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ENERALITES

LES GLUCIDES LIBRES

LES ACIDES URONIQUES

LES GLYCOPROTIDES



INTRODUCTION

Le travail gue nous présentons concerne l'étude
des glycoprotides des urines humaines de sujets sains et cancé-

reux.

L'urine étant un milieu d'excrétion de produits
du métabolisme, il est permis de penser qu'il existe des
variations gquantitatives ou gqualitatives de composés urinaires
dont la mise en évidence permettrait un élément de diagnostic

pour certains cas de cancer.

Avant dfaborder les cas pathologiques, 1l était
nécessaire 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 dans
l'exposé des travaux des différents auteurs, les tentatives de
fractionnement par les méthodes classiques d'échange d'ions ou
d'électrophorése donnent souvent des résultats difficiles a

interpréter.

Il nous a semblé intéressant d'abocrder 1'étude
des glycoprotides urinaires par la méthode de filtration sur
gel de dextranne qui permet une premiére classification des
composés d'aprés leur taille moléculaire. Par ailleurs, un
probléme était posé par la dispersion des résultats obtenus par
différents auteurs a propos du taux d'acides uroniques. C'est
pourquoi nous avons repris la question, en effectuant une étude

critique de ces résultats et en les comparant & ceux que nous

avons obtenus au laboratoire.

Dans la premiére partie de ce mémoire, nous tente-
rons de faire le point des connaissances acquises sur les

glucides urinaires, gque nous classerons en :

= Glucides libres : oses et polyosides



~ Acides uronigques : urono-conjuguds et

mucopolysaccharides acides.

- Glucides conjugués : <lycoprotéines et

glycopeptides.

Dans la deuxiéme partie, nNous exposercrs nNcs

n

sultats personnels concernant :

r

- Le dosage des nmucopolysaccharides acides.
~ Le fractionnement des glycoprotides.

- Les premiéres applications aux urines de cancé-
reux.



I -~ LES GLUCIDES "LIBRESY DE L'URINE

Liexistence 4'une clusiducia physiclogyique
discréte chez tous les sujets wnormadax ¢st connue depuls long-
temps. Elle représente environ 1,5 g de glucides totaux pav

litre durine dont 1 g dfoses neutres ¢t de polyosides.

A - LES OSES

MONTREUIL et BOULANGER (1) en 1952, furent les
premiers a identifier par chromatographie sur papier, dans les

dialysats d'urine de sujets sains, les sucres suivants :

- Glucose, fructcse, arabincse, xylcse, a des

taux variant de 30 & 50 mg/l.
- Fycose, mannose, saccharose (3 & 15 mg/l).

- Rhamnose, galactose en plus failbles proportions

et ribose a l'état de traces.

Ces résultats furent confirmés par les travaux
de WHITE et HESS (2) en 1956.

D'autre part, MONTREUIL (3) a signalé l'existence
de six cétoses urinaires que STRECKER (4) a identifié aux
ribulose, xylulose, D-allulose, D-fructose, D-altroheptulose

et D-mannoheptulose. Trois autres substances cétosiques

-

restent 3 identifier.

On ne trouve pas de sucres aminés libres dans
l'urine normale, si ce n'est 3 l'état de traces ; mais elle
contient de grandes quantités de composés de faible poids
moléculaire contenant des osamines. D'apré&s BOAS (5), l'adulte
normal éxcréte environ 80 mg de sucres aminés par 24 h, dont

47 p. 100 sont dialysables.



B ~ LES OSIDES

A notre connalissanes, w0 as hravaumn

9

publiés sur les ogides deg unrines pamniooe b les

obtenus sont hétérogénes.

En 1958, MONTRLUIL {cocuwuorication pausonnelle)
S i

avait is0lé 10 osides du dialyssble uvrinsire et il en avalt
gtudié la composition. La m&me annZe, DATE (6) avait mis en

dvidence, dans 1'urine de femme enceinte, six oligosaccharides

identigues aux osides du lait iso par RKUHN (7} et par
MONTREUIL (8). Ces cligosaccharides n'ont pas &té retrouvés

dans l'urine normale.

Plus radcemment, LUNDBLALD (%, 10) a caractérisé
dans les urines des sujets de groupes sanguins Al et B, de
type sécréteur, deux oligosaccharides spécifiques, gui sont
sérologiquement inactifs. Par contre, BOURRILLON et GOUSSAULT
(11) ont isolé un fucohé&térou-polysaccharide adialysable, ayant

une activité sérologique O (H}.

CORNILLOT et BOURRILLCN (12) ont également mis
en évidence un triholoside adialysable, constitué& de deux
résidus d'acide N—acétyl_neuraminique et d’un résidu de galac-
tose. BOURRILLON, CORNILLOT et DABAT (13) ont isolé& des frac-
tions glycanniques riches en fucose, dans le surnageant de la

précipitation de 1l'urine par 50 p. 100 d'éthanol.

D'autre part, les cligosaccharides contenant
de l'acide sialique ont été plus particuliérement étudiés par
HUTTUNEN et MIETTINEN (14) gui ont isolé& un triholoside formé
d'acide N~acétyl-neuraminique 1ié& au lactose. HUTTUNEN (15) a,
par la suite, montré la présence dans l'urine normale de
6 & 8 oligosaccharides renfermant de l'acide N-acétyl-

neuraminique.
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dlentre eux la structurs

IT - LES ACIDES URON QU

.2 taux normal ureniques totaux excrétés
par 24 h se situe aux environs de 500 mg : CORNILLOT (17},
FISHMAN et GREEN (18). La contribution des mucopolysaccharides
acides est trés faible (5 & 10 mg dfacide uronique par 24 h).

L'acide uronique libre existe, maisz en faible quantitée, sous

forme de D—-glucurconolactone : WHITE et HESS (19}.

A - LES URONO-CONJUGUES

-

1° - Formés 3 partir de compcsés exogénes

Ce sont des composés de poids moléculaire relati-
vement faible. Ils sont généralement considérés comme des
formes de détoxication : la majorité des substances étrangéres
3 l'organisme, en particulier des médicaments, subissent, avant
d'étre excrétés, des transformations métaboliques ; celles-ci
jouent un rb6le important dans l‘'action thérapeutique ou la
toxicité que de tels composés peuvent avoir. Les principales
de ces réactions métaboliques sont soit des conjugaisons avec
l'acide glucuronique, le glycocolle, la cystéine, le groupement
sulfate, soit des méthylations et des acétylations : SMITH et
WILLIAMS (20).

En particuliex, parmi les composés se conjuguant
avec l'acide uronique, citons le phénol et le benzéne qui sont
convertis dans les mémes conjugués : phénylglucuronoconjugué
ou phénylsulfate, avant d'étre éliminés. De méme, l'acide

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



TABLEAU I

Oligosaccharides des urines humaines d'aprds STRECKER (21)

' OSIDES NEUTRES

non azotés (Glc e Fru) ; (Gl¢, 2Fxru) : (Glec, 3Fru)

(Gle — Glc) {Gal——2Glc {3 isoméres))
(Gal — Gal) ; (Xyle—Xyl) ; (Rib <——Rib)

-~

(Ara ¢«—-Ara) ; (Gal, Fuc)-—sGlc

A (2Gal, 2Fuc) — Glc ; (Fuc -—Glc)
(Xyle—¥Glc) ; (3Glc —3Glc).
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i e Win mew G SR N W M W W SO S W G WS | e SR AR U8 GEE G NN e S GHR W A W N W e e WA AR WD W WEA WA FRS See mmm e Wme Wi e GG CAS NS CNA) WO G0 MY e TER GED e D S AR AR R S e S G AR e e e S0

(2Man,GlcNac)—GlcNac ; ‘ (Fuc,GalNac)—Gal ;
(2Gal,Man,2Fuc)—»GlcNac ;
(2Gal,Man,Fuc,GlcNac)—Gal: (Fuc,Gal) -y GalNac ;
‘" (Gal,Fuc,GalNac)—Glc ;
- (Gal,2Fuc,GalNac)—>Glc ;
‘" (2Gal,IFuc,GalNac)—Glc ;
‘(2Gal,2Fuc,GalNac)—Glc.

