3 6 9 , l i  -- - 

Osaiaines i 3 7 . 6 4  + 5,02 ; L R , Y  2 5 @ , 1 5  j 3 i , 4  t 5,O j 2 2 , 3 3  à 44,1 !  - 

Ac ides  u r o n i q u e s  : i 3 , 1 2  r 3,022 1 7 , 2 5  à 2 1 , 3 6  :11 ,33  + 3 , 2 6 1  6 , 5 3  a 21 .9  -- 

Oses/Acidc s i a i i -  : 1 , 3 3  t O , I O h  : 1 . 1 4  à 1 , 5 1  : 1 , 3 7 6  -+= 0 , 1 2 4 :  1 , 0 7  3 1 , S l  -. - 
que 

Oses/P!cidcs uro- : 5 , 4 2  + 1 , 0 8  : 3,35 à 8 ,10 : 5 , 4 8  t l,l3: 3,2Y à 8.0 - - 
riiyiles 



D e  p l u s ,  les v a l e u r s  d-élimination j o u r n a l i è r e  

d ' a c i d e s  u r o n i q u e s  con jugués  que  nous ob tenons  s o n t  e n  q é n e r a l  

t r è s  n e t t e m e n t  s u p é r i e u r e s  à cel les  donriéeç par les a u t e u r s  

u t i l i s a n t  1.a methode de p r é c i p i t a t i o n  p a r  l e  Ce tav lon  (voir 

L e  t a b l e a u  III ; p-  131 .  

~qo . t r e  t r d v a i l  a donc c o n s i s t é ,  d 'abord 

2 definir de fason précise l a  compos i t ion  de 1 3 " a d i a l y s a b l e  

u r i n a i r e "  e t ,  e n  p a y t , i c u L i e r ,  l a  n a t u r e  des  acides u r o n i q u e s  

dosés,  p u i s  à l e  f r a c t i o n n e r  dans  L e  but d ' i s o l e r  des e n t i t é s  

physico-chimiquement  p u r e s ,  

III - MUCOPOLYSACCIiAKZDES 

--w--p-----..-.-,- 

Aous avons  t e n t é  d-elucider l a  q u e s t i o n  d e s  a c i d e s  

u r o n i q u e s  de 1 " a d i a l y s a b l e  ur  i n n i r e " .  Uans  un premier temps, 

nous avons f a i t  une  étude c r i t i q i z s  de l a  p r é c i p i t a t i o n  par sels 

d ' amoniurn  q u a t e r n a i r e .  L a  rn6!thnde de p u r i f i c a t i o r 1  d e s  g l y c o -  , 

saminoglycannes  p a r  p r e c i p i t a t i o n  par des composés aminés 

q u a t ~ ~ r n a i r e ç  (bromure d e  c é t y l t r i n i 6  thyl-airmonium -CTAB ou 

c h l o r u r e  de c é t y l p y r i d i n i u m  - C P C ) ,  a ét5 i n t r o d u i t e  p a r  SCOTT 

( 2 9 6 ) ,  en 1 9 6 0 .  Elle a e t 6  appbrquée 2 l y u r i n e  par DI. FERRANTE 

( 2 9 7 ) ,  pour la p r é p a r a t i o n  des rnucopo!.ysciccharides a c i d e s  e t  l e u r  

i d e n t i f i c a t i o n ,  p u i s  a d a p t é e  par  i i i f  f3rciits a u t e u r s  au dosage, 

avec a p p l i c a t i o n  à des c a s  p a t h o l o g i q u e s  e n  p a ~ t i c u l i e r .  

E n  second l i e u ,  nous avons connaence I ' 6 t u d c  de l a  

compos i t ion  de ce p r é c i p i t e  par yel f i l t r a t i s n .  

A - ETUDE CRITIQUJi  DE LA PI<ECIPTTATIOW Aï1 CETAVTJON ----W.--- ---. - --- --- ---- ------ 

l 0  - A w l i c a t i o n  - à d e s  s o l u t i o n s  rlc t èn~o ins  - -------- - - ---- -- 



Le C T X 3  (Ce tav lon)  est employé à une concen- 

t r a t i o n  de 2 g pour IO0 ml. daeau. Il. f a u t  2 ni1 de cei-.te 

so .1 i~t i .o~ 2. 2 p, 1 0 0  pour prgcipl- ter  1.es %.PA cor~espoi..idawt. 3 

I il19 d ' a @ i d @  ~:troniquz. 

La solution acidj-tionnee de C e  t av lon  e s t  

lalissée en repas pendarit LE;  5 24 hztires. A p & s  c e n h r ~ ; f i ~ g ~ t l . ~ > ~ ~ ~  

le précEpît.6 estxuecueiilli.. soigl2euseifient et deux l o i s  

par  de l-athanol s a t u r f t  e n  d a C l .  L e s  sux-i~agearitç iaafit, 6lim.in6;: 

et. le culot: di.ssous daris Cie l "eau itl:;t-.i.L4_ée aj.l;~stCc 5 9 

avcc de la çouds d i l u g e  pour faciliter La d i s ç o l u t i o ~ z .  

Dans la s u i t e  de I'expsos6, les taux de MPA 

s e r o n t  cxprim.és en mg d ' a c i i d c ? ~  u r o n i q ~ n e ç ,  Ces d e r n i e r s  s o n t  

dc..;5s pa r  la m&t.hocie au ca:rhazoS. su:b.furiyue de EZSCHE e t  les 

calculs t3f fectuéis en ten~x1.t  cor;ipt.e de l'interference des sçcs 

neiatr-es et: éven-t:ueI.lerneï-it de La colora~tïion de forid. 

Nous avons t.en.tS de PL-,écipi:tcr dri cl iondroit  Lne- 

çu l j ' a t e  et dc l thBpar i . r*e  e n  çcr>lutlon dans  de L'eau 6j.still.Cij.e 

B une <:o l icc~r i txa t i :~n  de 2 0  nlg pour L O O  x r i l ,  Le p r é c i p i t e  par 

a < l d i t i o n  de C'L'AB cs.t, négligcab.le ap rès  irn repos  de 24 h et xême 

48 h .  II n ' y  a pas d r . - i c . ' . ' l m  ,,., , uroni .gue dosab-,le daris le ci.rlot, 

@ ) t4P.?, eri s o l u t i o n s  d a n s  PJaCi. à di.ft"6x-ent:es i2O.i- -.--.---."%---.---------->.---" -,-. -. ""<.--...-e-------"----e".-.-- 

c:enlrat lons "-"-.-..*.--".---- .--. 

Dans une premkere se r i e  c l r  c x p 6 r i e n c e s ,  nous 

avons preparc des s o % u t i a n ç  de chondroi t ine-açdlfa tc  ddns N a G l  

d e  0 , 0 5  i k 1  à 0 , 3 J  M e  



Dans une seconde  serie, nous avons  a-jouté 

à chaque  s o l u t i o n ,  de l a  C é l i t e  ( C e X i t e  535,  1,s g p o u r  190 m l )  

IJsa2dition de C é l i t e  a p;ur but de f i x e r  le préc ip i t é  formé 

q:li. e s t  trés l è g a r  e t  se dépose r n a l  : TAEAKA e t  GORE (2913). 

Oans chdcun des cas, nous  avons v6ri.fi.é l ' i n f l u -  

enbe de l a  tt.rnpériattxre eii Laissant Ir? p r 6 c i p i t é  se f c i r m e r  

d'une p a r t  A 4 O  C, d'autre p a x t  à Id tcmpCrature du l a b o r a t o i r e  

Le renderne!-~:t de ik1PA préeipi . tés  est Le meilleur 

pour une  concentration et1 N a C l  de Q , 1 7  M et 2 S O a  C ,  Dans ces 

coricTit:ions, nous  pouvoiis doser  90  p, 1 0 0  des acides u r o n i q u e s  

totaux dans 1.e p r é c i p i t 2 .  L ' i n f l u e n c e  de l a  tenipérature nsest 

pas n G g l i g e a b l c  et nous avons remarcjue des taux d'acides 

urokiqu*?s  p réc ip i - t e s  de L O  p u  I O C I  : ;up6rleurs  e n v i r o n  quand 

la solution a été m a i n t e n u e  2 20" C p l u t ô t  q u ' a  4"  C. Cependan 

ceci n e  peut 6tre applique aux u r i n c s  qui ne peuvent être 

l a i ssees  pendant  24 h 2 2 0 "  C sans risque de ciégradation. 

1 
E n f i n ,  l ' a d d i t i o n  de C e L i t e  permet de f i x e r  I 

l e  p r é c i p i t e  q u i  e s t  XGqer, "miageux", mais il est  &if f ie lLe  

e n s u - i  te de. remettrt- les ~iiucopol ysa<:cl~z. i ide~;  acides en 

s o l u t i o n  yuantitativemcnt, Nous obt?nons bcs pertes en acides 
1 

urc>niyue;  adsorbes  s ? ~ r  La C & l - L  te a i tc i - jnar l t  3 0  et rri6nic 50  p. 1 

loc i ,  l 

2' - S_eplicati.orl aux u r i n e s  - ------------- ---- - 

a.) Methode de - 111 FERRAXTE ... u -- ( 2 9 9 )  l 

Le k>rotc;co Le décrit- précédermient e s t  a p p l i q u e  
1 

à dei; al i.cyuotç de IOCI ~ n l  cly  =-ci-nc a jilstec 2 pl1 5 .  0 x 1  y a j o u t e  I 

4 ml d'une so!utlon dc C é t a v l o n  à 2 , s  p .  1 0 0 .  Aprëe un repos 



de 18 heures d 4" C, Le p r é c i p i t é  obtenu par centacifuga.thor~l 

e s t  lavc cleux L o i s  ]jar 1 0 0  m l  d'éthanol s a t u r S  en  MaCl. 

L e  c u l o t  es t  d i s s 5 u s  dans  de l'eau d i s t i l l é e  

ai;di t i o n n é e  d \ i n e  y o u t t c  d e  iJat311 0,2 N. L e s  dosages  colorime- 

triql~tjs ;x~ t i r  IFS o s e s  I L ~ L I C T C S  e t  l e s  acides u r o n i q u e s  sont 

a20r s ~;f.<;c.tu5s. 

Les r a s u l t a t ç  obtenus soiit rassenilblés dans  l e  

tableail X V I  (y. 76) . 

L a  rrioyenne e.xpriar!Ze '39 m g  d 'acides u r o n i q u e s  

par 24 1-1, e s t  cici: 4,s mg poar I.es Honimc:s, d e  3 , 6  m g  pour  les 

E'enmes . 

b) Méthode ----- de i7&'1R01rEAU:2: ( 3 0 0 )  

A G O  ml d'urine a j u s t 6 ê  à p H  5 ,  on a j o u t e  

4 ml de L ê t a v l o n  à 2 , s  p. 1 0 0 .  4prGs 48 h de repos, le p r g c i p i t é  

est lavé ijar I û O  m l  d ' é t h a n o l  sacüré en NaCl ; l e  p r é c i p i t 5  

est ensuite d i s s o u s  d a n s  1 0  ml d i  za6 ta te  de  s o d i u ~ n  à 1 0  p. 1 0 0  

à pli 9, ijn précipi te  de ïîo:lveau lcs  MPA de cette s o l u t i o n  

a~r:riiéc 2 p:i 5 j7ijr kIC1, par 3 voli~rnc~s ci ' é t -hano l .  

Les dosaycs des oses i i eu t res  et des a c i d e s  u r o n i -  

que:; s o n t  c f f L ~ c t i ~ G s  s u r  ce ?Ir>uvcail $ > r é c i p i t é  a p r è s  d i s s o l i r t i o n  

dçtri:; i Y eau c iés t i  l l é e .  

Pour  les u r i n e s  nornidles, Ics  va leur s  o b t e n u e s  

sont t r e s  faibLes : 2 à 2,5 rnc] dQacides u r o n i q u e s  mucopoiysac- 

c h a r i d i q u e s  pir l i t r e  ci k r i n c .  

C J  M é t h ~ i i ~ :  de - MEYER - ( 3 9 1 )  

A 1 0 0  n i1  d'urine à p H  6 s o n t  ajoutés 1 , 7  m l  

de Cé tav lon  à 5 p. I O O .  O n  l ~ i i ç s c  u n e  n u i t  à 4' C ; l e  

p r é c i p i t é  forriic es t  c e n t r i f u g é ,  Lavé par 2 0 0  ml. d ' é t h a n o l ,  

puis  répris Far 50  r n l  dPa-icCtate de sodii~rn à IO p. L O O  à p H  9 .  



L'insoLubLe est c e n t r i f u q é  e t  lavé  p a r  50  m l  d ' e a u .  L e s  deux 

d e r n i S r e s  ç o l i l t i o n s  sur~-.l$-icjéa?t-cs ( 1 0 0  ml) s o n t  rassemblées  e t  

a j u s t C r s  'A r-ii 5. Les 74rZ1 sonk ~ I O I S  y j ~ ~ c . i p i t S s  par 1 5 0  m l  

d ' i t l - ~ ~ i r i o l  a l ~ s o l u .  ~ l p r e s  ~I;?E r i l i ~ k  de c-; . r i tact ,  le p r é c i p i t e  es t  

r ~ p r - i s  p<qr 5 ml ( iqt?:~u ~ l ~ > , r . i  l l ,-- e tr c l ,>ç  . 

lj f.3 ' 6 5 'il 1 i.. t .-.' c; 1. > .-) t 6 L; ,,Li ,\; ç .. L> ci a L ., ,. dans be t a b l e a u  XVII 

POUX une  manie iir--i.ril.?, Ics v a l e u r s  s o n t  a s s e z  

reproduc:ti.bl.eç. I:Lu se sit1.j.c-i t acix el-:vi ?ions de 2 m g  d ' a c i d e s  

ur~j:l.i..cjues par  Li t re  corrinie avcc !a rsiéi.krode de ,MAROTEAUX. 

; cc?s  j i  c i ' U - -  ~ L C  r~~crne . .. u r i n e ,  nous avons 

succesrri-r~eii~e~"iC. ap;slic!ilG t ro 'is 11;; ti.-!ocT,.i , S .  L e s  r é s u l t a t s  s o n t  les  

suivants, *:;zp.ci;ii6s cri riig d ' ac i . , ' ,  ,-; i~rcnic;il,c>? . 

- PrCtcipi tac- ion cr 1cc;o-i-cj;i~e e t  d i a l y s e  d ' a p r è s  

- B r  (3112) r 10,8 ri:.<: ( c l e  18,5 3. 1 1 , 8 ) .  

-- Prscip i t -a t  ion al1 Cé kavl cc d "près DI FERRANTE 

( 3 0 3 )  : 5 , 5 7  incj (di? .",,O1 à 6, 1 3 1 .  

- i r é c i p i t a t l o ! i  a u  CCtnvLon e t  p r é c i p i t a t i o n  

a l c o o f i y u e  C J . \ ~ ~ - ~ Y L - ~ S  FiEYE:I: (3~:-1) : 3 X I  (cic? 2 , 1 1  3 2 , 5 9 1 .  

I:!::ç i.al1.x c;';i,:i.;!c.s i i ro i~ iques  obten-1:s p a r  

prgcipi-katioxi par Ic Cs t iivl.on sonii . t o ~ ~ j \ î r i r i :  net te inen t inf é r i . eu r s  

à ccux C > ~ ~ C I I U > ~  F:,ir j;.r6,:i..~;~' i-:i - ii'iii alrii.01-i.c~ue. 11:; sont diminués  . 

enc.:oi..è ~,u;il!:.! ia r~rt'.c-:i p l ? ; ; L ~ : > , I  i y r  1 ' , J i  ?i.il.~c?I es t  associée au 

t r i :  , Lc C::::i;\r.i.r.:n, ~~.:!;.~ri.d;~rrt-, Les résul t . : ; t s  que ilous 

obtenoi-LE; pczr- 1 , : ~  i l i i L : i 5 i : ~ r ! j : ~ ~ ;  r7 .,. .-!-..ocLc.; c;:!ipli- ?:l,cn, çorit. en  accord 

a v e c  CC?L:X di?:: a~1Lcui-i:, 



Preciq-it-at.iori c les  I4P.A urinaires par la rnCi'c11c~de de DI FERRANTE 

Cornparâisr:rr avix: la p:céci~;~i.La"t.orr a::cr:oolique 

' *. (Résu l ta t s  cxprrmes en  m g  d \ciCies u r o n i q u e s )  

P s e c i p i t a t  i o n  C G t a v Z o n  : Préc ip i t a t i on  
: alcool ique  

Valeurs extrênes L,2 à h,9 : i , 7  2 7 , 2  : L1,9 à 16,5 

TABLEAU XVII 
-,----,--.. 

Préc ip i t a t i on  des ?GI% urinaires par la mathoae de P E Y E K  

Coniparaison avec la précipitrzt-Lon a l ccml. icjue 

(Re s u l t a t s  exprirngç en m g  d kac id t l ç  uron i î l~~es )  

------- "- --A--------- -----.---------- ------- ------Y : Préc ip i t a t ion  j 
Préc ip i t a t ion  CSiav lo i i  1 

: a ~ c o o l i q u e  I 

Moyenne 

Valeurs extrenies 



A p a r t i r  de L"'adialysdble u r i n a i r e " ,  l y o p h i l i s é  

e l  rer11i.s en  soi inkion s a l i n e  (IJclFI O ,  I'! Mj , l "addition cie 

C e t u v l o n  yerrnc~t .La p r e c i p i t a t r i o n  dc 33 à 35 p. 1 0 0  des a c i d e s  

?.~roni.(?u:s ~ : O ~ . A L I X ,  ce y u i  cori-i?sp~:nd 'i-a v a l e u r  du p r é c i . p i t é  
l:T];;:Rf\.iqtr;-;. 

lïirie partie des ac:.i.clcs i ~ r o n i q u e s  du s u r n a g e a n t  

de l a  prScipi.lr~:t:ion ail CéLavlon sont: p r é c i p i t e s  p a r  a d d i t i o n  

de 9 volilmes t3 "ei3-ianol ctLso'li? :i - 7 0 "  C ,  clans les  c o n d i t i o n s  

d é f i n i e s  -,rGcFidc-i'u'ri.e~~t.~ C e  pr5cipit.:: c o r i t i e n t  une  q u a n t i t g  

d ' a c i d e s  ~ r o r r ~ . i . ~ u c ç  écjuival-entes zux :ic:ij-des u r o n i q u e s  rnucopoly- 

s a e c h a r i d i q u e s  d u  précipite Cé tnvLoq .  

ïA 1 r t  adi.al.ysable 1 i r i i 2 ~ 1 ~ t . : "  rer].ferme donc : 
. , .- ue. ac ides  urori ' iques priici.l:l?.i.::.ir.i.~:,.:; ?! l a  f o i s  par  l e  Cëtavlon 

e t  1 ' éthanol (rilrn) , 

-. et des acides i~ . roni .c~ues prCi:i~-,iLt-.i:.;.1 i?S pa r  1 ' e t h a n o 1  e t  non 

par l e  Cékax~ lon  (gliici:l:ciconju~rji;;>z (1::. i2ik)l.e po id s  m o l é c u l a i r e )  . 1 

R e m a r g u e  s Pour  o b t e n i r  le taiix exact d ' a c i d e s  u r o n i q u e s  par  % ----- 
* - le clclsage au carbazol  s u l f i l r i c ; u c ,  11.. est: n G c e s s a l r e  d ' i n t r o d u i r e  

uri terme de correct:iori dû 3 -L:i p_:r?si?rics d'oses n e u t r e s  dans 

l e  p r é c i p i t e  de MPA, dans le r a [ :~c r t  . . ost:s n e u t r e s / a c i d e s  

u r o n l q u e ç  : 1 d l , 5 *  

? O  
3 - C C ; I ~ C : ? U L ; ~ O ~ S  c :o~.~ce~-nt :nt  1.3 f.. y ~ ~ - ë c = i p L t . a t i o n  z . 2  . ...-..-.--------- des  :.lPIi!, par 

1 

~:i:.ant donné l a  d i - u p r s i o n  des r é s u l t a t s ,  l a  1 
rri6 t-hocle clc? p!rr',c:lpi t&t io11 p::r 3-c CC k;~vl.on p e u t  d i f  f i c i le i r ien t  

être ernl;>li?yéi! pou r  une &.tude clu;int: l t i~i: i \~c:  dc s  u r i n e s  norn ia les  ; 
1 

par  corl Lrè c.'!Ie est, in térr!.r;s;ii;; i: Ci~:..:z lez, c:aç p a t h o l o g i q u e s ,  

Cn pc?.rtic:il-ic?r 12s l ~ t . , ~ 0 p 0 ~ ~ ~ ~ ~ . ~ : ~ ~ : i - 1 ~ i r ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ : : ;  c.,,: les a t ~ ~ ; n e n t a t i o n s  
i 

des t.au:c c? ' ac ides uroniy iaes  çoci ; t.r?.r; i i ! l p < ; ï  t a n  tes, : 



L a  d i s p e r s i o n  des rCsultats semble être dûe, au 

moins e n  p a r t i e ,  2 l a  fo r~ i i e  i n c o n s i s t a r i : c  du  p r e c i p i t é  e t  à 

des perte:: ciu cours du l a v a ç e  de ce c lc - . r7>  J-er parc 1 ' C t h â n o l .  

E n f i n ,  comme l ' a  montre 1'iIitliIAriL ( 3 0 5 )  , c e t t e  

1ilét;ioc:e l;ern~YI d ' i s o l e r  non s e u l e ~ ! c n - k  1::s gl ycoçarriinoglycannes , 
ril2i.s 6~::; " , : i ~ ~ t < ~ o g l y c a n n e s "  , c ksSt--ci-~Ui.~:e des cornplexes "MPA- 

p r ~ ~ ~ j r 2 e s ~ ~  dans lesquels une  ç5yrlt?ric.e j:rot.Gi.que est l i é e e  

pur  cc>-vale~ce  à p l u s i e u r s  chalncs (-12 9Lyr=~)sa!~linci-ylyc-.anneç sul- 

EatGs. Ll;ill?,ilL riiontre, en  o u t r e ,  çr:e :-;tir maçtocytorrie d e  s o u r i s  

e t  capsule de foie b o v i n ,  des prot6:inc:: a u t r s ç  Gue c e l l e s  Liées 

2ar covalcii-~ce aux chaînes  de  pctiyçacci-i~r:i.deç, ccntariii.nent le 

préc i p i  t 6 ,  

L'étu.de en g e l  filtratio~ du p r é c i p i t 6  a v a n t  

et après a@-tfion cle i a  p r o n a s e  nc)tis a i - f i . ~ t i t .  que  l e  p r é c i p i t é  
C e  Luvlor i  .. i1:rinairr! c o r i t i e n t  éyalcrner i t  de:; ~; lycoproé :6 ines .  C e  f a i t ,  

j o i n t .  2 l a  d i f f i c i l l t é  d ' é l i m i n e r  Ic  Ci6tc?:gunt, ne permet pas de 

retenir cette rr,ét:l-iode pour  prCpnrcr ria "ci':!-sait u r i n a i r e s '  exempt 

c'le MPA e t  d'acides u r o n i q u e s  q,iiL ?.,ur,ai:r i ;ccvi  de ~ n a t é r l e l  de base 

pour le fraci: iofinencnt d e s  y l y c o l ~ ~ i j  i .i ;;:,:Y. 

' 7  I 
;I cx&ç des a c i d e s  uron.i.i>i.lcs p r é c i p i  t 6 s  par  l ' a l c o o l  

e t  ad-iaI.ysal?l.eqpar r a p p o r t  aux  acide--  i : ~ o n - i q u e s  n.lncsopolysacchari- 

dique:;  p r ~ ~ i p l t ~ ~ b i e s  par l e  Cé-t;ivlorx, ; - ; , c i r . l i i t -  s ' e x p l i q u e r  p a r  

J. 'hypoth,  ... ;i:i r;\Sd'~i.içante d'une cioub1.e r!;:!i-r,li:e (3-2s P/i?A : 

- NPA 1 i é s  à une sécjcrenc-*c ~ l r o t i ~ l  i-jric: , p r é c i p i t a b l e s  

p a r  l e  C & t z v l o n  e t  l 'éthanol, 

- MFA libres, non pr6cipi.t;lbl.?s par l e  Cé tav lon .  



~ ~ O U S  avons pensé pouvoir sepa re r  c e s  deux 

fract:ri.ons par  chromatographie su r  Scph.aGe:.: e t  nous avons e f f e c -  

t:16 une é.t:;.de conzparative des  deux ma-cérie1.s de  dosage : 

1' - P r é c i p i t é  au  CTA3 dsapr5s DT FERRANTE, 

7' - P r é c i p i t é  a l c o o l '  .;us d s  apres LfALLEVAIS-GOUBE *- 

et al.. 

2' - - LIatériel e t  méthodes ----- 

a)  -- Chromatographie -- 

Le g e l  de Slphadex G - 5 0  (médialm) e s t  m i s  

en :-;~ispension dans 1 0  volumes de Lu":c31 0 ,08  M pendant une n u i t  ; 

l a  s ,~spcns ion  es t  décantée,  déga.<ge e t  versée dans une co lonne  

de I (>O:b>  c m ,  en  chambre f r o i d c  5 4' C .  L e  d é b i t  est r é g l é  par 

une ~ O M ~ F ?  ?Gris ta1 tj que à 1 6 - 2 0  mI/heure. I,e déplaceinen t des 

coiri,;r;i,tiç c ç t  e f fec tué  par une solu~icn de -TaCl  O,C9 Pi. 

L e s  f r a c t i o n s  à ~ e c ; u e i l . l i r  sont  rassemblées e t  

dia i y ç e e s  c o n t r e  eau d i s t i l l é e  p e n u ~ ~ n t  3  jour:^. 

h )  Etude des f r a c t i o n s  - 

L e  repérage eL,t e f i ' t , c t u é  e n  UV, à 2 7 8  nm, 

pour les p r o t i d e s .  Cependant, n\n toi?$= c:iie des f ract-ions f o r t e -  

riient- piqrlientec?~ e t  pauvres en pro? j rlL.:* ahsoshcrit  à c e t t e  

loncpleur c l  ' onde. 

P o u r  les  g l u c i d e s ,  r i o u s  avons e f f e c t u e  les  dosage: 

col.orirnétr~c;~~es tube par tube  ctes ose;; i ~ i . . i ~ C r e ç ,  des ac ides  

uronj q i ~ ~ ~ s ,  cles osaniines e t  des  acides s L ~ I  i ~ ~ 1 1 . e ~ .  

La composition cenk6i. , i~icile dcs lsics e lués  e s t  

f a i t e  sut-  I.e>, poudres Lyophili.;i:,i:; X: : ,'cei-lt.cs sous vide.  Les 



iiiét-hoües de (laçage ont e t 6  d é c r i t e s  a u x  r a g e s  5 4  et 55. 

(7) Pré:?ara t ion  .. des -- C:< . t . . riE. . - t . F -.- u r i n a i r e s  -. p a r  
- .  7 

(-i 3 ,zi ' '' 7 5 f3 
. . . - . . - .. . . 

idni.1~ avoils ri>i. j i i~ ' l a  p r c p a r a t i o n  u t i l i s é e  

par T!iiTdli';T , (iTF;7,41.L.IJJ: et D~>l?.l';?.Ii . ï  ( 3 0 6 )  pfliir la chromatogra2h ie  

sdr s<~~;:>.,~(:lc$x c:-.--CqQ. 

LTn niélange d ' u r i n e s  t l  ' 1  cJiiuni?s e s t  r e c u e i l l i  s u r  

toi lcene e t  c:llorofornle, l a i s s é  rcpoC2r.r 2 "1 0 pendant  une  n u i t  

i;uiç f i i t r e .  

U r i e  prémisre a l i c j u c ~ t  ;: 'un l i t r e  est m i s e  e n  

tiicli.yse en hoirdin de  cel lophanci ,  3 jc-: .~3-c .*., con t r e  e a a  c o u r a n t e  

puis i?r, j o u r  coiitre cau dist i l_~l .~~, . : : ,  ï ' ' ; l-i-c di71-yçSe ( a a i a l y -  
. . -  :;z'>l? total) i:i;-i- lyoi>hi . l i séc  e t  ICI  r :::I; i l ,  r c . p i i ç  p a r  NaCl 

0 ,  O3 14, c i s i ;  c h r r ) i i ~ z L : > ~ r a p h i c  S ~ I L .  :;t,.-.!.+ i,' 2 : ;  G - 5 0 ,  

Sur ilne clcuxi?nc i;i~,,~~i, (:'uri litre, nous 

avclriç c- . f fcctu2 1111~3 2recipi  tc!t ;il C. . i  -. 1~ 1 s e l o n  l e  

21-c r G ( 3 r S  de Dl r~ , r ,nz l ,$? l~  (307) - 1 - 1  . . - -it. I,e p r é c i p i t é  

Ci ' i  ?vl_c;,l c s i  clialys;: e t  1:7clL'i i ' i - t ( ' 5: chrc?matographi 

ç:lr L;cyl:ric-i\l~ (1--5 0 . 

- .  
Le s ~ i ï n a c ~ e a n t  fi: 1 ;z 1 -  ": : 3 l - ~ a t  i ?KI 211 Cé tav lon  

cs t  clialvsé Caris l e s  niêineç i.7 .' ; i ' . i I ' 11;- -1c t o t a l e  et- 

clil-oinatoi;ra:~hié é~a len ic r lk  si l i  ', % %- '>cl. 

- - 
L \ : ~ ~ ~ ~  partorls  ci11 1,: , . c ' i ,  -ines d 'homme 

clllc d ~ n s  lc (-as précédent. 

' I .. Sur L I ~ C  a 1  i c i i . ~ d  '- ij ' 11.11 : :-( - > ,  , .  , + ,  - ,  L' . . ;!ctii.ons une 

t.icipie pr-&cix_ii t- ,;.t.ioil al-sy)cJ. i r . ,  c 2:' i .! -. l-- i.c.,: .: L;%-, 



alcoolique est lyophilisé, repris par NaCL 0,08 M et chroma- 

tographié sur Sephadex G-50. 

Sur une deuxième aliquot, nous avons effectué 

une précipitation des MPA par le CTAB selon le procédé de 

DI FERRANTE. 

Le surnageant est concentré L O  fois et preeipité 

à trois reprises par 9 volumes d'étl~anol absolu à - 70' C guis 

dialysé 3 jaurs contre eau distillec. Après lyophilisation, 

ce surnageant ainsi traité est chrorriatographié sur Sephadex 

G-5 0. 

- Résultats 
1 

a) Premier bilan : la dialse -- 

Par chromatographie sur Sephadex G-50 de 

lt"adialysable total", nous obtenons deux pics colorgs, bien 

séparés : pic A et pic B, auxquels corrcspondent deux p i c s  

d'acides'uroniques. Entre A et ij et chevauchant la prc-nière 

moitié de B, un pic important et assez 6talé est riche en oses 

neutres, osamines et acides sialiques, il ne contient pas 

d'acides uroniques et n'est pas repérable el? UV, (ce pic çorres 

pond aux fractions 2 et 3). 