y
e e D . e e St G e e O e R EER G eE v G R B S T S S S e A S e S Vi e G o G § g e M T LS T SOm SR Min SN SR S D S e e R AN S WA e = e

OSIDES ACIDES . Avec acide'NTacétyl—
X neuraminigque

se 90 0
[3

ANAN— Gal ; : (2G1lcAU) —3»Glc

:ANAN— Gal— Glc (2 isoméres) (GlcAU,GlcNac)-s Glc
:ANAN —» Gal— GLcNac : (2 isoméres)
(2 isoméres) : GlcAU—>Glc ;

: GlcAU—»GlcNac.
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Lo Leuy nature, iles g.oiuarnond

forme de glucuronoceniuguf:

1

conjugués seront excréiés sc:t dans L'irine, soit dans la bille

soit a4 la feois dans 1 'urino

2° - Formés & wpartir do oo

La plupart des Loveides excréties dans

1'urine humaine le& sont sous wiuguée 1 JAYLE et

PASQUALINI (22). Le pourcentage J=zsg stliroildes libres est tros

faible. La majorité de ces composzgs de conjugaiseon sont des
glucuronoconjugués. Spécialement parmi les métabolites de la
progestérone, des cestrogénes et dss corticostéroides, il

apparait jusque 925 p. 100 de glucurcsnocconjugués.

Cependant, les reing ne zont pas la seule voie

d'élimination des hormones conjuguéas. Dans le cas particulier

-

ar
des hormones thyroldes, l'excrétion par 1la bile est prédominants

B -~ LES MUCOPOLYSACCHARIDES ACILES QU GLYCOSAMINOGLYCANNES

Les mucopolysaccharides acides ou MPA, encore
appelés glycosaminoglycannes, d'aprés la nomenclature de
JEANLOZ (23), sont des polysaccharides constitués par une
longue chaine dont l'unité de répétition est un disaccharide,
composé d'une molécule d'osamine {glucosamine ou galactosamine,
le plus souvent N-acétylée) et d'une molécule d'acide uronique
(en général, l'acide D-glucuronique ; i1l est remplacé par le
L-iduronique dans le chondroitine sulfate B et par le D-galac-

tose dans le kératansulfate).
Dans l'urine, les MPA sont souvent conjugués a des
protéines par des liaisons O-glucosidiques de sérine et de

thréonine.

1° - Préparation

La présence dans les urines humaines de complexes
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tion de ces

analytigues
MPA de 1l'urine
et DORFMAN (253 ern 19467,

[
Elles peuvent se classery an trols catégories
~ Les MPA peuvenlt &hre leur mobilité électro-

phorétigque sur papler : SRMAN (26), sur gel :
MATHEWS (27), sur acétats
BEINSTEIN (28), VAILLaNT-DE

révélations appropriées @ hleu alcian et bleu de toluidine.

s S5ZAB0O et ROBOZ-~

{2%%, et en utilisant des

par chromatographie sur
» 4 : MEYER et al. (30),

phadex en &luant avec des

- Ils peuvent 8tre sépavés

échangeurs d'anions, sur

sur Ecteola cellulose et DEAE-

soluticons de meolarité ou de force ilonique croissante : SCHMIDT
(31), KELLEY et al. {32}, WESSLER (33), TELLER et ZIEMANN (34),
ANTONOPOULOS et al. (35).

- Enfin les méthodes enzvmatigues sont nombreuses. Elles
utilisent pour la plupart la différence entre la hyaluronidase
testiculaire, spécifiquement active sur 1l'acide chondroitine
sulfurique A ou C et 1l'acide hyaluronique, et la hyaluronidase
bactérienne qui agit seulement sur le dermatan-sulfate et
l'héparine : LINKER et TERRY (36), LINKER et al. (37). Par
ailleurs, MAYES et HANSEN (38), BOWNESS (39) utilisent des
chondroitinases spécifiques des acides chondroitine-sulfuriques

et de l'acide hyaluronique.
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¥ P SIS i 40} ont nontré
1'h Géne i o i Bea W précipités var le
CTAR 1 . : Pary chrouwatographie
» 1 7 Y g i
AN ; 145 opbriernent
. . . .

10 pilog, svse

degré de sul! a5 Caewvnenn . Gaas pouvolr le démontrer,
la présence de kavaban-s

REFMAN {42) identifient dans

l'urine tous Lyrouvés dans les tissus

conjonctifs, & 1%g 1ode BTh Leur mé&thode, qui
associe 4 la el 1Til b T rtation par les sels
cuivrigques et la chyomatogra 5ur Dowex 1, est résumée dans

la figure 1 (p. i0}. Eile permet d'obteniy la distribution

qualitative vy inalies. feuk gul prédominent sont une

famille de chondroitice-gul carachérisés par un taux

vion degs MPA est donnée dans le

variable de suliate. La vépa

tableau II {(p. 11}.

De plus, lesg aunteurs démontrent gue le chondroitine-

6 dans L'urine normale est formé de

suifate monosulfaté o

fragments de petite taille woliculalre dont certains sont liés

A

par covalence a4 un peptide.

Auparavant, ENSON et DALFERES (43) ont isolé

et 8tudié les MPA urinaires. Leur méthode utilise principalement
les technigues de dialyse, de précipitation par 1'éthanol asso-
cié au sulfate ferrvigue et d'électrophorése de zone. Leurs
résaltats sont comparabliles, du point de vue qualitatif a ceux

de VARADI et _al., mais différents du point de vue quantitatif.
En particulier, BERENSON et DALFERES trouvent des taux de
choidroitine~sulfate B et de kératan—sulfate nettement

supérieurs
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Protéine de TAMM et HURSBLAL Surnageant
éliminée j
Sephadex G-50
Pigo de f 2e pic *

P o
S

sels
+
Précipiteée Surnageant
v : v
Dowex 1 x 2 powex 1 x 2

~
‘hondroitine sulfate A

3

Chondroitine sulfate C
Chrondroitine sulfate B Héparitine sulfate
Kératan sulfate

A4
Acide hyaluronigue

Figure 1

Isolement des MPA de 1'urine d'aprés VARADI et al. (44)

% Le 2e pic contient des acides uroniques non précipitables par
le chlorure de cétylpyridinium mais libérés a 95 p. 100 par
la B -glucuronidase de foie.
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v methode de o v e

2hle dans

nation des MPA & wetlie

pathologigues. ¥

i T et s =t non sulfatds. I1L obties

sépare les

pour les uxil & G dlexcrétsn compara
bles & ceux o D4 | ;o Mais, il indigue
gqufune partie 2 BREE s de la préparvation.

WIEDEMAN (48), aprés

~

hE& au Cétavlon, diffé~

chromatograph

rencient les A et C et le chondroitine~

sulfate B par un a dase
2° -
51 pew d'sutenrs, & notre connalssance, se sont

intéressés a 1la des glycoprotéines urinaires

totaux, par con bezuvcoup plus étudiés

d'abord parce gu'ils sont

co-chimiguement mieux définis

et ensulte, & < de leur clinique

les urines de sujets sains,

g, est de 5 3 10 mg par 24 h. Les
principaux résultats des auteurs sont réunis dans le tableau
III (p. 13).

On observe une grande dispersion dans les valeurs

ocbtenues selon les méthode

loyées par les auteurs. En
particulier, la méthode de dosage des MPA aprés précipitation
par le bromure de cétyltri
la plus employée, donne des résultats assez peu constants.

D'ailleurs, DI FERRANTE {4%

g

, dans une étude critique de sa
propre méthode, souligne les causes d'erreurs qufelle entralne,

en particulier, la non=-précipitation de la totalité des MPA.