Pour faciliter l'étude, nous avons déterminé 

arbitrairement 4 fractions (voir 1:~ figure I I  ; p. 8 3 ) .  

Leur composition centésimale est don?>e dans le t ab lea i  X V l L I  

(p. 8 4 )  

Nous nous sommes particuliècemcnt attachés d 

l'étude des 2 pics d'acides uroniques. Le pic A est é l u 6  

avec le volume d'exclusion de la ~ c ) ï . ~ > n n e  : 11 contient donc 

des composés de poids moléculaire 15 000.  



La chromatographie du "précipité Cétavlon" donne 

un seul pic repér6 en UV, élué avec le volume d'exclusion, 

qui correspond donc au pic A. Il contient également des osamines 

et des oses neutres et absorbe à 278 nm. Sa composition molaire 

est donnée dans le tableau XVII1(p. 84). 

Pour une même urine, la quantité totale des 

acides uroniques est égale à la moitié environ de celle du pic 

A de 1 ' "adialysable. total". 

L'adialysable du "surnageant Cétavlon" donne un 

diagramme de fractionnement comparable à celui de 1'"adialysable 

total". Nous avons fait le même découpage en 4 fractions dont 

la composition centésimale est donnée dans le tableau XVIII 

(P. 84)-. 

Pour les oses neutres, les diagrammes sont 

comparables. Les osamines sont nettement diminuées dans Le pic 

A du surnageant. Les acides sialiques ne peuvent être dosés 

dans les fractions 1 et 2 à cause des interférences dûes au 

CTAB non totalement éliminé après dialyse. 

Au point de vue des acides uroniques, le pic A 

devient beaucoup moins important tandis que le pic B garde 

la même intensité ; le rapport acides uroniques du pic B/acides 

uroniques du pic A passe de 1,5 à 4,2. 

Si l'on compare les diagrammes d'acides uroniques 

de l'adialysable total, du précipité Cétavlon et de l'adial-ysablc 

du surnageant Cétavlon, (Figure 11 ; 83) on peut observer que '* 
les mucopolysaccharides acides, précipitables par le CTAB, sont 

élués avec le volume d'exclusion de gel; cependant les acides 

uroniques du pic A de l'adialysable urinaire total ne sont pas 

retrouvés quantitativement dans le précipité Cétavl-on. 
De les acides uroniques du pic B ne sont pas de nipbure mucopo 

W- 

charidique.: non seulement ils ne sont pas précipitables par les 
* 



Figure 11 

R g p a r t i t i o n  des acides u r o n i q u e s  dans  les  fractions obtenues 

par chromatogrsph le  sur Sephadex G-50 : 

a) de l ' u r i n e  dialysée - ; b) du p r é c i p i t é  Cétavlon 

(---) ; cj du s u r n a g e a n t  d i a l y s é  du p r g c i p i t é  C e t a v l o n  (. , . . ) . 
En abscisse,  l e  nombre de  f r a c t i o n s  Ciluées ; en ordonnee ,  

Les q u a n t i t g s  d'acideç u r o n i q u e s  en urnl. 





sels dkmnonium quaternaires mais encore, à cette fraction 
. -; i i C a c l a e s  uroniques ne correspond pas de pic d'osamines. Ces 

aci5us  uroni.ques n'entrent pas dans la composdtion des 

y2.yc.?,i--otêincs. 

b) Second bilan : la précipitation alcoolique 
v 7 

~oiis avons effectué la filtration sur Sephadex 

G--50 de ll"adialysable du précipité alcoolique". Nous obtenons 

un schenia de fractionnement comparable à celui de 1"'adialysable 

total" ; nous l'étudierons en détail dans le paragraphe suivant 

(IV). Cspndant, ce matériel est moins riche en glucides que 

1"kdialysable total". Dans ce cas, nous obtenons un rapport 

acides uroniques du pic B/acides uroniques du pic A variant de 

0,7 (3 2 .  La quantité des acides uroniques contenus dans le pic 

A csi: de 8 nicj par litre d'urine en moyenne (de 6 à 11 mg/l) . 
Le p i c  h est moins riche que dans le cas de ll"adialysable total' 

et nc renferme que 5 à 12 mg/l d'acides uroniques. Le rapport 

acides uroniques du pic B/acides uroniques du pic A varie de 

L 1 3  <i 2,4.  

Le pic A d'acides uroniques de 1'"adialysable du 

pr6cLpit6 alcoolique" est équivalent à celui obtenu par gel 

filtx-ation du "précipité Cétavlon". 

Le surnageant Cétavlon,précipité par l'alcool et 

Gialysé,donne un schéma de frac!tionnement dans lequel le pic A 

est i:otalernent depourvu d'acides uroniques (Figure 12 ; p. 8'6). 

LG ci)mposition centésimale des fractions 1 à 4 obtenues pour ces 

differents fractionnements est donnée dans le tableau XIX ; 

(p. 8 7 ) .  

A ti-tre comparatif, nous avons rassemblé sur une 

m ê m e  figure les di.agramies d'élution des acides uroniques du 

prëcipité alcoolique, du précipité Cétavlon et du précipité 

alcoolique du surnageant Cétavlon (Fig. 12 ; p. 84) Nous voyons 



4'0 6'0 
- a d i a i y s a b l e  u r i n a i r e  

p a k c i p i t k  Cet  avion ........... s u r n a g e a n t  du préci  p i t é  Cét av f  o n  

Figure  12 

Fractions 

R é p a r t i t i o n  d e s  a c i d e s  u ron iques  dzns les f r a c t i o n s  o b t e ~ u e s  

par chromatographie  s u r  Sephadex G-50  : 

a) de 1 ' a d i a l y s a b l e  du p rec ip i t é  a l c o o l i q u e  (---- 1 

f 
t 1 l 1.E 

b) du p r 6 c l p i t e  Cé t av lon  (---- 'L 

c) de l ' ad i a ly sab l e  du surnageant Cé tav lon  apres p rec ip i t a t ion  

a l c o o l i q u e  (......) 

&n a b s c i s s e ,  l e  nombre de £ r a c t i o n s  Gluées ; en ordonnee,  

les q u a n t i t é s  d'acides uron iques  en f/rnl. 
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que t o u s  les a c i d e s  u r o n i q u e s  p r é c i g i t é s  p a r  l e  C é t a v l o n  s o n t  

r c t r o i i v é s  dans l e  p i c  Ag q u a n t  au  s u r n a g e a n t  C é t a v l o n  a p r è s  

t rai terr ief i t  pa r  l ' a l c o o l ,  il. n e  c o n t i e n t  que l es  a c i d e s  u ron iq i  

rnicror:!olcculaircç du p i c  B. 

3" - C o n c l u s i o n s  -- -. - -- 

C e t t e  s é r i e  d ' e x p é r i e n c e s  nous permet  donc : 

- d e  conf i r i~ner  l a  v a l e u r  d e  l a  p r é c i p i t a t i o n  

de s  MPA p a r  le CTAS, 

- d ' e x p l i q u e r  l ' e x c è s  d ' a c i d e s  u r o n i q u e s  du  mat6 

r i e l  y l y c o p r o t i d i q u e  u r i n a i r e  p r é c i p i t a b l e  p a r  l ' a l c o o l  

e t  a d i a l y s d n l e .  En e f f e t ,  à côté d é s  a c i d e s  u r o n i q u e s  

r u e o p o l y s a c c h a r i d i q u e ç ,  q u i  e x i s t e n t  en  q u a n t i t é  c o n s t a n t e ,  

nous t rouvons  une q u a n t i t é  é g a l e  ou s u p é r i e u r e  d ' a c i d e s  u ron i -  

q u e s  l i é s  de  n a t u r e  m i c r o m o l é c u l a i r e .  Ces d e r n i e r s  e x i s t e n t  

en y u a n t i t f  v a r i a b l e ,  c e  q u i  e x p l i q u e  l e s  l a r g e s  f l u c t u a t i o n s  

re r . con t rées  d a n s  l e  dosage  dc ces composés. Bien  que les MPA 

l i k ~ r e s  a i e n t  l e  nicine conpor tement  q u c l e  p i c  A e t  s o i e n t  é l u é e s  

avcc  l e  ~ro lüne  d ' e x c l u s i o n ,  il çcnible que  l e s  MPA u r i n a i r e s  

s o l e n t  l i é e s  à des g l y c o p r o t é i n e s  : l e  p r g c i p i t é  C é t a v l o n ,  

ap rè s  p u r i f i c a t i o n  absorbe  e n  UV à 2 7 8  mu e t  c o n t i e n t  t o u j o u r s  

oi i t rc  d e s  a c i d e s  u r o n i q u e s  et d e s  osamines ,  d e s  o s e s  n e u t r e s  

e t  d2s acides s i a l i q u e s .  D e  p l u s ,  il donne p l u s i e u r s  a r c s  

( 4  (711 5 )  en i~nmurioélec t rophor?se .  

IV - FmCTIONi\ ; iEbENT DB LIIiDIALYSABLE URINAIRE 

PAR GEL FI1,TPUlTTCIN 
- -- 

V-4R1iDI,  C I F L ~ L ~ E L T ~ T  e t  DJRFMAN ( 3 0 9 )  o n t  f a i t  

p a r a î t r e  en  1 9 6 7  une é t u d e  sur 13s c iucopo lysacchar ides  d e  l ' u r  

ne nûrmalc, dans  lacpicl 1 e i l s  é t u d  ~ c n t  la r é p a r t i t i o n  q u a l i t a  

t i ve  cl,?ç l d i i ' i Z  e t  l a  compos i t i o r i  d  ' u i i  n iucop%pt ide  i s o l é  d e  

1 ' u r i i l r .  L:S a u i c u r s  u t i l i s e n t  pou;: prlip. - Z r  l e u r  f r a c t i o n  

mucopolysacckiaridicjue, l a  chrci: z toq .:.L_\;I 1 ,-, s u r  Sephadex G-50 

nrécliiir;l, de 1 '1-IL-ine d i z l y s é e .  I l s  c h  r i c , ~ n c n  t a i n s i  deux p i c s  



contenant A la fois des osamines et des acides uroniques et 

seul le premier pic, Glué avec le volume d'exclusion de la 

colonnc, conti-ent des mucopolysaccharides acides précipitables 

pzr l e chlorure de cé tylpyridinium. 

11 nous a semble intéressant de reprendre le 

rnodc oy;érat.olrc de ces auteurs pour aborder le fractionnement 

des eoiliposes urinaires, mais à parttr de l'adialysable du 

precipité alcoolique qui, étant un matériel de base mieux 

dëfini et d-éjà nous permettait d'espérer un résultat 

interessant. D'autre part, nous avons soumis les fractions 

obtenues 2 differents sous-fractionnements chromatographiques. 

Le gel. de Sephadex (G-100, G-75, G-50) est mis 

en suspension et la colonne est équilibrée avec le tampon 

util.isé pour 1 'élution. 

L1"adialysable urinaire" (200 à 500 mg de poudre 

lyopl-iilisée) est dissous dans le tarripon et centrifugé : le 

culc)t insoli~ble est éliminé et le surnageant (5 ml environ) es1 

dépc1s6 au sorruiict de la colonne. 

Chacune des fractions obtenues est soumise à 

l 'ét iide systématique de sa conipositinn centésimale en glucides 

de sa comim:;ition glycoprotidique par les méthodes immunoSlec- 

troyhorétiq~~es et de sa composition en polysaccharides acides. 

Iles mclrhode:; e:il,~loyées sont c!,Scrites aux pages 54 2 60. 

2 "  - Résultats et discussion .p.-A,..- --- -- 

a) Sep&dex G-IO(! - - -- - . . 

~Jous avons efiectué, la chromatographie en 

éluant successivemeat avec : 

- de l'eau distillée, 



- du c h l o r u r e  d e  sodium 0,08 M l  

- du c h l o r u r e  de sodium 1 M. 

L e s  schgrnas d e  f r a c t i o n n e m e n t s  o b t e n u s  s o n t  

x e p r e s e n t é s  p a r  l a  f i g u r e  13,  p ,  9 1 .  L a  c o n p o s i t i o n  c e n t é s i m a l e  

d e s  f r a c t i o n s  est donnee dans 1:s t71.!2~2ux XX e t  XXL (p.  9 2 ,  93 

Quelque  s o i t  l e  irinde il ' Eli ! t~ ion,  nous ob tenons  

d e s  p r o f i l s  t r è s  v o i s i n s .  D e v . x  f r a c t i o n s  c o l o r é e s  en  jaune 

et. a b s o r b a n t  l ' U V  (1 e t  3 )  s n n t  A len  s c p a r e e s .  La courbe  

d e s  o s e s  p r é s e n t e  deux pic:s, l e  pre- i icr  c o r r e s p ~ n d z n t  à 1, l e  

second d é c a l e  p a r  r a p p o r t  2 3 e t  p1iiLç r a p i d e  que c e l u i - c i .  

L e  p i c  1 c o r r e s ; ~ ~ ~ n d  ait volume d ' e x c l u s i o n  d e  l a  

colorme (PI1 5 100 000)  , il pr.:scnt-= iin épalllemunt. 

L ' é l u t i o n  p a r  1 i a C l  1 M d o n , ~ c  u n e  m e i l l e u r e  sépa- 

r a t i s n  des p i c s  1 e t  l ' ,  ces (';I)X f r a c t l o ~ : ~  c o n t i e n n e n t  d e s  

cicl cii3ç 11r0il j q u e s  m i ~ c o p a l y ç a c c ' r i ~ ~ - i d  i:pc s . 

iqous avons  Cli inin5 1 'G l~a t io i l  p a r  1 ' eau  d i s t i l l é e  

q u i  donne un  p r o f  il. ~nétiiocre. 

L a  f r a c t i o n  2 est l a  p l u s  r i c h e  en g l u c i d e s  

t o t a u x  ( 5 0  60 p. 100 ciii p o i d s  s e c )  avec un t r e s  f l i b l e  

pouvccntagc  d'acide u r o n i q u e .  

L a  f r a c t i o n  3 ne donnant  p a s  de bande r é v é l a b l e  

au  Eleu  A l c i a n ,  aprGs él ec trol'h:'r?r,e s u r  acétate de c e l l u l o s e ,  

].es aciclcs  uronl.qil.es cle cette iract- i . ~ n  nc> s o n t  ~ 1 . 3 1 1 ~  pas d s  

iiat u ~ r c  n ~ u c o p i ~ l y s a c c h ~ r  idiqiic . 

D c  riiCmc? qut3 l i i  crjrripor; i t i o n  t7:i g l u c i d e s ,  l a  

composit-ion en amino-acidi ,s  (ics II :GC~~.OIIS 1 e t  1 ' e s t  t r è s  

v o i s i i i c  ; c1.1es scnt e n  1\21 t i c'!il-icr ri,-.tics e n  . ic ides a s p a r t i q u e  

e t  cjl- iLt ;iraicyue, e r i  c ~ l  ycncol  ' \. t ?rroni.n' c t ph5ny l r ~ l n n i n c .  Les 

f ract ions  2 e S. 3 :;ont pI i i s  r*.Iuv ,-cc, i :l li.iî,>-eci,'icz aroiilatiques. 



F i g u r e  13 

Courbes d'elution des g l y c o p r o t i d e s  u r i n a i r e s  soumis à une,, 

ch romatograph ie  s u r  Sêphadex G-100 

A - é l u t i o n  p a r  l ' e a u  d i s t i l l ê e  
B - é l u t i o n  par  N a C l  0,08 M 
C - é l u t i o n  par WaCL 1 M ------------ oses neüt res  

............ a c i d e s  
uronic;iles 
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TABLEAU XXI 

Composition en glucides des fractions obtenues par chromatographie 
sur Sephadex G-100 (élution par i\laC1 1 ivl) de l"',?diaiysûble urinaire" 

: Poids : Oses :  c ci des : Acide : Osamines: Oses : Oses 

p. 1 0 0  ~ e u t r e s ~ ~ r o n i ~ u e s ~ ~ i a l i ~ u e  . p. 1 0 0  : 
* 

losamines 
: mg : p. 100:  p. 1 0 0  : p. 1 0 0  : :Sialique : 

1 1 3  1 .  8!1 . l t 2  : 1 1 , 4  6,3 0 , 7 1  1 , 2 8  



b) Sephadex G-75 

En effectuant l'élution par NaCl 0,08 M t  nous 

obtenons le même type de schéma de fractionnement, avec deux 

fractions colorées riches en acides uroniques et une fraction 

intermédiaire'chevauchant le pic coloré le plus retardé, riche 

en oses neutres et n'absorbant que faiblement llUeV. Nous avons 

effectué le découpage comme dans le cas précédent en trois 

fractions dont'la bomposition centésimale est donnée dans le 

tableau XXII (p. 95). Le rendement du fractionnement est de 

45 p. 100. 

Dans ce cas, le pic 1, contenant les acides 

uroniques mucopolysaccharidiques est entièrement élué avec le 

volume k'exclusion de la colonne de Sephadex G-75, ce qui 

correspond à un poids moléculaire supérieur à 45 000. 

c) Sephadex G-50 

L'étude systématique de ce type de fractionne- 

ment sera faite dans le paragraphe suivant (B - P. 96). 

Le gel de Sephadex G-50 médium, élué par NaCl 

0,08 M, a été finalement retenu pour les études ultérieures 

sur la composition glycoprotidique de ll"adialysable urinaire-. 

En effet, avec ce type de tamis moléculaire, toutes les 

molécules de poids moléculaire supérieur à 10 ou 15 000 

(selon la forme de la molécule) sont déplacées avec le volume 

d'exclusion de la colonne, ce qui permet d'effectuer un premier 

découpage du matériel urinaire en glycoproteines et mucopoly- .. 
saccharides acides dans le pic de tête et glycppeptides dans 

les pics plus retardés. 
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B - FRACTIONNEMENT DE L'ADIALYSABLE U R I N A I F E  SUR SEPHADEX G-50 

l0 - Matériel et méthodes 

a) La chromatographf e 

300 à 600 mg d'"Adia1ysable urinaire" dissous 

dans le tampon de départ (10 ml de NaCl 0,08 M) sont chromato- 

graphiés sur une colonne de Sephadex 6-50 médium (3 x 100 cm) 

dégazé et stabilisé en chambre froide à + 4O C. 

Le déplacement des composés se fait par passage 

d'une solution du même tampon chlorure de sodium 0,08 M. 

Le débit de la colonne est réglé par une pompe 

péristaltique (20 ml/heure) et des fractions de 10 ml sont 

recueillies automatiquement sur collecteur de fractions, puis 

analysées en UV à 278 mu pour détecter les protéides. Pour 

tracer la courbe, les oses sont dosés tous les deux tubes. 

Chaque fraction isolée est dialysée contre eau distillée pour 

enlever le NaCl et lyophilisée. 

b) Etude des propriétés des fractions 

La composition centésimale en glucides des 

fractions obtenues et leur composition molaire en oses neutres 

et osamines, ont été déterminées par les méthodes décrites aux 

pages 54 à 60. Nous avons effectué également les analyses 

imrnunoélectrophorétiques et électrophorétiques. 

Résultats et discussion 

Les résultats obtenus sont illustrés par les 

figures 14 ; 15 ; 16, et les tableaux XXLII, XXIV et XXV 
(p. 98 et 100 à 104). 



a )  La chromatoqraphie 

L e  dosage dans chaque f r a c t i o n  é luée  des 

"oses n e u t r e s " ,  des  osamines e t  de l ' a c i d e  s i a l i q u e ,  permet 

d e  r e p é r e r  l e  passage de  deux p i c s  ( p i c s  1 e t  I I ) .  Le dosage 

des  a c i d e s  uroniques f o u r n i t  deux p i c s  également, dont l ' u n  

( p i c  A )  co ïnc ide  avec l e  p i c  1 e t  l ' a u t r e  ( p i c  B) se d i s s o c i e  

du p i c  II e t  e s t  p l u s  r e t a r d é  que c e  de rn ie r .  

Pour l a  s i m p l i f i c a t i o n  de  l ' é t u d e ,  nous avons 

découpé l e  schéma en q u a t r e  f r a c t i o n s  numérotées de 1 à 4 

( v o i r  f i g u r e  1 4  ; p. 9 8 ) .  

b) Composition d e s  f r a c t i o n s  

- Le p i c  1 

L'étude de  l a  composition du p i c  1 ( tab leau  

X X I I I ;  p.100) montre q u ' i l  renferme une proport ion de  g luc ides  

re la t ivement  f a i b l e  (30 p. 100 de g luc ides  t o t a u x ) .  Ce 

r é s u l t a t ,  a s soc ié  au f a i t  que ce  p i c  s e  déplace avec l e  f r o n t  

du s o l v a n t ,  permet de conclure q u ' i l  e s t  de  n a t u r e  glycopro- 

t é in ique .  D e  p lus ,  il e s t  t r è s  ant igénique (10 a r c s  en 

irnmunoélectrophorèse). 

L 'analyse é lec t rophoré t ique  s u r  a c é t a t e  de 

c e l l u l o s e  montre l a  présence de  plysaccharides  ac ides  r évé lés  

pa r  l e  Bleu Alcian.  Ce r é s u l t a t  explique l e  taux  des ac ides  

uroniques e t  l e  f a i t  que l a  t o t a l i t é  de  ceux-ci s e  retrouve 

dans l e  p r é c i p i t é  du p i c  1 par  l e  Cétavlon. 

- L e  p i c  II 

I l  renferme une proport ion p l u s  élevée 

de g luc ides  to taux (55 à 60 p. 100).  Il  e s t  donc de  na ture  

glycopept idique e t  ne renferme pas de mucopolysaccharides 

acides.  





Cependant les fractions 2 et 3 constituant le 

pic II sont encore antigéniques (3 arcs en immunoélectraphor~se 

et contiennent des mucopolyosides révélables au Bleu Alcian 

après électrophorèse. 

En comparant le comportement du pic II sur 

Sephadex G-50 avec celui de glycopeptides de poids moléculaire 

connu (tel que "le glycopeptide 8 'Qe l'ovomucoïde) nous 

pouvons estimer que les constituants du pic II ont des poids 

moléculaires allant'de 2500 à 5000 ; et ceci est confirmé par 

la chromatographie de ce pic II sur Sephadex G-25. 

- Le pic B 

Il est fortement coloré en jaune brun. 

Il ne contient pas d'osamines mais des acides 

uroniques et des oses neutres en faible proportion. Il ne peut 

donc pas s'agir de MPA, d'autant plus qu'aucun constituant de 

cette fraction n'est revélé au Bleu Alcian après électrophorèse. 
.----., 

f :]';lx 

Cette fraction n'est pas antigénique. 

c) Composition molaire en oses neutres et en --- 
osamines 

L-tude de la composition en oses des différen 

pics montre que les pics I et II renferment bien des composés 

de nature ou d'origine protéinique puisque ces derniers sont 

constitués de galactose, de mannose et de fucose. 

Le pic R est particulièrement riche en glucose, 

probablement d'origine osidique. 

Le rapport glucosamine/galactosamine égal à 

2 dans le pic 1 est en accord avec la présence des mucopolysac- 

charides acides dans cette fraction (Tableau XXIV ; p. 101). 
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TABLEAU XXV 

Composition en amino-acides des fractions obtenues 

sur Sephadex (2-50 
(Fig. 14 ; p. 98)  

(en p. 100 de la sonune des amino--acides à l'exception du Try) 

AsP 

Thr 

Ser 

Glu 

Pro 

G ~ Y  

Ala 

Val 

CYS 

Met 

Ileu 

Leu 

Tyr 

Phe 

LYS 
His 

Arg 



Figure 15 

Chromatographie sur papier des hydrolysats chlorhydriques 

(HC1 2 N, 2 h, 100' C) des fractions 1 à 4 de la figure 14 

(p. 9 8 ) .  Système-solvant : pyridine/acétate dléthyle/eau 

(1 : 2 : 2) ; durée de la chromatographie : 24 heures, 

révélation par le réactif à l'oxalate d'aniline. 

G a l  : galactose ; Glc : glucose ; Man : mannose ; Fuc : fucose ; 

Xyl : xylose ; Rib : ribose. 
/'"'.+ 



Figure  1 6  

E lec t rophorèse  d e s  osamines iq-réacétylées des  f r a c t i o n s  

1, 2 e t  3 de l a  f i g u r e  1 4  (p. 98)  obtenues p a r  g e l  

f i l t r a t i o n  s u r  Sephadex G-50. 

Tampon b o r a t e  à 1 p. 1 0 0  de pH 9,2 ; 1 0  1 0  V/cm pendant 

4 h : r é v é l a t i o n  pa r  l a  r é a c t i o n  d t E r l i c h  ' i nd i r ec t e ' .  



d) Composition en amino-acides 

Le pourcentage de protéines, (dosage par la 

méthode de Lowry résultats exprimés par rapport à la Sérum 

Albumine bovine) est de : 

. 70 p. 100 pour le pic 1 

. 32 p. 100 pour le pic II 

. 30 p. 100 pour le pic B 

L'analyse à l'Auto-analyseur Technicon ( k ) ,  

des hydrolysats chlorhydriques donne,pour les différentes 

fractions,des résultats semblables (Tableau XXV ; p. 102) aeec 
des pouxcentages élevés d'acides aspartique, glutamique et/glyco 

colle. Ce résultat pourrait s'expliquer par une origine commune 

des différentes molEcules réparties dans les fractions 1, 2 et 

3. 

3 O  - Conclusions 

La "gel filtration" de lt"adialysable urinaire", 

total sur Sephadex G - 5 0 ,  fournit donc un procédé de fraction- 

nement intéressant et reproductible. 

Il nous permet, en effet, de préciser la nature 

de l'"extrait urinaire" que nous utilisons, qui est également 

le substrat de dosage des glycoprotides totaux de l'urine. 

Il s'agit donc d'un mélange de glycoprotéines et de glycopeptide2 

dérivant vraisemblablement les uns des autres. 

(k) Les dosages d'amino-acides à l'Auto-analyseur Technicon 

ont été effectués au laboratoire de Chimie Biologique de la 

Faculté des Sciences de LIItLE par M. MONSIGNY et L. BERTHIAUX 

que nous remercions vivement. 



D ' a u t r e  p a r t ,  nous avons vu que l e s  a c i d e s  

uroniques  n e  s o n t  pas  quan t i t a t i vemen t  d e s  a c i d e s  uron iques  

rnucopolysacchari6iques. 

Une chromatographie p r é a l a b l e  de n o t r e  

" a d i a l y s a b l e  u r i n a i r e "  s u r  colonne Sephadex G - 5 0 ,  va f o u r n i r ,  

à p r é s e n t  un exce l - l en t  f rac t ionnement  de base  d e s  g lycopro t ide ,  

u r i n a i r e s ,  p r é a l a b l e  à de nouveaux sous-fract ionnements .  

SOUS-FRZ1CTIObii~EMEldT DES PICS 1 E T  - II SUR SEPHADEX 

1' - Sous-fra i t ionnement  -- du p i c  1 

a)  Deuxième chromatofiraphie s u r  Sephadex G-50 

( é l u t i o n  p a r  1 'eau)  . 

J o u s  avons e f f e c t u é  l e  " recyc lage"  s u r  l e  

même g e l  de Sephadex G-50,  du p i c  1, é l u 6  avec l e  f r o n t  du 

s o l v a n t  dans  une première cnromatographie.  Le déplacement 

des  subs t ances  e s t ,  c e t t e  f o i s ,  r é a l i s é  p a r  de  l ' e a u  d i s t i l l é e '  

Le schéma de f rac t ionnement  montre un découpage 

en t r o i s  p i c s ,  c o l o r é s  en brun p l u s  ou nioins foncé 

(F igure  1 7  ; p. 1 0 7 ) .  Le p i c  l e  p l u s  important  e s t  élué avec 

l e  f r o n t  du solvant . .  Les deux premiers  p i c s  con t i ennen t ,  o u t r e  

d e s  o s e s  n e u t r e s  e t  des a c i d e s  s i a l i q u e s ,  de s  osamines e t  des  

a c i d e s  uron iques ,  t a n d i s  que l e  d e r n i e r  p i c  t r è s  c o l o r é ,  ne  

c o n t i e n t  que d e s  a c i d e s  uron iques  e t  des  o s e s  n e u t r e s  en 

p e t i t e  q u a n t i t é .  

L a  composit ion centés inia le  e t  l e  comportement 

i m m u n o é l e c t r o p h o r e t i c ~ ~ ~ e  des  f r a c t i o n s  obtenues  s o n t  donnés 

dans  l e  t a b l e a u  X X V I  (p.  1 0 8 ) .  



Figure 17 

Fractionnement du pic 1 (voir figure 14  ; p. 98) sur Sephadex 

G-50, Glutian par l'eau distillée. 

Oses n e u t r e s  : ( 1 ; acides uroniques (-- e - 
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b) Sous-fractionnement du p i c  I a  

L a  f r a c t i o n  I a  a é t é  soumise success ivement  à 

deux nouve l l e s  chromatographies  s u r  Sephadex G-200 e t  s u r  Dowex 

1 x 4 .  