Auteurs  Pronidé sipitation 3 Résultats

H P oH. 6 0,303
; o F 1 ? “ eI A, T —_ h
DI FERRANTE et al. (50}, CTRB el 3,77 F 0,24
RICH (51) ‘ CTAR = B 2,5 + 0,92

CTAR " E. 4 ans 3,5
7

: E.14 ans
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CTAR=-&thanol
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D
]
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P
o
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COF. . ]
KING et al. (57) Ultrafiltration et sulfatef 8
4 ammon Lun i
MALLEVAIS-GOUBET (58) mthanol + dialyse ., H. 13,12+ 3,02
: F. 11,33 + 3,26
BERENSON et al. (59) f Ethancl + &lectrophorése f 4,5 a 5,5

H. : Homme ;: F. : Femme . : Enfant
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résgultats ovtenus auw laboratoire oo

MALLEVAIS-GOUBET (607, au terms d'w & dtude systématigue

uvrines ds chbagne sexe, sont nettament

portant Suxy

supérisurs 2 « la pracipitation classique

au CThE.

MEA carantérisés dans le tissu  conijonc-

¢ 1L'urine 3 des taux varia-

avidencs ¢
une reiation entre le métabolisme

gquantité de mucopolysaccharides contenue dans

important dfavoir une connalssance

norinale des MPA comme standard de

exacte de 1°
1le excrétion anormale dans des

comparaison
troubles métaboligues du tissu conjonctif.

n effet, des variations guantitatives et gqua-
litatives ont été& cbservées dans l'urine des sujets sains
suivant leur TELLER egméiL {(61) signalent une augmentatic
du taux des MPA chez les ants et les adolescents. RICH,

DI FERRANTE et ARCHIBALD (£2) ont noté chez les adolescents
de 13 4 15 ans, des taux, exprimés en acide glucuronigque, de
13 3 23 mg, seit 3 folis plus élevés que les valeurs moyennes

trouvées chez les adultes.

Du point de vue gualitatif, WESSLER (63) et
ORI (64} ont montré des différences dans la répartition
quantitative des MPA sulfatés et non sulfatés entre les urines

d'adultes et les urines d'enfants.

Selon ALLALOUF et BER (65), la proportion des
MPA résistants 3 la hyaluronidase testiculaire est accrue

avec l'dge. Ces résultats sont en accord avec ceux de MAYES



NAEN {66} qgui indiguent une augmentation de la guantité

de shondroitine-sulfate par rapport asux MPA totaux chez les

adant, TELLER (67) estime gue les

g

personnes

Ao chondroitine-sulfate A et C ne varient pas

ANGER, TODT et WIEDEMAN (.3}

‘K’KDUf rvg.s;yi

gqualogue sell

-

sion de cag composés avec L'age.

reportent oing

ats contradictoires, dis aux

ot

™ P
Les raesua

différentes méthodes emplovées, 11 n'est pas possible da'in-

iations de composition des MPA urinaires

terprétay

o

guant & leur signification physiologique.

“uy les MPA des urines pathologiques, de nombreux
travaux ont €tg effectués. En particulier, DORFMAN et
LORINCZ (6%} ont montré en 1957 que l'urine d'un sujet atteint
du syndrdme de HURLER contenait de grandes quantités de
chondroitine-suifate B et d'héparine~gulfate. De nombreuses
gtudes indiguent une augmentation plus ou moins marguée du taux
des MPA excrétés dans d'autres maladies {voir par exemple, les
travaux de WESSLER (70}, CLAUSEN et al. (71), MEYER et al. (72},
CLAUSEN et ASBOE~HAUSEN (73)). Dans le syndrOme de MARFAN,
l'excrétion d'acide hyaluronique et de chondroitine-sulfate
est considérable. (BERENSON et SERRA (74)). De méme, dans
la maladie de MCORQUIO-ULRICH, il y a une augmentation dans
llexcrétion urinaire de la gquantité totale des MPA et de
kératan-sulfate : ZELLWEGGER et al. (75), mais ce dernier est
absent dans le syndrdme de MORQUIO-BRAILFORD (MAROTEAUX et
LAMY) (76).

Enfin, dans les néoplasies (leucémie, sarcome, myélome
multiple}, RICH et MYERS (77) trouvent des taux d'acide uro-
nigue urinaire, précipitable par le Cétavlon, 2 3 10 fois

supérieur 3 la normale.

IIT - LES GLYCOPROTIDES

A ~ HISTORIQUE
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La présence de protelnes dans l'urine humaine
normale a &té reconnue dés 1895 par MORNER (78). Puis, RIGAS
2t HELLER (79) déterminérent la valeur de la protéinurie
physiologique (45 mg/l) et décelérent en électrophorése libre
une frontiére albumine et des frontiéres globulines plus ou
moins bien caractérisées. Par la suite, GRANT et EVERALL {(80)
en 1957, puis PATTE et_al. (81) en 1958, montrérent 1l'existence
de protéines plasmatiques dans l'urine. Le caractére glyco-
protéigque des "colloides" urinaires a &té révélé par HAMERMAN
et al. (82).

La composition en oses de l'adialysable urinaire
a été réalisée dés 1953, par MONTREUIL et BOULANGER (83).
Par chromatographie des hydrolysats, ils identifient le
galmctose, le mannose, le fucose, des osamines et l'acide
glycuronique en forte proportion, le glucose et le xylose en
petites quantités. Ces deux derniers sucres posent un probléme
quant & leur origine, car ils ne sont pas habituellement

présents dans les hydrolysats de glycoprotéines.

De nombreux auteurs ont tenté de déterminer la
composition totale de l'adialysable urinaire et de la comparer

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

L'emploi des méthodes classiques d'électrophorése
donnent pour l'urine des schémas assez médiocres. En electro-
phorése sur gélose (Figure 2 ; p. 18), on remarque en parti-
culier une plus grande mobilité de l'albumine urinaire par
rapport au schéma du sérum et l'apparition d'une zone floue

entre les pB. et les yglobulines.

D'autre part, des travaux d'ordre chimique et
immunologique ont permis de caractériser puis d'isoler
quelgues-uns des glycoprotides présents dans les urines de

sujets sains.
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Figure 2

Electrophorése de sé&rum et d'urine normale d'aprés
la méthode de WIEME (85).

Figure 3

Schéma immunoélectrophorétique d'urine normale. Comparaison
avec le sérum normal.

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



Avant dlétudier les tentatives de fractionnamen:

des glycoprotéines urinaires, nous proposons d'étudier les

i

composés définis et de les classer en quatre groupes :

. les composés d'origine sérique ;
. les uromucoides ;

. les glycopeptides ;

}...J
O
3]

complexes MPA-protéine.

B - LES COMPOSES DEIINIS

1° - Les protéines urinaires d'origine plasmatique

a) Les séromucoides

Les méthodes immunologiques (méthode de OUCH-
TERLONY et immunoélectrophorése) ont confirmé l'origine sérique

de certains glycoprotides urinaires décelés en électrophorése.

La figure 3 (p. 18), montre une immunocélectro-
phorése de sérum et d'urine contre un anti-sérum de cheval.
L'urine donne une dizaine d'arcs de précipitation. Ces méthodes
associées aux techniques d'ultracentrifugation et de diffusion
libre, ont permis 1l'identification plus précise des composés
plasmatigques de l'urine : GRANT (86), PATTE et al. (87),

KEUTEL ggméi.(SB), BISERTE, HAVEZ et HAYEM-LEVY (89), HEREMANS,
VAERMAN et HEREMANS (90), DE VAUX St CYR et al. (91).

On admet généralement la présence réguliére
dans l'urine normale d'une vingtaine de protéines sériques dont
la plus grande partie est identifiée.

Ce sont :

. La préalbumine de SCHULTZE (92)
. L'albumine : GRANT (93)
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. L'almséromucoide : PATTE et al., (94)
L'alulipoprﬁtéine : BERGCCGARD (95)
L'ai"antitrypsine : PATTE ec al. (96)
. La ¢druléoplasnine : BERGGARD (97)

. L'haptogiobuline : PATIL et al. (98)

L‘%7~macxnglmbulime : BERGCARD (99), REVILLARD (100)

. La tyausferrine : PATTE et _al. {101)

. La ﬁlhwgiwbuiine : BERGGARD (102)

. La IgA~globuline : PATTE et al. (103)

. La fibrinocgyéne : BERGGARD (104)

. Les ige-globulines : GRANT (105)

. La Ba~a2~glycaprotéine

. La Zn~a2~qucoprotéine

. Un composant de groupe sanguin
L'hémopexine

La BlE—globuilne.