Pour l a  chromatographie s u r  Sephadex G-200, l e  

déplacement d e s  composés e s t  e f f e c t u é  p a r  d e  l ' e a u  d i s t i l l é e .  Nol 

obtenons 4 f r a c t i o n s  r i c h e s  en s u c r e s  (33 à 4 5  p. 100 de  g luc ide :  

t o t a u x ) ,  con tenant  t o u t e s  d e s  a c i d e s  usoniques  e t  d e s  osamines 

e t  de  p l u s  une f r a c t i o n  p l u s  r e t a r d é e ,  t r è s  c o l o r é e ,  nelcontenanl 

que 7 p. 1 0 0  d ' o s e s  n e u t r e s  e t  3 , 3  p. 100 d ' a c i d e s  uroniques .  L e  

premier p i c  correspond au volume d 8 e x c l u s i o n  du g e l ,  ce q u i  

i nd ique  que c e r t a i n s  g l y c o p r o t i d e s  u r i n a i r e s  o n t  un po ids  

mo lécu la i r e  é levé ,  s u p é r i e u r  2 200 000. Toutes les f r a c t i o n s  

s o n t  t r è s  hé té rogènes  e t  n ' o n t  pu S t r e  r e t e n u e s  pour d e  nouveaux 

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

C e  nienie p i c  I a  a 6té a l o r s  chromatographié s u r  

Dowex 1 x 4 ,  l ' é l u t i o n  a e t 6  e f f e c t u e e  successivement p a r  d e  

l ' e a u  d i s t i l l é e ,  d e  l ' a c i d e  ch lorhydr ique  0,l N p u i s  de  l ' a c i d e  

ch lorhydr ique  3 N, 

La f r a c t i o n  f-IC1. 3 N e s t  l a  p lus  i n t é r e s s a n t e  ; 

e l l e  r e p r é s e n t e  l a  rrioitl6 du   na té ri el éI-ué, c ' e s t  l a  s e u l e  

f r a c t i o n  à c o n t e n i r  d e s  a c i d e s  uron iques  e t  e l l e  donne 3 bandes 

t r è s  c o l o r é e s  p a r  r é v é l a t i o n  au Bleu Alc ian  ap rè s  é l ec t rophorèse  

s u r  a c é t a t e  d e  c e l l u l o s e .  E l l e  c o n t i e n t  donc l e s  mucopolysaccha- 

r i d e s  a c i d e s ,  que nous pouvons a i n s i  s é p a r e r  du reste des  glyco- 

p r o t é i n e s .  L a  f r a c t i o n  n e u t r e  e t  les 4 f r a c t i o n s  obtenues  p a r  

l ' é l u t i o n  H C 1  O,P N s o n t  t o u t e s  hétgrogènes  e t  p r é s e n t e n t  d e  

3 à 6 a r c s  en imunoélec t rophorèse .  

a)  ---- DeuxiGmt-? chromatoqraphie --- s u r  Sephadex G-50 

( é l u t i o n  pa r  l ' e a u )  

D e  m ê m e  que pour l e  p i c  1, nous avons rechro-  

matographié Te p i c  II s u r  l e  même g e l  d e  Sephadex G-50, é l u 6  



p a r  de  l ' e a u  distillée. Lee; r 6 ç u l t a t s  obtenus  s o n t  rassemblés  

paqes 1 0 8  et 13 1 (F i g .  18 e t  Tableau X X V I )  . 

PJ\aJ)so-rhai~cc? tzlevécg en UV des  f r a c t i o n s  c e t  d 

correspond cl uns ~.!risort.;irit.c cokora t  i o n  marron, les f r a c t i o n s  

a e t  h ne son t  pas ct7it7récs. I i a  del -niere  f r a c t i o n  (d) , peu 

impcîrtante pond>ralenienl,  est co:0pcjs5e e s s e n t i e l l e m e n t  de  

p i g ~ ~ l r n t s ,  elle e u t -  pauvre  cn yluc ; idcs  niais c o n t i e n t  des  a c i d e s  

uroniclues. 

h f  Souç-frac!:lonnernent -.-..--- d e s ~ i c s  I I b  e t  I Ic  

L e s  f r d c t i o n s  l e s  p l u s  abondantes,  b e t  c ,  on t  

é t é  soumises a une noc~~~c'LLe crc:l_ f i l t r a t i o n  s u r  Sephadex G-100. 

S u r  Sepha(-lex C--100,  e l u s e  par  de  1 'eau d i s t i l l é e ,  

l a  f r a c t i o n  fIt donne un pic p r i n c i p a l  ; ce  composé, donnant 

a p r è s  l y o p h i l i s a t i o n  une poudre pa r f a i t emen t  blanche,  c o n t i e n t  

52 p. 1 0 0  de  glucrdes e t  est dépaurvu d ' a c i d e s  uroniques  ; il 

donne deux arcs cn  am.r,unoélcetrophorèse 

D e  rncme, nous avons chromatographié l a  f r a c t i o n  

I I c  s u r  Sephadex G-100 ; nous obtenons 4 f r a c t i o n s  dont  l a  

p l u s  importxnte  c n n t i c l î t  55 p. i 0 û  cle g l u c i d e s  dont  2 , 3  p. 1 0 0  

d ' a c i d e s  u ron iqueç ,  c'est un2 poudre c o l o r é e  en  brun.  En 

i m m u n o é l e c t r s p h o r ~ ~ c ,  e l l e  donne un s e u l  a r c  mais c e c i  ne peut  

ê t r e  r e t e n u  con!iize cri.! C r c ?  d 'homogén6ité c a r  il s ' a g i t  d 'une  

f r a c t i o n  d e  nat  ( 1  rê  c j l  ycopèp t id i  que et donc fa ib lement  a n t i g é -  

nique. 

L e s  .;cri.~~-fracti.onr,ements s u r  Sephadex ne nous on t  

appor té  que peu de rensèignements. Il semble q u ' i l  y a i t  des  

phénomènes de  polymêrisat ion et de dépolymerisat ion des  

composés de  fai'r:'le poiclr; r n o l E c u l a i ~ e ,  puisque une f r a c t i o n  

homogène é.Luéz:  il^: ::c plzcLric:rc C- -50  uvec un so lvan t  e s t  r é s o l u e  

en p l u s i e u r s  C ~ ~ l l p O S c L  ùvcc ua au t r c  so lvan t .  C e t t e  observa t ion  

r e j o i n t  c e l l e  i a i t e  par kAC GAT,F! ( 2 1  Cl \  3 nrnnnc A a  
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Fract ionnement  du pic II (mir Fig .  14 ; p. 98)  s u r  L-. 
Sephadex G - 50, é l u t i o n  par l'eau distillée ; abçorbance 

UV : ( ) ; oses n e u t r e s  : ( a  - - 1 



U. .* «<< I I .  



chroinatographiessur Sephadex 6 -75 ,  Selon c e t  a u t e u r r  c e s  

e f f e t s  d'"agglomérat--ions" e x p l i q u e r a i e n t  l a  présence  de compose 

de  f a i b l e  poi.ds molCcuLaire dans Les f r a c t i o n s  u r i n a i r e s  

non u l t r a f i l t r a . b l e s  e t  non di.al.ysables e t  l i m i t e r a i e n t  l le lnploj  

de  l a  g e l  fi l trati .oi? p o u ~ f l l a  de tz rmina t ion  d e s  po ids  moléculai l  

de s  f r a c t i o n s  c o n t e n a n t  p l ~ ~ a i . e u r ç  csmposBç, 

D - ETUDE COMPAE3k, D E S  E L C S  I 13' T L  P U R I F I E S  -----.------.---.. -.. .---- "" ----- 

Noras avor~s efl'?éct;ci. u n  r ecyc l age  des pics obtenu? 

l o r s  d ' u n e  pa-emi.6ze clarorriatzclgraph.ie en  u t i l i s a n t  exactement 

l a  même, niéthocle que pour ce t "c ppwremi6re chromatographie,  c ' e s t -  

à - d i r e  Sephadex G - 5 0  (colonne de 3 x 1 0 0  cm) ë l u t i o n  par N a C l  

0,08 M (voir paragraphe k i 8  L),, 9 6 )  . 

P o u r  l a  p t . t r i f ica t ic in ,  nous aba i s sons  la q u a n t i t é  

d ' é c h a n t i l l o n  5 chromatographier  de 500  à 300 mg. 

A u  deuxl5me piassage, l e  p ie  1 donne un s e u l  p i c  

impor tan t  r epe rab le  en U7i7 à 2711 lliii,, et par dosages d e s  o s e s  

n e u t r e s  à Iqoorcinoï  s u l f u r i q u e  e t  des a c i d e s  uronkques a u  

ca rbazo l  s u l f u r i q u e ,  C e  p:ic passe e n t r e  2 0 0  e t  320 m l  d ' é l u t i o n  

L a  courbe des oses n e u t r e s  p résen te  un Gpaulement e n t r e  340 

e t  380 m l ,  t a n d i s  que l ' U V  indique une t r a i n é e  jusque 800 ml, 

de  d e n s i t ë  op t ique  GgaLe a Q,1 e n v i r o n  ( a l o r s  que  l a  d e n s i t é  

o p t i q u e  au sonunet du p ic  est s i~pGrieüre à 2 ) .  

Nous r e c u e i l l o n s  donc I ' é l u t i o n  e n t r e  200 e t  

320 m l .  L e  r ende~ne i~ t  de cette o1:Gration de p u r i f i c a t i o n  e s t  de 

70-75 p. 1 0 0 ,  (gic --- 1 p u r i f  --- -- i6j . 

Pour l e  p i c  I I ,  après un second passage s u r  

Sephadex G - 5 0 ,  nous e f f e c t u o n s  uniquement les repérages  en UV 



e t  p a r  dosage des oses ~ i e u t r e s ,  t u b e  par tube.  

lieus oblcnolis un premier p i c  t r è s  p e t i t  co r r e s -  

pondant au  p i c  I ,  yu3 est é ! ~ r c s n k ,  L a  courbe des o s e s  n e u t r e s  

se presente cornilte ura. p i e  ~ r k a  i ~ ~ ~ p o ë t a n t - ,  presque syniétrique ; 

t a n d i s  q u ' e n  UV, nous oklbnons dciix p i c s  mal s é p a r é s ,  le 

premier  corresporidanb. aux 0~21 ;  ; Li t  scco:~d ZGgèrexrient col.or6 en 

brun ,  chevauche La b rancn t  1 G pi LIS retardée d u  pic des  o s e s  

n e u t r e s .  Nous raclzei l. loris 1 '6iuzldn contenant. l e s  o s e s ,  en 

é l i m i n a n t  les  ae.ilx ex t x~n : i  t e s  cl,.. L a  c ~ ~ z r b e ~  s o i t  e n t r e  350 e t  

550 m l .  ~qous obtenons ciprcç d l d l y s e  e t  Lyoph i l i s a t i on ,  l e  p i s  31 

p u r i f i é  avec un rendemerjt G D  A 65 p. 100,  - 

L e s  r 6 s d t a t s  a t t c2nus  sont résumés d.ans les 

t ab l eaux  XXVIPI e t  XXXX (p. j.15 et 1 1 6 )  . 

a) L a  f r a c t i o n  1 ------.---- 

L a  f r a c t i o n  i est assaz pauvre  e n  g l u c i d e s  

t o t a u x  mais p l u s  r i che  en p r o t é i n e s  ( 3 0  e t  7 0  p. 1 0 0  r e s p e c t i -  

vement) .  E l l e  c o n t i e n t  des  acides t~ ron icpes .  Parmi l e s  o s e s  

n e u t r e s ,  outre Ec galactusc, Le mannose et l e  Zucoçe, on t rouve  

un peu de xylose, Le glucose n a e s t  t r o u v é  q u ' à  l - t a t  de t r a c e s *  

hn c e  q u i  concerne l es  O Ç Z U L ~ ~ ? C - S ,  Id galactoçamine est presque 

a u s s i  abondante que Pa gi~icosa;.~~r,c puisque l e  r appor t  glucosa- 

mine/galactosarni.ne est de 1. ,S , 

b) La f r a c t i o n  1.1 --*-.-.-- ---" --- 

La f r c i c t i o n  11 est  n e t t e m e n t  g lycopept id ique ,  

p u i s y u ' e l l e  c o n t i c n t  ï 0  12, E O O  de g luc ides  t o t a u x ,  parmi 

l e s q u e l s  un f o r t  pourcentage d3ac:idcs ç l a l i q u e s  e t  d'oosarnines 

e t  par contre, t rès  peu d'acitles uror~icyues. 

L e s  râpports inolairus n e  p r e s e n t e n t  pas de 

c a r a c t é r i s t i q u e s  p a r l i c u l i i z r e s  s i  ce n'est l ' augmentat ion du 

r a p p o r t  glucoçarnine/yalactosàrnine. 



TABLEAU XXVIII 
--- . -- 

Composition centesilnale des fractions 1 et 11 purifiées 

: * 

r Frac t i io  1 puriflée : Fraction II purifiée 

Protéines (+) 

Glucides totaux , 

Oses neutres 

Acides uroniques 

Acides sialiques 

Osamines 

Oses neutres/acides 
uroniques 

Oses neutres/acides 
sialiques 

Oses neutres/osamines 

-.------.-a-------- 

(&) Dosees par la rriét!ao;Ic de Lowry et exprimées en 

p. 1 0 0  par rapport a La sérum albumine bovine. 



TABLEAU X X J X  
--.---- 

Rapports molaires (pour I O  résidus de galactose) des 

oses, osamines, acides slaliqueç et acides uroniques 

des fractions 1 et II purifjees. 

------*- --------------- --"- 

: FracLion 1 p u r i f i g e  e Fraction II purifiét 

l i s  Galactose 

Glucose 

Mannose 

Fucose 

Xylose 

Osamines 

Glc NH2 
Ga1 NH2 

Acides sialiques 

Acides uroniques 



3' - Composition .- en acides a:nines - 

La composition en acides aminés a été réalisée 

sur un hydrolysat chlorhyilrique (ilcl 5 , 6  19 ; 10CO C ; 24 h ; 

en tube scellé sous vide) à l'Auto-analyseur Technicon. 

Les résultats obtenus sont donnés dans le 

tableau XXX (p. 1.18). 

Nous pouvons observer la similitude de composi- 

tion en acides amines des fractions I et II purifiées ; la 

fraction II 6tant plus riche en acides aminés aliphatiques et 

plus pauvre eri acides aminés aroniatiques que la fraction I. 

4' Etude 6lectrop1.ioréti~e - -- --...-- et imrnunoélectrophorétique 

Les résultats sont illustrés dans les figures 

19 et 2 0  (p. 119 et 1 2 0 ) -  

a) La fraction ï en Glectrophorèse sur acétate 

de cellulose donne deux bandes très nettes et très fines, 

migrant sensiblement au rriême niveau que l'acide hyaluronique. 

En immunoClectrophorèse, le pic 1 se rêvèle très 

antigénique ; ori peut dénombrer auta~it d'arcs que dans 1 'adia- 

lysable urinaire total ct niSrne certains arcs supplémentaires 

apparaissent, étant donné q u c  c e t t e  preparation est plus riche 

en protéines que 1 adiallrsabl e urinaire total. On obtient 

également plusieurs arcs effectuant l'immunoélectrophorèse 

du pic I purifié contre un sGrum antiprotéines sériques 

humaines. 

bj La f rdc t ion  LT. donrie égalenient deux bandes -.---W.- -.- 

de mucopolyosides acides r6v5ldbleç du Eleu Alcian, après 

électrophorèse sur ac6tnLe cellulose. 

Ces deax bandes se situent au niveau des 

chondroitines sulfates. 



TABLEAU XXX 

Composit ion en a c i d e s  aminés des f r a c t i o n s  1 e t  II p u r i f i e e s  

: F r a c t i o n  S purifiee 1 F r a c t i o n  13 pürifiée 

(a: (a) 

ASP 

T h r  

Ser 

Glu 

Pro 

G ~ Y  

A l a  

CYS 

Val 

M e t  

I l e u  

Leu 

Tyr 

Phe 

LYS 

H i s t  

Arg 

(a)  en p. 1 0 0  de 1.2 sonme d 'arn ina-acides  (Try  non dosé )  . 
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Immuno-électrophorèse d e s  f r a c t i o n s  1 e t  II p u r i f i é e s  

ASU : sérum de  l a p i n  a n t i p r o t é i d e s  u r i n a i r e s  

PA : ad ia lysa ' s l e  al.: p r É c i p i t é  a l c o o l i q u e  



Figure 20 

A - Electsophor5se sur acétate de c e l l u l o s e  des fractions 

1 et II purifiées. 

Tampon pyridinefacide formigue/eau pH3. 

Tension 3 V/cm - durée 4 h. 
Révélation par le réactif au Bleu Alcian. 

/--\ T : - témoins mucopolysaccharides a c i d e s  : HA, acide (;,,JS, 
" $9 hyaluronique ; CAS, a c i d e s  chondroitines suLEu- \>.)J 

r i q u e s  A ,  C ; CSB, chondroitine s u l f a t e  B,  Hep, 

Béparine. 



En imunoé lec t rophorèse ,  a p r è s  p u r i f i c a t i o n  e t  

malgré s a  n a t u r e  g lycopept id ique ,  l e  p i c  II est  encore  

an t igén ique  s i  l a  d i f f u s i o n  e s t  f a i t e  c o n t r e  un sérum a n t i -  

p r o t é i n e s  u r i n a i r e s .  Pa r  c o n t r e ,  nous  n 'ob tenons  p l u s  aucun 

a r c  s i  l a  d i f f u s i o n  est  f a i t e  c o n t r e  un sérum a n t i p r o t é i n e s  

s é r i q u e s ,  

Ayant d é f i n i  Les deux f r a c t i o n s  p r i n c i p a l e s  

c o n s t i t u a n t  l es  g lycopxot ides  u r i n a i r e s ,  nous avons é t u d i e  

l e u r  comportement s u r  echangeurs d ' i o n s  : Dowex 1 x 4 e t  

DEAE-Sephadex. 

E - CHROMATOGMPHIE SUR DOWEX I x 4 DES PICS 1 ET 31 PURIFIES 
.------- 

P O  - Mode o p 6 r a t ~ i r e  

La r é s i n e  Dowex P x 4  ( 2 0 0  - 400 "rnesh") 

est  une r é s i n e  échangeuse dkanions ,  c k s t - 2 - d i r e  q u ' e l l e  f i x e  

les composés a c i d e s .  E l l e  e s t  réggnérée  d 'abord en bécher, 

p u i s  en colonne,  en u t i l i s a n t  successivement de  l a  soude 3 N, 

un r inçage  à l ' e a u  d i s t i l l é e  j u squ '2  ob ten t ion  d ' u n  pH neu t r e ,  

de  l ' a c i d e  formique concent ré  e t  un r inçage  à l ' e a u  d i s t i l i e e  

jusqu 'à  o b t e n t i o n  d ' un  p H  n e u t r e ,  

Nous avons u t - i l i s é  d e s  colonnes de  2 x 4 0  cm 

pour chromatographier  des  q u a n t i t é s  de 300 m g  de poudre. L e  

s u b s t r a t , d i s s o u s  dans  5 m l  d ' eau  dis t i l lc ' !e ,  e s t  dépos6 au 

sommet de l a  colonne de r é s i n e .  L c  dépôt d o i t  e 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 s p e r s i o n  pendant l a  chronia- 

tographie .  



Une pompe péristaltique permet de régler le débi 

de la colonne à 15 ml/h et des fractions de 5 ml sont recueil- 

lies sur collecteur de fractions automatique. Le fractionnemen 

est effectué à + 4' C pour éviter toute fermentation et su r tou  

la dégradation des glycoprotideç par l'acide chlorhydrique 3 

temperature ambiante. 

L'élution est rCialiçée su~cessivement par : 

. lkea d. i s t i lE$e  

. l'acide chlorhy&rique 0 , 1  N 

1 'acide chlorhydrique 3 L4 

Le repérage des pics se fait par dosage en UV 

à 278 nm. Les fractions obtenues sont dia.lysées et lyophilisée 

b) Analyse des fractions ---- 

Toutes les fractions ont éte ét.udlees du 

point de vue de leur composition cent6simale en glucides, ains 

que de leur comportement en electrophorèse et inirnunoGlectro- 

phorèse. Nous avons décrit aux pages 54 à 60, les méthodes 

employées pour ces analyses. 

2' - Résultats obtenus -p- avec l e ~ i c  ---- 1 purifié. -- 

L'élution par L'eau distillée donne une 

seule fraction FN, l'acide chlorhydrique 0 , l  N donne un profil 

d'élution avec trois pics principaux, un quatrième pic, 



matérialisé par un anneau brun se deplaçant le long de la 

résine, est obtenu en trop faible quantité pour etre étudié. 

Avec l'acide chlorhydrique 3 N, on n'obtient qu'une seule 

fraction. 

Certains pigments urinaires sont fixés irr6- 

versiblement sur la résine et il est impossible d'Gluer toute 

la coloration brune se trouvant nu sommet de la colonne. 

b) Analyse des fractions --- 

Les fractions neutres et HCl 3 N sont les 

plus importantes pondêralement. Sauf avec La fraction neut.re, 

les poudres obtenues sont colorées plus ou moins en laune- 

marron, 

Le rendement de la clrrornatogra.phie est de 50 p. P O O  

Les résultats sont résumés dans .Le tableau XXXI ip, 124) 

et la figure 21 (p. 1 2 5 ) .  

Nous observons que les fractions neutres et HC1 

0 , l  N sont depourvues d'acides uroniques cu en contiennent 

des quantités négligeables. 

Tous les acides uroniques sont élues par lDHCl 3 N. 

Les taux d'oses neutres, d'acide sialique et 

d'osamines augmentent réguliercment de FN à F3 tandis que 

les rapports oses neutres/acide çlalique et oses neutres/ 

osamines restent assez constants, en particulier pour les 

pics Glués par I'HCl 0,1 L?. 

Toutes Les fractions se révèlent hetérogènes en 

immunoélectrophorèse (Figure 2 1  ; p. 125) différentes Les 

unes des autres, mais cependant ÈL semble que certaines 

protéines se retrouvent. dans plusieurs fractions. 
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Figure 21 

Immuno-électrophorèse des fractions obtenues par chromatographie 

du pic 1 purifié sur Dowex 1 x 4. 

Ad. : "Adialysable urinaire" 

Dans les gouttières : immunsérum anti-protides urinaires. 



L'électrophorèse en acétate de cellulose donne 

des résultats intéressants puisque seule la fraction HC1 3 N 

donne 4 bandes très intenses, ce qui, vu le rapport acide 

uronique/osamines voisin de 1 dans cette fraction, confirme- 

rait la présence des MPA associés à des protéines antigéniqu 

3' - Résultats obtenus avec le pic II purifié 

a) Chromatographie 

Comme dans le cas précédent, nous obtenons 

une fraction neutre FN, trois pics avec l'acide chlorhydrique 

0,l N et une fraction acide F HC1 3 N. 

b) Analyse des fractions 

Les fractions les plus abondantes sont les 

fractions neutres et letr~bième pic élué par HC1 0,l N qui st 

présentent sous forme de poudre blanche. 
* 

Le rendement de la chromatographie est de 

70 p. 100. 

L'intérêt de la chromatographie dur Dowex 

1 x 4 est d'obtenir, parmi les pics de tête du fractionnement, 

des composés dépourvus d'acide uronique (voir tableau XXXII ; 

p. 127). 

La troisième fraction HC1 0,l N qui représent 

23 p. 100 du matériel chromatographié, est particulièrement 

riche en glucides (67 p. 100 de glucides totaux). 

De plus, c'est une fraction riche en sialo- 

conjugués. 





Sa nature glycopeptidique explique qu'elle ne 

soit pas antigénique (Figure 22 ; p. 129). On constate, 

que seules sont antigéniques, les fractions de tête qui sont 

moins riches en glucides totaux. 

Inversement, sur acétate de cellulose, les révé- 

lations au dleu Alcian indiquent la présence de mucopolyosides 

autres que des MPA dans les fractions très acides. 

4 '  - Conclusions - 
Dans les deux cas de sous-fractionnementsdes 

pics 1 et II sur Dowex 1 x 4, nous obtenons à La fois, une 

fraction neutre et des fractions acides. 

Cependant, la chromatographie des deux pics est 

assez différente et si le pic 1 donne en majorité des MPA 

(FHC1 3 N), le pic II est surtout riche en FHCl (3) et cette 

dernière, par son comportement chromatographique et sa compositi 

en glucides, présente une analogie avec le pic 7 obtenu par 

chromatographie sur Dowex, dans les mêmes conditions,de liihdia- 

lysable urinaire" total (VAILLANT-DELACROIX) (3 11) . 

Mais, toutes les "sous-fractions" obtenues sont 

encore hétérogènes en immunoélectrophorèse. 

L'intérêt de ce type de chromatographie est de 

permettre d'éliminer les acides uroniques par l'élution HC1 3 N, 

ce qui donne des fractions dépourvues de MPA pour l'étude des 

glycoprotéines à partir du pic 1, et des fractions dépourvues 

de glucoronocon-jucjués pour l'étude des glycopeptides, à partir 

du pic II. 



Figure 22 

Immuno-électrophorèse des fractions obtenues par chromatographie 

du pic II purifié sur Dowex 1 x 4. 

Ad. : "Adialysable urinaire" 

Dans les gouttières : immunsérum anti-protides urinaires. 



F - CHROMATOGRAPHIE DES PICS 1 ET II PURIFIES SUR DEAE-SEPHADE 

Nous avons appliqué le procédé de fractionnement 

des glycoprotides urinaires proposé par ANDERSON (312). 

l0 - Mode opératoire - 

a) Chromatoqraphie 

Nous avons employé de la DEAE-Sephadex A-50, 

fournie par les laboratoires. "Pharmacia" (UPPSALA, Suède) . 
La DEAE-Sephadex, après lavage à l'eau distillée 

est traitée par HC1 0,5 Nt sur verre fritté, puis rincée à l'ei 

distillée jusqu'à la neutralité ; elle est ensuite lavée à la 

soude 0,5 N puis de nouveau rincée à l'eau distillée jusqu'à 

retour à la neutralité. 

Elle est équilibrée, dans la colonne, avec le 

tampon de départ. 
I 

Après tassement de la colonne, l'échantillon est 

déposé au sommet de celle-ci : 500 mg, dissous dans le tampon 

de départ (phosphate de sodium 0,02 M pH 6,7) sont chromato- 

graphiés sur des colonnes de 2,5 x 25 cm. 

L'glution est effectuée en gradient discontinu, 

de molarité croissante en NaCl et de pH constant. 

1 - phosphate de sodium 0,02 M pH 6,7 
2 - phosphate de sodium 0,02 M pH 6,7 + NaCl 0,l M 
3 - phosphate de sodium 0,02 M pH 6,7 + NaCl 0,2 M 
4 - phosphate de sodium 0,02 M pH 6,7 + NaCl 0,4 M 
5 - phosphate de sodium 0,02 M pH 6,7 + NaCl 0,6 M 
6 - phosphate de sodium 0,02 M pH 6,7 + NnCl 1 M 
7 - phosphate de sodium 0,02 M pH 6,7 + NaCi. 3 M 



UV à 278 nm. 

b) Analyse des fractions 

Le repérage des fractions est effectué en 

Les fractions sont ensuite rassemblées et 

dialysées, 3 à 5 jours, pour éliminer le tampon, avant d'être 

lyophilisées. 

Les méthodes employées pour déterminer la 

composition en glucides et effectuer l'étude électrophorétiqui 

et immunoélectrophorétique des fractions ont été décrites 

aux pages 54 à 60. 

2' 7 Résultats obtenus avec le pic 1 purifié, 

a) Chromatoqraphie 

Chaque tampon décroche un pic, sauf l'élution 

par le tampon phosphate additionné de NaCl 0,2 M qui donne 

deux fractions. 

La fraction 4, éluée par le tampon phosphate 

additionné de NaCl 0,4 M,est la plus importante pondéralement 

et représente environ 50 p. 100 du total des composés élues. 

Après lyophilisation, les fractions 1 et 2 

se présentent sous forme d'une poudre blanche et par contre, 

les fractions 5, 6 et 7 sont nettement colorées en brun-marron 

Le rendement de la chromatographie, 60 p. 100 

est assez intéressant. 

b) Analyse des fractions 

Nos résultats sont rassemblés dans le 

tableau XXXIII (p. 132) et la figure 23 (p. 133). 



TABLEAU XXXIII 

Composition des fractions obtenues par chromatographie 
du pic 1 purifié sur DEAE-Sephadex 

osphate 0,02 M : 4 27,4 NaCl 6,4 M : 1,6 : 16,7 

: Poids 
Agent d'elution :Fractions p. 100 

. mg 

osphate 0,02 M 1 
N a C l  5 : 5 llv2 : 8,O : 8,l : 8,O 1,38 : 1,40 016 M : 6 : 2  

osphate 0, 02 M : 
6 WaCl 1 M : : 5 712 : 15,8 14,4 1,75 : 0,5 4 : 2  4,l -----------------.----------.--------- -------.-----------.----------*--------- -----_----.--------- -----.----- . 
7 osphate 0,02 M 

NaCl 2 : 112 7,l : 2,6 : 3,o : 018 2,36 : 8,8 
M ; 

.*-7 (2) ilombre d'arcs en irnmunoélectrophorèse 
(i*) Nombre de bandes sur acétate de cellulose révélées au Bleu Alcian w 

Oses 1 Acides Acides : Osamines 
neutres: uroniques: sialiques: 
p. 100 : p. 100 p >  100 p..lOO 

' Oses : Oses 
neutres : neutres 

Acides :Osamines sialiques: 

Arcs : B.A 
(*) : (**) 



Figure 23 

Immuno-électrophorèse des fractions obtenues par chromatographie 

du pic 1 sur DEAE-Sephadex. 

Dans les gouttières : immunsérum anti-protides urinaires. 



Nous pouvons observer que toutes les fractions 

sont hétérogènes en immunoélectrophorèse, et différentes 

les unes des autres. 

Elles sont également différentes par leur 

composition en glucides. En particulier, les fractions 1, 2 

et 3 ne contiennent pratiquement pas d'acide uronique et ne 

donnent aucune bande révélableau Bleu Alcian après électro- 

phorèse sur acétate de cellulose. Elles ne contiennent donc 

pas de mucopolysaccharides acides. Par contre, les fractions 

5 et surtout 6, sont très riches en acides uroniques et 

donnent des bandes très colorées au Bleu Alcian. C'est donc 

dans ces pics que sont fractionnés les mucopolysaccharides 

acides. 

3 O  - Résultats obtenus avec le pic II purifié 

a) Chromatoqraphie 

Chaque tamporf donne une fraction différente ; 

la première élution permet de différencier 3 pics. Les fraction; 

1, 2 et 3 sont incolores tandis que les suivantes sont plus 

ou moins colorées en brun-marron. 

Le rendement de la chromatographie est de 

65 p. 100, les fractions les plus importantes étant éluées avec 

les 2 premiers tampons. 

Analyse des fractions - 

Coï~m~e nous le constatons d'après le tableau 

XXXIV (p. 135) nous obtenons, du point de vue acide uronique, 

deux types de fractions : les fractions 1 et 2, pour lesquelles 

le pourcentage est négligeable, et les autres fractions qui en 

contiennent jusque 6,6p. 100. 



TABLEAU XXXIV 

Composition des fractions obtenues par chromatographie 

du pic II purifié sur DEAE-Sephadex 

ent d'élution 
: Poids 

Phosphate 0, 02 M Ib 13 ---------- -------- 

Phosphate 0,02 M : 
t N a C l  0,l M : 

2 

Phosphate O, 02 M : 
t NaCl 0,2 M : 

3 

Phosphate 0,02 M : 
t N a C l  0,4 M : 

4 

Phosphate 0,02 M : 
t N a C l  0,6 M : 

5 
------------------.----------*------- 

Phosphate 0,02 M : 6 
t N a C l  1 M : 

1 

Phosphate 0,02 M : 
t NaCl 3 M : 

7 

Oses : Acides : Acides : 1, Oses i Oses 
neutres: uroniques: sialiques~Osamines neutres : neutres 
p. 100 : p. 100 : p: 100 : p. 100 Acides 

i : 'Osamines sialiques: 

Arcs :B.A. 
(k) : (i*) 

.- 
(k) Nombre d ' arcs en immunoélectrophorèse 
( 2 )  Nombre de bandes sur acétate de cellulose révélées au Bleu Alcian 

P 
W 
ul 



Les fractions 1 et 2, nettement glycopeptidiques 

puisque renfermant 55 et 60 p. 100 de glucides totaux, sont 

néanmoins antigéniques (Figure 24 ; p. 137). 