Ces cing derniéres ont été identifiées par

BERGGARD, CLEVE et BEARN (105).

En outre, CORNILLOT, BOURRILLON, MICHON et GOT (107)
ont isclé une ¥-glcocbuline de constante de sédimentation 3,5 S
différente de la¥7S par son poids moléculaire et ses carac-
téristiques immunochimiques et qui serait un produit de

dégradation des globulines sériques.

Les principales caractéristiques des protéines
plasmatiques de l'urine par rapport aux protéines du sérum
sont d*avoir un poids moléculaire plus faible et une partie
clucidigue plus importante gque les fractions correspondantes du
plasma : BERGGARD (108. 109).



b} Les hormones gonadotroves

Les urines contiennent d'autres glycoprotéir: 3

qui provieanent du sang. Ce sont des protéines de faible poi..
moléculaive, deuZes de prvopriétés biologiques impcrtantes.

Citons, les horwones protdiques, la corticotropine, 1'&rythro-

polétine et les substances de groupe sanguin.

La seule gonadotropine urinaire que l'on
trouve en guantité appréciable est la gonadotropine du chorion,
me enceinte. Elle a &té étudiée

présente dans L'urine de fem

particulidrement par GURIN, BACHMAN et WILSON (110). GOT et

BOURRILICN (111} ont montrd que la gonadotrcpine humaine

rpostménauposale est inactivée par la neuraminidase.

I.a corticotropine a été& signalée par BONAR
et PERKINS (112

LS

¢) L'érythropoiétine
Il existe une substance dans le sang et dans
1'urine des animaux et des hommes anémigues qui stimule

ltérythropoiéss

HODGSON et TOHA (113) furent les premiers,

9374

en 1954, démontrer une activité érythropoiétique dans
l'urine, Par extraction alcoolique, HODGSON et al. (114, 115)
identifieérent l'activité dans une substance adialysable qui
contient des hoxoses, des osamines et des acides sialiques.
Comme 1l'hiparine, 1'&rythropoiétine urinaire donne une réaction

métachromatique aveo le bleu de toluidine : WINKERT et al. (114}

-~

a) Les glvcoprotéines d _activité de grouve sanouin

Les glycoprotéines ayant un: activité de ¢groupe

Bralement identifiées par leurs réactions

sanguin sont go

lLogiaques avec les Srvthrooytes. On les a identifides dans do
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nombreux liquides biologiques, tels que mucines gastriques,

salive, urine.

Dans l'urine, FREUDENBERG et EICHEL (117, 118)
€tudient des substances ayant une spécificité pour les groupes
sanguins A, O, B. La substance a activité de groupe A est
généralement plus abondante et plus facile 3 isoler. L'activité
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 80 p. 100 de glucides totaux, essentiellement
du galactose, du fucose, de la N-acétylglucosamine et de la

N-acétylgalactosamine.

2° - Les uromucoides

a) La glvcoprotéine de TAMM et HORSFALL

Avec un antisérum obtenu contre des "colloides”
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 &tre détectés

dans le sérum. Il est le premier a décrire des schémas d'immuno-

&lectrophorése obtenus de cette fagon.

L'un de ces composés est la glycoprotéine de
TAMM et HORSFALL (122, 123) qui est le seul uromucoide isolé

jusque maintenant. C'est une "mucine" insoluble 3 froid.

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

- Préparation

Elle est précipitée de l'urine totale en amenant
celle-ci 3 une concentration en NaCl de 0,58 M. Il se forme
un précipité& que l'on recueille par centrifugation : TAMM et
HORSFALL (124).
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Elle a été isolée également par précipitation
éthanolique, précipitation isoélectrique, par addition d'acide,
de bromure de cétyltriméthylammonium, d'acide benzoique :
ANDERSON (125), ANDERSON et MAC LAGAN (126, 127) <t par
ultracentrifugation : ADA et GOTTSCHALK (128).

~ Nature physico-chimique

Sa composition en glucides a été étudiée par
GOTTSCHALK (129) et par ODIN (130). Elle contient environ
20 p. 100 de sucres liés et 9 p. 100 d'acide sialique (Tableau
p- 24). On voit qu'elle varie selon les auteurs et 1l'on peut
se demander s'il ne s'agit pas d'un mélange, bien qu'elle se
comporte en électrophor&se (PELMANN, TAMM et HORSFALL) (131)
et en ultracentrifugation (TAMM, BUGHER et HORSFALL) (132),
comme une substance homogéne.

La composition en am;nojacides a été étudiée
spécialement par MAXFIELD et STEFANYE (133), FRIEDMAN et JOHNSO
(134) et par FLETCHER, NEUBERGER et RATCLIFFE (135) (Tableau VI
p. 25). Ces derniers auteurs (136) ne peﬁvent mettre en évidenc
d'aminc~acides N-terminal dans la glycoprotéine native, mais,
aprés action du bromure de cyanogéne, ils obtiennent un
amino-acide N-terminal par sous-unité correspondant 3 une masse
moléculaire de 79 000 + 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
7.10°
comportement électrophorétique et sont également visibles au

et 28.106 respectivement. Les deux formes ont le méme

microscope é&lectronique, sous forme de filaments flexibles :
MAXFIELD (138). Les molécules les plus grandes seraient des
tétraméres des autres, associés c6te i cbte ou bout a bout
(voir la figure 4 ; p. 26). ' | '
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TABLEAU VI

Compecsition en amino-acides de

la glycoprotéine de TAMM et HORSFALL

(en résidus pour 100 ré&sidus dans la protéine)

. MAXFIELD .  FRIEDMANN :  FLETCHER

: et STEFANYE (a) : et JOHNSON (a) : et al.

: (146) : (147) : (148)
Acide aspartique : 11,83 : 11,75 : 10,90
Thréonine : 8,22 : 7,67 : 7,63
sérine : 8,55 : 8,00 : 7,86
Acide glutarique : 8,55 : 9,22 : 8,44
proline . 5,61 : 4,73 : 4,26
Glycocolle : 8,88 : 8,28 : 8,41
Alanine : 6,72 : 7,89 : 6,79
Valine 6,89 : 5,91 : 6,40
Cystine : 2,17 : 7,12 : 8,41 (b)’
Méthionine : 2,22 : 2,05 : 2,05
Isoleucine : 2,67 : 2,55 : 2,46
Leucine : 8,27 : 7,64 : 7,58
Tyrosine : 2,78 : 3,15 : 3,83
Phénylalanine : 3,44 : 3,35 : 3,14
Lysine : 2,78 : 3,10 : 2,65
Histidine : 2,78 : 2,54 : 2,67
Arginine : 4,72 : 3,92 : 4,49
Trypotophanne : 2,94 f 1,11 i 1,68

(a) Recalculé d'aprés les données des auteurs

(b) Détezrminé en acide cystéique
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Figure 4

La glycoprotéine de TAMM et HORSFALL, vue au microscope
électronique d'aprés MAXFIELD (149).

La marque représente I n.

Figure 5

Analyse immunoélectrophorétique de 1l'uromucoide
(Anode a gauche)

~ Anti U
~ Anti S

sérum de lapin anti-uramucoide

sérum de lapin antisérum humain.
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En immunoé&lectrophoré&se (GRANT (150), HEREMANS
et al. (151), VAERMAN et HEREMAN (152)), elle migre entre

s

1'albumine =t l’gmz globuiine. Il apparait un arc de précipi-
tation d double incurvation et on ne sait pas, a 1‘'heure
actuelle, s'il s'agit de deux composés distincts ou simplement
de formes polyméres différentes de la glycoprotéine (Figure 5

p. 26 .

- Propriétés biologiques et physiologiques

La glycoprotéine de TAMM et HORSFALL posséde
la propriété de se combiner avec les virus de l'influenza, des
oreillons et de la maladlie de NEWCASTLE et d'inhiber ainsi
la réaction d'hémagglutination entre les hématies et les

viius.