4' - Conclusions 

La chromatographie sur DEAE-Sephadex permet de 

localiser les MPA dans 3 fractions dans le cas du pic 1 et pour 

le pic II, permet d'obtenir les fractions 1 et 2, les plus 

importantes, totalement dépourvues d'acides uroniques. 

D'autre part, ce type de fractionnement fournit 

des composés nettement différents les uns des autres et 

également différents suivant la nature du pic chromatographié. 

Nous pouvons distinguer, en effet, des composés riches en 

acides sialiques, en osamines ou en acides uroniques. 

Mais, aucune des sous-fractions obtenues n'est 

homogène en immunoélectrophorèse et en électrophorèse sur 

acétate de cellulose. Et cette méthode ne permet pas d'obtenir 
I 

de composés définis, ni même de fractions suffisamment simpli- 

fiées pour laisser espérer l'isolement facile d'"uromucoTdes". 

G - ETUDE DU PIC B 

Le pic B (correspondant à la fraction 4 de la 

figure 14 (p. 98) est caractérisé : 

. Par son faible poids moléculaire : son comportement sur 
Sephadex G-50 est analogue à celui de disaccharides ou m b e  

d'acide glucuronique libre (nous avons vérifié par électropho- 

rèse qu'il ne s'agit pas d'acide uronique libre). 



Figure 24 

Immuno-électrophorèse des fractions obtenues par chromatographie 

du pic II purifié sur DEAE-Sephadex. 

Ad. : "Adialysable urinaire". 

Dans les gouttières : immunsérum anti-protides urinaires 



. Par son faible pourcentage en glucides totaux, (10 à 15 

p. 100) composés d'oses neutres et d'acides uroniques dans un 

rapport voisin de 1. 

. Par la présence de glucose. 

. Par un taux d'acides aminés de 30 p. 100. 

Par sa coloration brun-marron très accentuée, liée à la 

présence d'acide uronique, ce qui pose le problème de 1'"uxo- 

chrome", pigment urinaire, isolé par DRABKIN (313)en 1930, et 

soluble dans les solvants,organiques, en particulier le 

n-butanol et l'isobutanol. En effet, une partie de la coloratioi 

du pic B est extractible par le butanol. 

1' - Action de l'amylase 

Posant en hypothèse que le glucose trouvé dans le 

pic B pouvait s'expliquer par la présence, dans l'urine, de 

produits de dégradation du glycogène, nous avons testé l'acti-' 

vité de l'amylase sur ce pic B: 

a) Mode opératoire 

L 'amylase (Sigma) employée est une a -amylase 

de Bacillus subtilis, d'activité 500-600 unités par mg (pH 

optimum 4,6). 

Nous avons également employé de la $-amylase, 

ayant un pH optimum d'activité de 6,9. 

Le mode opératoire est le suivant : 

A 1,5 ml de glycogène (ou de substrat F 4) Zi 
1 p. 100, sont ajoutés 0,5 ml de tampon (acétate de Ca pH 4,6 

ou phosphate de Na pH 6,9 suivant le cas) et 0'2 ml d'enzyme 

(2 mg/ml) 



Après incubation à 37OC (18 à 24 h) , nous passons 
sur colonnes couplées de Dowex 50 x 8 et Duolite A-40. 

L'effluent neutre contient oses neutres et osides. Un témoin 

sans enzyme est préparé dans chaque expérience. 

b) Résultats et discussion 

Sur le témoin glycogène, 1' a-amylase libère 

- du glucose, la B-amylase libère du maltose. 

Dans les mêmes conditions, ni 1' a , ni la 
p -amylase n'ont d'activité enzymatique sur le pic B de l'urinc 
et nous n'obtenons aucun produit de dégradation. 

2' Action de la B -glycuronidase 

a) Mode opératoire 

L'enzyme (Type B 10 Sigma) est employé 

à une concentration de 2 000 ynités/ml, dans du tampon acétate 

0,5 M, pH 4. 

5 ml de tampon contenant l'enzyme sont 

ajoutés à 50 mg de poudre et mis à incuber à 40°Cpendant 

24 h. 

Un témoin sans enzyme est préparé pour chaque 

expérience. Des cinétiques de temps d'incubation et de 

concentration enzyme/substrat ont été effectuées. 

Les acides uroniques libérés sont recueillis 

dans la fraction dialysable, après une dialyse prolongée. 



b) Résultats et discussion 

Le taux maximum de libération des acides 

uroniques est atteint dès 16 h d'incubation. 

Après action de la p -glycuronidase, 70 à 75 

p. 100 des acides uroniques totaux du pic B sont retrouvés dans 

la fraction dialysable et donc ont été libérés de leurs liaisor 

Mais, dans les mêmes conditions expérimentaler 

en milieu tamponné à 40°, sans action enzymatique, 35-38 p. 10( 

des acides uroniques du pic B deviennent dialysables également. 

Enfin, VARADI, CIFONELLI et DORFMAN (314), 

obtiennent une libération de 95 p. 100 des acides uroniques 

par incubation, avec la 8-glycuronidase, de leur deuxième pic, 

obtenu par gel filtration d'urine dialysée. 

3' - Chromatoqraphie du pic B sur échanqeur de cations 

a) Mode opératoiGe 

300 mg de pic B, dissous dans l'eau distillée 

et amenés à pH 8,7, sont chromatographiés sur Dowex 1 x 4 

(forme formiate ; colonne 2,5 x 40 cm). La préparation de la 

résine a été décrite précédemment (voir p. 121). 

L'élution est effectuée par : 

. l'eau distillée (1 1) 

. l'acide formique 5 p. 100 (1 1) 

. l'acide formique 10 p. 100 (1 1) 

L'acide formique des éluats est éliminé par 

lyophilisation. 



Résultats 

Nous obtenons une fraction différente avec 

chacun des tampons d'élution. 

Avec les tampons acides, une partie de la 

coloration est éluée ; un anneau brun se déplace le long de 

la colonne et est élué. 

De nombreux composés sont fixés irréversible- 

ment sur la résine et le rendement de la chromatographie n'est 

que de 30 p. 100. 

La fraction neutre, contenant 24 p. 100 

d'oses neutres, est dépourvue d'acide uronique. C'est dans 

cette fraction que se trouve le glucose du pic B. Les fraction 

acides contiennent des acides uroniques et des oses neutres 

(11 et 9 p. 100). 

Recherche d'oliqosaccharides 

Le pic B (300 mg) est purifié par passage sur 

colonnes couplées de Dowex et Duolite. L'effluent (FN) et 

l'élution de la Duolite par l'acide formique (FA) sont chroma- 

tographiés. 

Nous obtenons, dans ces deux fractions, des 

osides, révélés par l'oxalate d'aniline (voir figure 25 ; 

p. 142). Nous avons évalué que ces osides représentent environ 

5 p. 100 des oses totaux de 1'"adialysable urinaire". 

Nous avons mis en évidence également ces osides 

du pic B par chromatographie sur charbon-Celite, élué par de 

l'éthanol à 50 p. 100. 



Figure 25 

Chromatographie des fractions "neutre" et "acide" obtenues p-?) par passage du pic b sur échangeurs d'ions. . LI:!.< 
L../ 

Système-solvant : n-butanol/acide acétique/eau (4 : 1 : 5) ; 

durée de la chromatographie : 4 j. ; révélation à l'oxalate 

d ' aniline. 



5' - Problème des qlucurono-conjugués 

Nous avons recherché ce que devenait le taux 

d'acides uroniques chez un sujet sain ayant absorbé une quantit 

massive d'aspirine. En effet, l'aspirine est éliminée sous 

forme d'urono-conjugué. 

a) Mode opératoire - 

Après absorption d'aspirine (8 x 5 0 0  mg 

répartis dans la journée), les urines sont recueillies pendant 

2 jours et traitées comme nous l'avons décrit p. 6 1  et 

suivantes. 

Lt"adialysable urinaire" correspondant à 

l'urine de 24 h est chromatographié sur Sephadex 6-50 .  

b) - Résultats 

La figure 2 6  (p. 144) montre les courbes 

d'élution des acides uroniques pour une urine témoin et après 

absorption d'aspirine. 

Le pic A reste Constant. Par contre, dans 

le pic B, il y a une augmentation très importante des acides 

uroniques, dès le jour d'absorption du médicament. 

Nous pouvons donc conclure que les urono- 

conjugués, excrétés dans l'urine, sont retrouvés dans le pic B 

de la gel filtration sur Sephadex G-50. 

6' - Conclusions 
Les acides uroniques de lt"adialysable du 

précipité alcoolique urinaire" ne sont donc pas en totalité 

mucopolysaccharidiques puisque, en général, 5 0  p. 1 0 0  constitue1 

le pic B,  de nature micro-moléculaire. Il s'agit vraisemble- 

blement d'"uronoconjugués", qui, malgré leur faible poids 

moléculaire ( 5 0 0  environ), ne dialysent pas à cause de leur 

charge électro-négative, dûe à l'acide uronique. En effet, 

même après 6 jours de dialyse, l'acide glucuronique n'est 



Figure  26 

Courbes d'élution des acides uroniques des urines de 24 h, 

secueillies aprés absorption d'aspirine en dose massive. 

Chromatographie sur Sephadex (2-50, elution par N a C l  0,08 M 

des "adialysables urinaires". 

a) Témoin urine normale : (. , . . . . . . . .) 
L 

b) AbsorptAon d'aspirine (ler Jour) : ( 1 
c) Absorption d'aspirine (2e jour) : (--------- 1 



pas éliminé complètement, tandis qu'il suffit de 2 à 3 jours pour 

obtenir la dialyse totale du glucose et du glucuronolactone. 

D'autre part, la présence du glucose dans 

1'"adialysable du précipité alcoolique urinaire" posait un 

problème, car celui-ci n'entre pas dans la composition des 

glycoprotéines. La mise en évidence d'osides, en faible quantité 

(ils représenteraient moins de 5 p. 100 des oses totaux) dans 

1'"adialysable urinaire" fournit une explication simple à cette 

question du glucose. 

V - APPLICATION AUX URINES DE CANCEREUX 

Comme nous l'avons vu précédemment, un procédé 

original de dosage des glycoprotides des urines a été mis au 

point au labooatoire par MALLEVAIS-GOUBET. L'étude systématique 

des urines de 24 h de sujets sains a permis d'établir des 

constantes d'élimination journabières (Tableau XV ; p. 70). 

Nous servant de ces constantes comme référence, 

nous avons commencé l'exploration des urines de 24 h de malades 
l atteints de différents Cancers. La plupart des urines proviennent! 

de malades hospitalisés au Centre Anticancéreux Oscar LAMBRET 
i 

(Directeur : Monsieur le Professeur J. DRIESSENS). I 

i 
A - ETUDE QUANTITATIVE 

Mode opératoire - 

Les urines de 24 h sont recueillies de la manière 

suivante : 



l - l'urine du lzver est rejetée, on note l'heure, 1 
- toutes les urines de la journée sont recueillie4 

ainsi que l'urine du lendemain matin, prélevée 24 h après 

l'élirriination de l'urine dê la veille. 

Les urines son& recueillies sur un mélange de 

toluène-chloroforme, gardécs à 4 '  C et traitees comme nous 

l'avons décrit p. 61. 

Un volume de 5 0 0  m1,prélevé sur la totalité 

de la diurèserest lyophilisé ;la poudre obtenue est reprise 

par de l'eau distillée pour former un volume final de 5 0  ml, 

4 
Des fractions de 1 0  ml exactemert (correspondant 

donc 1 0 0  ml d'urine brute) sont alors préci:,)itéespar 9 

volumes d'éthanol. Cette opération est répét5n 3 fois au total. 

Le précipité final, dissous dans 20  à 30 ml d'eau distillée, 

est dialysé pendant 3 jours contre 200 ml d'eau distillée, 

maintenue à 4' C et renouvelée tous les jou~s. La fraction 

non dialysable du précipité formL? l1"adialysab1e". 11 est 

amené à 50 ml et la concentration en cses neutres, osamines, 

acides sisliqucs et acides uronique:~ est déterminée sur la 1 
solution obtenue. l 

Les résultats obtenus en mg/l sont ensuite 1 
rapportés à la diurèse. 

i 
2' - Résultats 

a) ----. Dosaqe . des qlycoprotides 

1 
Nous avons étudié les "adialysables" des urines/ 

suivantes : 



- Cancer de la gorge (amygdale, base de langue, 
sinus piriforme, cordes vocales) 

- Cancer du poumon 

- Cancer de l'oesophage 

- Cancer de la vessie 

- Cancer du sein 

- Cancer de l'ovaire 

18 cas 

14 cas 

4 cas 

2 cas 

8 cas 

7 cas 

Les résultats sont rassemblés dans les tableaux 

XXXV (p. 150) e t  XXXVJ (p. 151) et dans la figure 27 (p. 153) 

b) Rapports molaires 

Sur quelques "adialysables" répartis parmi 

les différents types de cancer étudiés, nous avons recherché 
I 

les rapports molaires des oses neutres et des osamines et 

identifié les acides sialiques. 

Les rapports molaires des oses neutres sont 

rassemblés dans le tableau XXXI:!. (p. 152). 

Pour les osamines, les rapports glucosamine/ 

galactosamine, obtenus par la méthode de GARDELL sont les 

suivants : 

- Sinus piriforme 
- Cancer de l'oesophage 
- Cancer du poumon 
- Cancer du pok3.mon 
- Cancer de la vessie 
- Cancer de la vessie 
- Cancer du sein 
- Cancer de l'ovaire 
- Cancer de l'ovaire 

n .3- 1 1  ---- 2 - - -  



Sur les cas étudiés, nous n'avons pas observé 

de différences par rapport aux urines normales quant à la 

nature des acides sialiques, puisque nous n'avons identifié 

que de l'acide N-acétyl-neuraminique. 

3' - Discussion 

Nous avons effectué les dosages sur une 

cinquantaine de cas, répartis parmi 6 types de cancer. 

Il n'y a pas de variations significatives du 

taux des glycoprotides urinaires. En effet, si nous observons 

des variations, elles sont assez anarchiques : tantôt les 

taux d'oses augmentent, tantôt ils diminuent. Par rapport 

aux résultats obtenus par MALLEVAIS-GOUBET dans son étude sta- 

tistique de 100 urines normales d'homme et de femme (Tableau 

XV ; p .  70 ) ,  les urines pathologiques donnent des résultats 

très dispersés, avec des valeurs extrêmes, pour les oses 

neutres par exemple, aussi basses que 28 mg/24 h ou aussi 

élevées que 228 mcj/24 h (Fig. '27 ; p. 1 5 3 ) .  

Cette dispersion des résultats correspond aux 

deux seuls travaux que nous connaissons, concernant L'étude 

quantitative des glycoprotides urinaires chez les cancéreux. 

LOCKEY et al. (325) signalent une augmentation du taux des 

glycoprotides tandis que LEYTON -- et al. (316) observent une 

diminution de la diurèse et du taux des glycoprotides. 