Sensiblement constant chez 1'homme adulte,
le taux dfexcrétion de la glycoprotéine diminue avec 1l'&ge
et parallélgment on bbserve des taux plus élevés chez les
enfants : SUDHOF, KRIEGER, SCHULTZ (153).

b) Autres uromucoides

- La substance de DONAGGIO

La substance de DONAGGIO (154, 155, 156)
décrite en 1931, responsable du "phénoméne d'obstacle",
caractéristique de 1'état de fatigue ou de certaines maladies
typhoide, rhumatisme, cancer, a été isolée et identifiée a une
glycoprotéide par TAYEAU (157) et TAYEAU, BISERTE, MONTREUIL
et MARQUEVIELLE (158). Sa composition est donnée dans le
tableau VII (p. 28).

Cependant, il semble d'aprés les travaux
de TAYEAU, JENSEN et REISS (159) que le "phénoméne d'obstacle"
soit di aux variations quantitatives des glycoprotéides
urinaires et la substance de DONAGGIO ne représenterait que

l'ensemble des mucoldes urinaires.
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- Les glyvcecoprotéines de ANDERSON et MAC LAGAN

ANDERSUON et MAC LAGAN {161) ont décrit une
méthode d'isolement dfun muccide urinaire par adsorption sur
l'acide benzoigue puls dissolution dans l'acétone. Ils obtien-
nent deux fractions, appeldes "mucoprot&ines A et B", chimique~
ment trés semblables, contenant 10,5 p. 100 d'azote et 14,4

p. 10C d'csamines (Tableau VII ; p. 28).

“n Zait, 8'il s'agit d'un mélange complexe
dont 1'hétérogénéité a &t2 montrée en immunoélectrophorése
par HAYEM-LEVY (162} qui identifie l'orosomucoide, une vaé—
globuline, une Bi“ et une 52"globuline. La préparation
renferm= an outre, des substances a spécificité de groupe
sanguin, des inhibiteurs de l'hémagglutination de virus et des
gonadotropines : ANDERSON, LOCKEY et MAC LAGAN (163).

-~ Le mucopolvoside de DI FERRANTE

De méme, le mucopolyoside 1isolé par DI FERRANTE
et RICH (164), au moyen de la précipitation au cétavlon et
apparemment identique au chondroitine-sulfate est un mélange |

complexe de MPA, contenant également la glycoprotéine de TAMM

et HORSFALL et sans doute d'autres glycoprotéines.

3° -~ Les glvcopeptides

Il existe dans l'urine un grand nombre de composés
de masse moléculaire inférieure 3 15 000 et renfermant jusqu'a
80 p. 100 d'oses. Dans cette catégorie entrent les "glycopep-
tides" de BLIX (165), BOURRILLON et al. (166, 167), HAKOMORI
et al. (168), et les "mucosaccharides" décrits par MIETTINEN

(169, 170).

Il est malaisé de définir exactement ces
constituants urinaires lorsque les auteurs les fractionnent
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en utilisant des méthodes différentes d'extraction. Tes
comparaisons ne sont possibles que lorsque des subshances
pures peuvent &tre isolées et gque leur composition en oses

et acides aminés est déterminde.

Noug distingusrons

,
5}
P

des glycopeptides riches en acide sialique,

o
o
D
w

glycopeptides riches en fucose,
:; des glycopeptides riches en osamines,

2 glycopeptides riches en acide uronique,

(0]

[OTIN ¢
(ol
@
[

des glycopeptides riches en hydroxyproline.

a) Glycopeptides riches en acide sialique

Dans le fractionnement &thanolique mis au
pcint par BOURRILLON et al. (171), les glycopeptides se trouven
dans la fraction soluble dans 1'@&thanol a 50 p. 100. Bien que
présentant un seul pic en ultracentrifugation (I S), cette
fraction se révéle trés hétérogéne en électrophorése. Elle est
constituée de galactose, glucose, mannose, fucose, glucosamine,
galactosamine et acide sialique, c'est-a-dire les mé@mes cons-
tituants glucidiques gue ceux des glycoprotéines sériques. La

teneur en glucides est trés &élevée et peut dépasser 90 p. 100.

Tout récemment, CARRION, BOURRILLON et CABEZAS
(172) ont isolé et caractérisé deux sialoglycopeptides
particuliérement riches en acide sialique (30 p. 100) (voir
le tableau VIII ; p. 32). D'aprés les auteurs, ces glycopeptide:

seraient dforigine tissulaire.

b) Glvcopeptides riches en fucose

Des fractions glycopeptidiques riches en
fucose sont décrites par LUNDBLAD (173). Par gel filtration
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et électrophorése préparative, l'auteur obtient trois
glycopeptides assez purs pour &étre¢ caractérisés chimiguement.
Ces fractions a& haut pourcentage de fucose et faible taux
d'acide sialigue ont une composition proche des antigé&nes

de groupe sanguin mais ils sont sérolcogiquement inactifs.

HAKOMORI, KAWAUCHI et ISHIMODA (174)ont &tudié
les glycopeptides dialysables de l'urine normale et isolé
trois composés renfermant outre des acides aminés, du glucose,
du galactoss et du fucose, composition proche de glycopeptides
du tissu conjonctif de l'acrte. Leurs propriétés chimiques
indiguent une structure N-peptidyl-I-c&tosamine (voir tableau

VIII ; p. 32).

¢) Glycopeptides riches en osamines

MAC GALE et JEVONS (175, 176, 177) utilisant
le fractionnement sur Zeocarb 225 puis la filtration sur
Sephadex G 25 et des électrophoréses préparatives, caracté-
risent deux glycopeptides riches en osamines, sans acide
uronigque, et dont l'un est dépourvu d'acide sialique (Tableau
VIII ; p. 32).

D'autres composés de faible poids moléculaire
et contenant des osamines ont &té signalés par PECHAN (178),
BRADA (179), VERMOUSEK et BRADA (180). Ce sont en partie
des oligosaccharides mais aussi des glycopeptides qui, pour

la 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'a présent cristallisé.
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La partie peptidique est constituée de sérine,
glycocolle, alanine, acide aspartique et acide glutamique. La
partie glucidique renferme du galactose, du xylose, de l'acide
glucuronique, de la glucosamine et de la galactosamine (Tableau

VIII ; p. 32). Ce glycopeptide proviendrait du métabolisme des
glycosaminoglycannes.

Le glycopeptide de CHERIAN et RADHAKRISHNAN
(188) contient également de l'acide glucuronique.

e) Glvcopeptides riches en hydroxyproline

En 1965, CHERIAN et RADHAKRISHNAN (189) ont
décrit un glycopeptide caractérisé par une partie glucidigue
riche en acide uronique et surtout par une partie peptidigque
riche en hydroxyproline et sarcosine (Tableau VIII ; p. 32).
La préseﬁce de proline et d'hydroxyproline semblerait indiquer
que ce glycopeptide dérive du collagéne. Mais l'existence
de sarcosine qui ne se trouve pas dans le collagéne et la
nature du glycanne suggérent qu'il dérive d'un groupement

protéine-glucide plus complexe.

Enfin, BOURRILLON et VERNAY (190) ont trouvé
également deux glycopeptides & proline et hydroxyproline dans
le surnageant alcoolique S50.

En conclusion, la fraction glycopeptidique uri-
naire, plus importante pondéralement (60-70 p. 100 de l'adialy-
sable total) que la fraction glycoprotéinique semble &tre aussi
complexe, si ce n'est plus, que cette derniére.

La différence de composition existant entre les
glycopeptides étudiés montre une différence d'origine de ces
composés. On considére 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 inflam-
matoires et néoplasiques : MASAMUNE (191), DI FERRANTE (192).
Mais une origine post-rénale ne peut &tre exclue.

4° - Les complexes MPA-protéines

Bien que n'étant pas de nature protéique, les MPA
doivent &tre mentionnés ici parce gu'ils se trouvent le plus
souvent associés a des protéines ou a des chalnons peptidiques
par des liaisons O-glycosidiques de sérine et de thréonine.

De nombreux travaux ont &té réalisés sur ce sujet, concernant
le mode de liaison dans les mucopolysaccharides de tissu
conjonctif en particulier : MUIR (193), RODéN et al. (194),
LINDAHL et RODE,YN (195).

Un chainon chondroitine~sulfate-polypeptide a été
isolé a partir des MPA urinaires par VARADI, CIFONELLI et

DORFMAN (196). La partie peptidique est particuliérement riche

en sérine, glycocolle et acide glutamique.

C - FRACTIONNEMENT DE L'ADIALYSABLE URINAIRE

De trés nombreux travaux ont été effectués pour
tenter d'isoler des entités glycoprotidiques & partir de
l'adialysable urinaire. Nous étudierons les plus significatifs,

en les classant d'aprés les méthodes de fractionnement utilisée

it
i

Précipitation alcooligque

2 - Précipitation par le sulfate d'ammonium

w
1

Ultracentrifugation

>
I

Filtration sur gel
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1° - Précipitation alcooligue

BOURRILLON et KAPLAN (197) fractionnent les composés
urinaires selon leur solubilité dans l'éthanol 3 différentes
concentrations. Leur méthode, décrite en 1960, est schématisée
dans la figure 6 (p.36).Ils obtiennent ainsi quatre fractions,
précipitables & 50, 60, 80 et 90 p. 100 d'alcool qu'ils
analysent qualitativement et guantitativement. Les principaux

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

La fraction F 50 est la moins riche en glucides.
Par immunoélectrophoré&se 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
caractére antigénique vis-da-vis de l'antisérum humain. On y
trouve en majeure partie des composés de poids moléculaire

inférieur a 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 1l'adialysable urinaire.

DISCHE et_al. (200) proposent un schéma de
composition des glycannes des glycoprotéines urinaires ultra-
filtrables mais non dialysables, aprés un fractionnement par
l'isopropanol 3 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 cing fractions, soumises a8 1'électrophoriase
préparative en flot continu, donnent quarante sous—fractions
caractérisées par leur rapport acide sialique/fucose et par

leur mobilité &lectrophorétique ; toutes sont hétérogénes.
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URINE
\ 1
Ultrafiltration Dialyse
Ultrafiltrable Qu Lyophilisation

Précipitation par 1'éthanol (3 vol)
et par un tampon_acétate

A

Epuisement de la poudre par
eau distillée. Dialyse.
Lyophilisation de l'adialysable

Adialysable urinaire

|

Dissolution en tampon

Précipitation par 1'éthanocl a 60 p.

|

acétate pH 4,5
100

)

Précipité

Dissolution en tampon d'acétate Solution surnageante

|

Solution surnageante
Précipitation par 1'éthanol a 90 p.
L 100
) ¥
Précipité
Dissaolution: par Yacétate
Précipitation par un
volume d'éthanol

2 ¥ i v
écipité Solution surnaqsgifi\~ Solution surnageante Précipité
e V-/
F 50 ! Précipitation par 1l'éthanol a 60 p. 100 F 50
¥ v
Précipité Solution surnageante

L r 6o |

Précipitation par l'éthanol & 80 p. 100

R
Précipité Solution surnageante
F 80 Précipitation par 1'éthanol
a 90 p.J}OO
N ¥
Précipiteé Solution
surnageante
Figure 6
T -
Fractionnement des glycoprotides urinaires (é:

(d'aprés BOURRILLON et

KAPLAN) (201)
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Les auteurs ont tenté de classer leurs préparations
glycoprotéidigues d'aprés leur composition glucidique et ils
proposent de les comparer avec les différents glycoprotéides
tissulaires d'ol ils tireraient leur origine.

b

2° - Précipitation par le sulfate d'ammonium

KAO et al. (203, 204}, ont décrit une méthode
simple de fractionnement de l'adialysable urinaire qui, selon

les auteurs, & l'avantage de ne pas dénaturer les composés.

Aprés élimination de la glycoprotéine de TAMM et
HORSFALL, l'adialysable urinaire est précipité par le sulfate
dammoniuam 100 p. 100. Le précipité obtenu, exempt de mucopoly-
saccharides et de glycopeptides, est 3 nouveau traité par des
concentrations croissantes de sulfate d'ammonium ce qui permet
de séparer les glycoprotéines en groupes de poids moléculaire
décroissant. Une chromatographie sur DEAE-cellulose permet
aux auteurs de classer les composés urinaires selon leur taux
d'acide sialique. Mais toutes les fractions obtenues sont

hétérogénes en électrophorése.

3° -~ Ultrafiltration

a) Travaux de BERGGARD

BERGGARD (205) emploie la méthode d'ultrafil-
tration en tubes de cellophane Visking pour fractionner 1l'urine
aprés avoir calibré les membranes utilisées et obtient trois

fractions principales A, B et C.

La fraction A, de poids moléculaire compris entre
30 000 et 40 000, contient toutes les protéines sériques
excrétées dans l'urine, sauf une partie des 3-globulines de

faible poids mcléculaire qu'on retrouve dans B. Les fractions B
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(molécules de PM 10 000 & 15 000) et C (molécules de PM 4 0:.0)
sont composées essentiellement de glycopeptides. Dans zhacune
de ces fractions, l'auteur met en évidence plusieurs composés
a acide uronique, correspondant a des mucopolysaccharides plus

ou moins polymérisés.

Le fractionnem=nt est reproductible mais donne

des composés trés hétércgines.

b) Travaux de BOYCE, KING et al. (206)

Les auteurs proposent une technique de frac-
tionnement reproductible et tentent, pour la premiére fois,
d'effectuer la synthése des résultats obtenus par d'autres

travaux.

Le mode opératoire est résumé dans la figure 7
(p- 41) et les résultats concernant l'analyse des trois fractior

principales sont rassemblés dans le tableauX(p. 42).

La fraction ultrafiltrable UFO, qui représente
67 p. 100 des composés urinaires, contient des glycopeptides,
des substances a activité de groupe sanguin et une partie
des mucopolysaccharides acides précipitables au bromure de
cétyltriméthylammonium. KING et BOYCE (207) ont sous-fraction-
né ces derniers par le sulfate d'ammonium, ils obtiennent
& 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 derniére préparation a été sous-
fractionnée par une méthode dérivée du fractionnement de COHN
pour le plasma : BOYCE et KING (209). RSI contient toute la
sérum albumine de l'urine et toutes les protéines sériques de
plus grande taille gue l'albumine. Parmi les composés plus

petits, des substances de groupe sanguin sont identifiées par



chromatographie sur DEAE-cellulose : KING, FIELDEN, GOQOODMAN
et BOYCE (210). Enfin, en associant la précipitation par le
sulfate d'ammonium et la chromatographie sur DEAE, les auteurs

isolent les mucopolysaccharides 3 partir de la fraction RSI.

Les résultats de BERGGARD (211) sont difficilemer
comparables a ceux de BOYCE et al. (212) car ces derniers n'ont
pas déterminé la limite de taille des molécules ultrafiltrable:
Cependant, d'aprés leur composition centésimale, une partie
de la fraction A de BERGGARD (213) correspondrait a la fractior
non ultrafiltrable RSI de BOYCE et al. (214) et aux fractions
CPC II et MPA + glycopeptides de KAO et al. (215).

4° - Filtration sur gel

La filtration sur gel de dextranne ou tamisage
moléculaire permet un fractionnement de base des constituants
d'un m&lange selon leur taille moléculaire. Ces derniéres
années, cette méthode a &té employée par de nombreux auteurs
pour purifier des préparations de composés urinaires, en ‘
particulier : BERGGARD (216), STEVENSON (217), HAKOMORI (218),
BOURRILLON (219) ou pour les doser : MAC KENZIE et al. (220),
DAVIS, FLYWNN et PLATT (221).

MIETTINEN (222, 223), aprés passage de l'urine
concentrée sur SephadexG-25, obtient avec une bonne repro-
ductibilité, quatre fractions A, B, C, D dont la composition
est donnée dans le tableau XI (p. 42). La fraction A contient
les colloides urinaires et les mucopolysaccharides et repré-
sente l'adialysable urinaire qu'il est ainsi possible de

séparer facilement de la fraction dialysable.