Dans les cas de variations par défaut, on peut 

penser qu'une erreur a été commise dans la détermination de la 

diurèse elle-même, 1.e mal-ade n' ayant recueilli qu 'une partie 

de ses urines. Mais dans la plupart des Cak:, les urines 

contiennent des quantités de glucides três n c t t c m è n t  szipéri- 

eures à la normale, en particulier les taux d'acidcs 

sialiques sont toujours 6leves. Nous observons en ganéral, 



une diminution sensible du rapport oses neutres/acides 

sialiques ; dans le tableau XXXV (p. 150), où nous avons 

rapporté les urines des cancéreux bronchiques car par cas, tous 

les rapports oses neutres/acides sialiques sont inférieurs 

à la moyenne (1,33) voisins de 1 et dans plusieurs cas, 

inférieurs à 1. 

Les rapports oses neutres/osamines varient peu 

par rapport à la moyenne. Notons cependant, dans les cas de 

cancers de l'ovaire et de la vessie, une augmentation des 

osamines par rapport aux oses neutres. 

Au contraire, pour toutes les urines que nous 

avons étudiées, nous avons trouvé une augmentation du rapport 

glucosamine/galactosamine. Or une pareille augmentation a 

été signalée chez les veillards (plus de 80 ans : GlcNH2/Gal 

1\iH2 = 4,3) , (MALLEVAIS-GOUBET) (317) . L'âge des malades dont 
nous avons obtenu les urines se situe entre 40 et 60 ans. 

Les rapports molaires des oses neutres ne sont 

pas profondément modifiés. Il y a une légère augmentation du 

taux de mannose accompagnée d'uhe diminution de celui du 

fucose. 

B - FRACTIONNEMENT SUR SEPHADEX DES URINES DE CANCEREUX - 

N'ayant pas observé de variations essentielles 

et significatives sur les dosages des glycoprotit3es totaux 

des urines de cancéreux, nous avons fracSioilic6 les "adlalysables 

urinaires" sur Sephadex, appliquant 1.e protocill,.e decrit dans 

le paragraphe IV (B - p. 96). 

1' - Mise -- a s o i n t  -- d'un proc6cl6 - reproductif -- 

Nous avons repris notre nrocadé dc? fractionne- 

ment des urines sur Sephadex G-50 et l ? ~ v c n s  app2iqué aux 



TABLEAU XXXV 

Glucides glycoprotidiques des urines de 24  h de malades atteints de différents cancers. Moyenne et valeurs 

extrêmes. Résultats en mg124 h. Les valeurs obtenues pour les urines normales sont rassemblés dans le 

tableau XV (p. 7 0 ) .  

:Nombre Oses , Acides 
Urines 

Acide ; Osamines : 
: de I 'neutresw I siaiique : :uroniques 1 cas . 

Cancer de la gorge 1 18 1: 6 8 , 2 4  5 4 , 8 7  3 7 , 7 6  1 2 , 0 5  
( 2 8 , 6  à : ( 2 3 , 6  à : ( 1 6 , 7  à ( 5 , 7  à 

: 1 5 0 , 7 )  : 1 1 9 , 2 )  ' 8 8 , 7 )  : 2 2 , 2 )  

Cancer du poumon : 1 4  : 7 6 , 9  : 7 3 , 7 5  : 3 7 , 4 5  : 1 8 , 6 2  
: ( 5 2 , 7  à : ( 4 2 , 8  à : ( 2 5 , 7  à : ( 9 , 6 4  à 
: 1 2 3 , 4 )  : 1 0 9 , O )  : 8 1 , 7 )  : 31) .-----------.--------- 

Oses Oses Oses 
- *  : 

Acide : Osamines : Acides sialique . :uroniaues ----------- ----------- ---------. 

C z n v c ~  c?u sein : 8  6 7 , 6 6  : 5 6 , 1 2  3 6 , 0 7  2 3 , 8 0  
: ( 3 4 , 7 8 à  : ( 3 1 , 4 5 2  1 ( 2 3 , 1 5  à . (8 ,O  à 

7 2 2 , 4 2 )  1 0 7 , ê O )  : 5 2 , 2 9 1  : 3 5 , 6 0 )  
, - - - - - - - - - . - - - - - -L . - - - - - . - * -v - - - - - * - - - - - - - - - -F -v - - - - - - - - - - ' - - - - - - - - - - - * - - - - - - - - -  . ? 

Cencer de lrovzire 7 : 9 1 , 5 3  7 0 , 2 2  : 5 9 , 6 5  : 1 5 , 6 4  . : ( 3 0  à : ( 2 5 , 6 6  à : ( 2 4 , l O  à : ( 4  à 
: 2 2 8 , 6 0 1  : 1 6 3 )  : 1 4 9 )  : 2 0 , 6 )  
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TABLEAU XXXVII 

Composition molaire en oses neutres de l'adialysable des 

urines de differents cancéreux 

Cas étudiés Ga1 Glc : Man : Xyl. : Fuc 

Normal (Homme) 10 2 t 5  : 5,5 : 0,7 : 4 , 3  

Poumon 10 2,3 7 / 2 5  0,5 2,O 

. . 
Vessie 1 O 1 1 7  7 , 5  0,6 3,5 

1 O Sinus piriforme 2 1 3  

- - --- v 

Normal Fen~iie 1 O 2 / 5 5  : 5 , 7  : 0 . 8  : 4,O 

Sein 10 5 4,5 0,6 3,O 

Ovaire 10 5 1 3  7,2 0,6 

Peau 1 0  2,9 8 1,1 4 , s  



Figure 27 

Excrétion journalière des différents constituants glucidiques 

des "Adialysables urinaires" de cancéreux. 

En pointillé, la moyenne statistique et les limites '-- 
d'excrétion pour les urines normales. 



"Adialysables" de la diurèse totale (300 à 400 mg). Dans des 

conditions expérimentales bien djfinies (Colonne de 2,5 x 80 cm, 

débit de 16 ml/h, réglé par pompe péristaltique), nous obtenons 

des profils de fractionnement reproductibles et nous avons 

pu établir des diagrammes-types à partir de plusieurs urines de 

sujets sains, hommes et femmes. 

Les courbes sont établies, après chaque passage 

sur oolonne, en effectuant les dosages, tube pax tube, des oses 

neutres, des acides uroniques et sialiques et des osamines. 

2' - Résultats et discussion 

Nous avons étudié de cette manière des urines 

de malades atteints de cancers de la gorge, de la vessie, du 

poumon et-de l'oesophage pour les hommes, de cancers de l'ovaire 

et du sein pour les femmes. 

Les figures 28 et 29 (p. 155 et 1 5 6 )  donnent des 

diagrammes de fractionnement d'urines de cancéreux, comparés au, 

diagramme d'urine normale. 
I 

Il n'y a pas de bouleverse~nents profonds des 

profils d'élution. Des variations assez importantes sont 

enregistrées dans certains cas, mais elles ne sont pas retrou- 

vées systématiquement chez tous les malades. Cornme dans l'étude 

quantitative, nous trouvons des diurèses plus riches en glucides 

conjugués que la moyenne, cette augmentation se répartit sur 

l'ensemble des composés. 

L'augmentation des acides sialiques, observée 

au cours des dosages des glycoprotides totaux, est surtout 

sensible dans le pic 1 et se porte J.cnc ecccntiellerncut sur les 

glycoprotéines. 

Dans plusieurs cas dc cancers de l'ovairz, du sein, 

de la vessie, il y a une diminution des acicleu u r o n i q u e s  



Figure 28 

Diagrammes d'élution sur Sephadex G-50 d'urines d'hommes : 

1 : sujets sains ; 2 : cancer du poumon ; 

3 : cancer de la vessie. p-j LILLE 

L 

( ) oses neutres ; ( - - - - - ) acides sialiques 
(---..-- ) acides uroniques. 



F i g u r e  29  

Diagrammes dléla: .:-i s u r  Sephadex G-50  d'urines de fe?izes : 

1 : su je t s  sains ; 2 : cancer de l'ovaire ; 

3 : cancer du s e i n .  

(-)oses neu t res  ( - - - - 1 acides sialiq-des 
(----...- _) acides waniqueb;. 



mucopolysaccharidiques du pic 1. Pour ces fractionnements, le 

rapport oses neutres/acides uroniques de ce pic 1 est de 9 à 

12 alors qu'il varie de 3 à 5 dans les urines normales. Cette 

observation, associée à la diminution de la galactosamine chez 

ces mêmes malades est en faveur de variations et de diminution 

de l'excrétion des MPA urinaires dans certains cas de cancer. 

C - CONCLUSIONS 

Si l'état cancéreux provoque des variations dans 

la fraction glycoprotidique des urines, il s'agit de modificatkc 

infimes, qui ne peuvent être observées par les méthodes géné- 

rales de dosages et de fractionnement dont nous disposons actuel 

lement. 

Pour déceler des différences spécifiques, il 

faudra mettre en oeuvre des méthodes d'investigation plus fines, 

en particulier les techniques d'irnrnunochimie. Mais en ce domaine 

les premiers résultats, obtenus au cours d'un travail réalisé 

en collaboration avec G. SPIK et'C. DEHAINE, ne nous permettent 

pas de conclure. 

Nous avons préparé des immunsérums antiglycopro- 

tides urinaires de cancéreux et nous avons pratiqué, sur ces 

immunsérums des réactions d'absorption avec, comme antigène, 

des glycoprotides urinaires de sujets sains. Dans certains cas, 

en particulier avec les sérums préparés à partir des urines 

de cancéreux du poumon et de l'ovaire, nous obtenons des immun- 

sérums "épuisés", "mono-spécifiques", donnant un arc de précipi 

tation dans la zone des a2-$-globulines, contre les antigènes ur 

naires de ces cancéreux. (Fig. 30 ; p. 158). 

Nous avons donc espéré, pendant un moment, avoir 

mis en évidence une protéine "spécifique" de certains cancers, 

Mais notre espoir a été déçu avec la suite de l'expérimentation. 



Figure 30 

Exemple de réaction positive en imrnunoélectrophorèse, 

avec un "Adialysable" cancéreux (leucémie). 

L'antisérum est un sérum anti-glycoprotides urinaires de 

cancer du poumon épuisé par de l1"Adia1ysable" d'urines 

normales mélangées. 



En effet, les réactions d'absorption étaient réalisées avec 

des "pools" d'urines normales et nous avons vérifié à chaque 

fois qu'elles étaient complètes. Ensuite, nous avons étudié 

individuellement une cinquantaine d'urines de sujets sains, 

parmi lesquelles 40 p. 100 environ donnaient une réaction 

positive contre l'immunsérum "épuisé" : 

- chez les hommes, sur 2 5  urines étudiees, 

4 présentaient une réaction nettement positive, 5 presentaien. 

une reaction faiblement positive et 16, une réaction nëgative 

- chez les femmes, sur 24 urines étudiées, 
11 présentaient une réaction positive, 1 2  une réaction négati~ 

et pour une, la réaction était douteuse. 

En ce qui concerne les adialysables des urines 

de cancéreux, les résultats sont les suivants : sur - 75 urines 

de cancéreux (cancer du poumon, de la vessie, de l%oeophage, 

de la gorge, du sein, de l'ovaire, du col utérin et leucémie), 

61 donnent un arc de précipitation avec l'immunséruni "épuisé'" - 
En particulier, donnent une rêaction positive : 

- - 25 cancéreux du poumon sur - 27 cas étudiés, 

- - 1 5  leucémiques sur 1 6  et 

- 7 malades atteints de cancer ovarien sur 7. 

Bien que la forme et l'intensité des arcs 

de precipitation, obtenues entre les antisérums épuisés 

et les urines normales, semblent differentes de celles des 

arcs obtenus avec les urines de malades, il se produit une 

réaction d'identité totale, à la fois par les techniques de 

double diffusion et d'immunoélectrophorèse en "fente courte". 

D'autre part, il semble que cet antigène, 

soit d'origine sérique car 1"immunsérum épuisé" permet de revi 

ler l'arc de type B-globuline dans certains sérums : sérums 

de cancéreux et également sérums de sujets sains. 



Enfin, nous devons comparer nos résultats à 

ceux de ARON et ISAAC (318) qui ont observé l'apparition 

d'un antigène supplémentaire dans des immunserums totaux --- ---- 
anti-protides urinaires de cancéreux, par rapport aux i ~ i ~ u n -  

sérums obtenus à partir des urines de sujets sains. Zes 

"extraits cancéreux", contre leurs immunsérurns "'canc6reux", 

révèlent un arc caractéristique qui 's'étend de l a  zone d ~ s  

a -globulines aux p-globulines, en un site constant (arc R ) ,  
2 



CONCLUSIONS GENERALES 

Une étude critique des méthodes de préparation 

et de fractionnement de l'urine nous a amenés au laboratoire, 

à une méthode reproductible d'isolement des glycoprotides 

uririaires, permettant de déterminer des valeurs constantes 

pour les glucides, chez les individus sains. 

Cependant, la concentration en acides uroniques 

de notre matériel d'étude était trop importante pour que tous 

les acides uroniques que nous dosions aient pu être d'origine 

mucopolysaccharidique. Confirmant les résultats de VARADI, 

CIFONELLI et DORFMAN (319) nous pouvons conclure, grace au 

fractionnement de ll"adialysable urinaire" sur Sephadex G-50, 

que seule la fraction de poids moléculaire le plus élevé 

contient les glycosaminoglycannes urinaires. La moitié des 

acides uroniques adialysables font partie des glucuronoconjugu 

d'origine différente. I 

Par ailleurs, la gel filtration nous a permis 

de définir la composition exacte de notre matériel de départ 

et de démontrer qu'il 's'agit de glycoprotides et non de 

glycoprotéines seules. En effet, nous obtenons une fraction 

glycoprotéinique et une fraction glycopeptidique, bien 

distinctes l'une de l'autre et possédant des caractéristiques 

nettement différenciées. 

Le problème du fractionnement des glycoprotides 

urinaires se trouve ainsi simplifié mais il est loin d'être 

résolu car, malgré de nombreux essais de sous-fractionnement, 

nous ne sommes pas parvenus à isoler des entités pures. 

Cependant, par la chromatographie d5change d'ions associ6e 

à la gel filtration, nous pouvons effectuer un classement d'aine 

part des glycoprotéines, d'autre part, des glycopeptil~s, 

selon leur teneur en acides uroniques, acides sialiques et 

osamines. 



Nous avons e n s u i t e  appl iqué  l e s  méthodes mises 

au p o i n t ,  à l ' é t u d e  q u a l i t a t i v e  e t  q u a n t i t a t i v e  des u r i n e s  

de cancéreux : 

a )  L e s  dosages d e s  g lycopro t ides  t o t a u x  montrent 

d e s  v a r i a t i o n s  impor tan tes ,  q u i  s e  t r a d u i s e n t  à l a  fois 

- p a r  des augmentations e t  d e s  d iminut ions  par  r a p p o r t  aux 

moyennes d é f i n i e s  pour l e s  u r i n e s  normales. 

b) Par  f rac t ionnement  s u r  Sephadex, nous n e  

sommes p a s  parvenus à c e r n e r  l e s  d i f f é r e n c e s  e n r e g i s t r é e s  dans 

l ' u n e  ou l ' a u t r e  des  f r a c t i o n s .  

c )  Enf in ,  p a r  l a  technique d ' i m u n o é l e c t r o p h o r è s e  

nous avons pu m e t t r e  en évidence une p-globul ine ,  d ' o r i g i n e  

s é r i q u e .  Mais cet an t igène  n ' e s t  pas  s p é c i f i q u e  du cancer ,  

c a r  nous l e  r e t rouvons  dans 40 p.  100 des  u r i n e s  normales 

e t  80 p. 1 0 0  d e s  u r i n e s  de  malades a t t e i n t s  de d i f f é r e n t s  

cancers .  
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