D'autre part, MIETTINEN et HUTTUNEN (224}, par
chromatographies successives sur Dowex 2 et sur Charbon-Célite,
montrent l'hétérogénéité des zones B et C, constituées en

majeure partie de substances dialysables.
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LUNDBLAD et BERGGARD (230) obtiennent des
résultats concordants par gel filtration sur Sephadex G-25
du matériel urinaire ultrafiltrable. Ils déterminent par
dosage des hexoses a l'anthrone, le profil de six pics repro-
ductibles, correspondant aux fractions B et C de MIETTINEN
(231) et les étudient.

De plus, la gel filtration sur Sephadex G-25 et
G-75, associée a lfélectrophorése de zone, a permis 3 LUNDBLAD
(232, 233) d'isoler trois glycopeptides 3 taux élevés de fucose

dont nous avons vu la composition dans le tableau VIII (p. 32).

La filtration sur Sephadex G-50 a &été employée pa:
VARADI, CIFONELLI et DORFMAN (234), dans une étude sur les
muccpolysaccharides acides. Les auteurs séparent l'adialysable

urinaire en deux pics :

~ Le premier contient les acides uroniques

mucopolysaccharidiques.

~ Le second pic, de poids moléculaire plus
faible, contient également des acides uroniques mais, cette
fois, non précipitables par le Cétavlon et dont la nature

n'a pas été déterminée.

HARRISSON et NORTHAM (235) utilisent de la
Sephadex G-100 en colcnne ou en couche mince. Associée & une
étude électrophorétique et immunochimique, cette méthode a
permis aux auteurs de mettre en évidence, dans les cas de
maladies rénales, une augmentation de l'excrétion des protéines
plus légéres que l'aliumine et des variations de la nature

de ces protéines.

Citons, enfin, les travaux des Russes FEDOROV et
KASATKIN (236, 237) gui ont tenté de séparer des composés
de faible poids moléculaire de l'urine humaine sur gels de
Sephadex G-25, G-50, G-75. 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 homogéne.



D - GLYCOPROTEINES ET CANCER

L'intérét de la relation entre glycoprotéines et
cancer vient en grande part de l'observation que les taux
de sucres 1liés 3 des protéines, dans le sang, subissent une
augmentation significative au cours des processus néoplasiques :
WINZLER (238, 239). Mais ce phénoméne apparalt aussi dans
d'autres maladies et n'apporte pas beaucoup de renseignements
sur l'état cancéreux. Il semble donc important de rechercher
l'apparition de substances spécifiques de la présence d'une

tumeur.

1° - Modifications guantitatives dans les urines de sujets

cancéreux.

Selon PECHAN (240), l'apparition d'un cancer ne
provoque pas de modification du taux des substances glucidiques
urinaires de poids moléculaire faible et renfermant des osamines
De méme, STRECKER et 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 gquantitatives les plus importantes ont été
signalées par WINZLER et SMYTH (241), dans des expériences réa-
lisées sur les sérums de sujets cancéreux. L'électrophorése
révéle en particulier, une augmentation des glycoprotéines dans .
zone des « -globulines et principalement au niveau de 1l'oroso-

mucoide.

Dans 1l'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 10 cas de cancer du col utérin, une

diminution de la diur2se et du taux des glycoprotides de l'ordre
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de 50 p. 100 (Tableau XII ; p. 47). Cette diminution s'explique
difficilement, alors que l'augmentation du taux des glycopro-
tides dans le sérum et les urines p=ut s'expliquer, comme

1'a signalé CATCHPOLE (244) par une dépolymérisation du tissu
conjonctif au voisinage du tissu tumoral et l'apparition de
glycoprotides de masse 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 déja en 1957 que
la composition en glucides de la fraction glycoprotéinique
d'urines de cancéreux,; isolée selon la méthode A'ANDERSON et
MAC LAGAN se caractérisalt par une teneur plus élevée en

fucose et une augmentation du taux d'hexosamines conjuguées.

KALLE, DEBIASI, KARYPIDIS, HEIDE et SCHWICK
(246) ont montré que dans un cas de leucémie myéloide chronique
les glycoprotéides présents dans les urines possédaient une

capacité de liaison avec la vitamine B largement supérieure

12
3 la capacité de liaison des glycoprotides d'urines de sujets
normaux. Ces mémes auteurs ont montré que l'une des uroglyco-
protéines présentes dans les urines de leucémiques, qui

était de
127

1l'orosomucoide "immature", c'est-a-dire sans acide sialique.

possédait la capacité de fixer la vitamine B

3° - Isolement d'entités spécifiques du cancer

Dans les tissus, un "malignolipide" a été
identifié par KOSAKI et al. (247). HAKOMORI et JEANLOZ (248)

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

cinomes gastrique et bronchique.

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

en évidence un polypeptide immunologiquement actif.
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Une protéine embryonnaire, l'%ffoeto-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 azH—globuline
d'origine hépatique a été démontrée par immunodiffusion et
radio-immunodiffusion dans les sérums de cancéreux par
BUFFE, RIMBAULT et BURTIN (254), 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'a présent sont les suivantes :

a) La toxohormone

lLa 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 posséde 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 &tait liée 3 la croissance de la tumeur. La toxohor-
mone n'agirait pas directement sur les molécules de catalase

mais elle inhiberait la synthése de l'enzyme.
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b) Le polypeptide spécifique des urines de

cancéreux

En 1958, TUNIS, WEINFELD 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 TUNIS
et WEINFELD (258) qui ont étudié les glycoprotéides de 1l'urine
aprés précipitation par l'acide benzolIque. Ces auteurs
obbtiennent ainsi, pour 78 p. 100 des leucémiques, une "fractior
II" qui posséde la propriété d'augmenter la solubilité des
acides désoxyribonucléiques en présence d'acide trichloracé-
tique et d'étre trés stable vis-d-vis de la chaleur. Une telle
fraction II" n'existe pas -ou seulement a l'état de traces

dans les urines de sujets sains.

c¢) 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 a
90 p. 100 et le méthanol a 99 p. 100 et insoluble dans 1'alcool
et l'acétone, était préparé par précipitation alcoolique
suivie d'un traitement a l'acétate de plomb et d'une nouvelle
précipitation éthanolique et enfin, repris par l'acétone. Le
précipité était alors soumis a l'électrophorése bidimension-
nelle et 3 la chromatographie sur colonne de Dowex 1 x 2. Mais
ce "kappa-mucopeptide" s'est révélé &tre hétérogéne et 1l'étude

n'a pas été poursuivie par les auteurs.
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d) La 3-glycoprotéine anormale de HAKOMORI

En 1961, HAKOMORI, ISHIMODA, KAWAUTI et

EIDOH (260) ont isolé et caractérisé une glycoproté&ine anormale
de l'urine de cancéreux. Les auteurs fractionnent les glyco-
protéines adsorbables sur l'acide benzoique par électrodialyse.
Une deé fractions obtenues, riche en sucres mais pauvre en
acide sialique, présente des variations significatives dans

sa composition glucidique au cours de la cancérisation ; une

¥ ~glycoprotéine a pu &tre isolée. Cette W-glycoprotéine est
caractérisée, en comparaison avec la s-glycoprotéine normale

par :

= un poids moléculaire 3 a 4 fois plus élevé,

-

- un degré de branchement 2 i 2,5 fois plus
crand,

~ 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/hexosamines
et du degré de branchement en oses terminaux en fonction d'un
cancer provoqué et confirment expérimentalement l1l'observation
précédente. D'autre part, ces auteurs observent que le
rapport 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 glycoprotéine des sujets atteints de

plasmocytose

WEICKER, HUHNSTOCK et GRASSLIN (262), en
1963, ont mis en évidence dans l'urine de patients atteints

cie plasmocytose, une glycoprotéine de poids moléculaire
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relativement faible : 19 900, renfermant 38,1 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 mé&thyl-gentose ne se
rencontre jamais dans la structure des groupements glycanniques
des glycoprotides d'origine sérique ou urinaire. En immuno-
€lectrophorése, elle présente une identité antigénique commune
partielle contre un antisérum anti-humain dans la‘région

a1 -globuline.

4° - Conclusions

Ces travaux ont comme point commun d'avoir
montré que la nature des glycoprotéines urinaires é&tait
modifiée par l'apparition d'un phénoméne de cancérisation.

Ces modifications ne s'accompagnent pas d'une élévation
sensible et spécifique du taux des glycoprotéines urinaires
mais portent essentiellement sur l'existence de substances
modifiées dont l'étude demandera la mise en oveuvre de méthodes

d*analyse trés fines.

v CONCLUSIONS

Si 1l'on fait exception des protéines sériques,
de la mucoprotéine de TAMM 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
1l'interprétation des résultats et la comparaison entre les
différents types de fractions obtenues. D'autre part, aucune

de ces fractions n'est homogéne.



52

Devant la complexité& du probléme, nous avons
tenté, dans nos recherches, d'éclaircir la question de la
composition de l'adialysable urinaire en classant les
composés au moyen de la filtration sur gel, associée 3 d'autres
méthodes, afin de pouvoir détecter par la suite, d'éventuelles

modifications dans des cas pathologiques, en yarticulier dans

des cas de cancer.
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I - 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 sjialiques a été déterminée sur l'extrait sec
a l'aide des méthodes suivantes (voir revue générale de
MONTREUIL et SPIK) (264).

*1° - Oses neutres

Nous avons dosé les oses neutres par la méthode
a l'orcinol de TILLMANS et PHILIPPI (265) modifiée par
RIMINGTON (266) en introduisant une double correction (SPIK et
MONTREUIL (267) ; MONTREUIL et SPIK (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 a éliminer
l'interférence des acides uroniques, grdce i une formule de
correction introduisant les résultats fournis par le dosage

des acides uroniques par le carbazol sulfurique.
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2° -~ Acides uronigues

Nous avons utilisé pour le dosage des acides
uroniques, la méthode au carbazol de DISCHE (270), en
introduisant é&galement une formule de correction pour éliminer
l'interférence des oses neutres (MONTREUIL et SPIK) (271).

Pour &liminer les erreurs dues 3 la coloration
des pigments urinaires, une correction a &té faite, quand
cela était nécessaire, en effectuant le dosage avec et sans
carbazol.

3° - Osamines

Les osamines ont été dosées par la méthode
d'ELSON-MORGAN (272) modifiée par BELCHER et _al. (273) aprés
une hydrolyse des composés par l'acide chlorhydrique 4 N,
redistillé et exempt de fer, 3 100° C pendant 4h en tube

scellé sous vide.

4° - Acides sialiques

Les acides sialiques ont été déterminés par la
méthode a la diphénylamine de WERNER et ODIN (274).

B — DETERMINATION DE LA COMPOSITION MOLAIRE EN OSES

1° - Les oses neutres

Les oses neutres ont été identifiés et dosés
par chromatographie 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 cdnjugués sont d'abord
hydrolysés par l'acide chlorhydrique 1,5 N pendant 1,5 heure
a 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) Chromatographie quantitative

Les "oses neutres" ont été identifiés par
chromatographie sur papier dans les systémes-solvants
suivants :

- n - butanol/acide acétique/eau (4 : 1 : 5) de PARTRIDGE
(276), pendant 48 h sur papier Whatman 3, gui donne une bonne

séparation du xylose et du fucose.

- pyridine/acétate d'éthyle/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.

Aprés séchage des chromatogrammes, la révélation
est faite par le réactif a 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 é&lution des taches

colorées par 1l'é@thanol chlorhydrique).
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2° - Les acides uronigques

a) Hydrolyse acide

L'hydrolyse acide est conduite de la méme
fagon que pour libérer les oses neutres. Les acides uronigues,
fixés sur 1l'échangeur d'anions, sont élués par l'acide formique
a5 p. 100.

b) Identification

Une premiére électrophorése préparative & pH
3,9, dans le tampon de MICHL, permet de séparer la zone des
acides uroniques qui aprés &lution, sont identifiés par une
électrophorése sur papier en tampon boraté & pH 9,2. La révé-
lation se fait par l'oxalate d'aniline aprés élimination du

borate par du méthanol acétique.

3° - Les osamines

a) Hydrolyse acide

Les osamines sont libérées par hydrolyse
d l'acide chlorhydrique 4N, redistillé, pendant 4 h § 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 mé&thodes permettant de séparer et de doser

la glucosamine et la galactosamine, peuvent &tre employées.

a) Méthode_de_chromatographie_sur_colonne_de

. — -l T Gt T e Tax T 2 w— tn Be m man $ e  e  haD e M e = . o —

Par chromatographie sur les colonnes d'échan-
geurs de cations (Dowex 50 x 8, 200-400 "mesh"), la glucosamine
et la galactosamine donnent deux pics bien distincts, repérés

par dosage colorimétrique.
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L'hydrolysat d'osamines, purifié& sur ééhangeu
de cations,est N-réacétylé par l'anhydride acétique en milieu
bicarbonate de sodium. Les N—-acétyl-osamines sont séparées
en électrophorése sur papier réalisée en tampon borate 3 1 g
pour 100 ml. Aprés l'électrophorése, les pdpiers sont immé-
diatement séchés a 1'étuve et les chromogénes de KUHN formés
en milieu alcalin par les N-acétyl-hexosamines, sont révélés
par le réactif 4A'ERLICH.

= e o e — o —— ) — o —————— o o ———

Dans un premier temps, les osamines totales
sont dosées & l'aide des réactifs (acétylacétone et paradimé-
thylaminobenzaldéhyde) dans des conditions donnant la méme

absorbance molaire pour chacune des osamines.

Puis, la galactosamine (ou la mannosamine)
est dosée spécifiquement en tirant partie de la différence de
réactivité de ces deux osamines d'une part, et de la gluco-
samine d'autre part, vis 4 vis de l'acétylacétone & 0° C. La
glucosamine est transformée en une céto-imine qui ne réagit
pas avec le réactif d'ERLICH. Au contraire, la galactosamine
ou la mannosamine donnent des chromogénes 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,S0,, 0,1 ¥, 100° ¢, 1,5 h). Les
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hydrolysats sont ensuite purifiés sur colonne d'é&changeur
de cations (Dowex 50 x 8 : forme acide) puis sur colonne
d'échangeur d'anions (bowex 1 x 8 : forme formiate). Aprés
un lavage a4 l'=an distillée de 1l'échangeur d'anions, les
acides sialigues sont déplacés par le passage d'une solution
d'acide formigue 0,33 § (SVENNERHOLM) (284).

k) Identification

Les acides sialiques sont séparés par
chromatographie sur papier dans le systéme solvant de
SVENNERHOLM et SVENWERHOLM (285) : N-butanol / W-propanol /
BCL O, W (1 : 2 . 1) ; ils sont révélés par le réactif

au paradiméthylaminobenzaldéhyde.

C = ETUDL It O<LECTROPHORETIQUE

Les analyses immunoélectrophorétiques ont été

s
effectuées en appliquant les méthodes de SCHEIDEGGER (286)

et de GRABAR et _al. (287) d'immunoélectrophorése en gélose.

1° -~ Préparation des immunsérums

.

La méthode consiste & injecter a des lapins, par voie
intramusculaire, 1 ml d'ure solution antigénique (renfermant
de 0,5 a 2 g de protéides totaux pour 100 ml de sérum physio-
logique) en suspenéion dans 4 ml d'adjuvant de FREUD, obtenu

en ajoutant 2 9 ml de vaseline, 1 g de lanoline et 10 mg de BC(

Cuatre injections sont effectuées éqchaque
lapin 4 une secmaine d'intervalle, avec des doses croissantes
de solution antigdnique (0,5 - 1 - 1,5 - 2 p. 100). Aprés un
repos d'au moins un mois, le lapin subit un deuxiéme cycle
d'injections.Cing a six cycles sont quelquefois nécessaires

pour obtenir de bons antisérums.
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Lorsque le nombre d'arcs est jugé maximal,
40 ml de sang environ sont prélevés par incision d'une veine
de l'oreille. Aprés centrifugation du caillot, on obtient le

‘sérum anti-protéides urinaires (ASU) qui est conservé i + 2° C.

2° - Réalisation des immunoélectrophoréses

La substance a analyser est d'abord soumise & une
électrophorése en gélose dans un tampon véronal de pH 8,2 et
de force ionique 0,1, sous une tension de 4 a3 5 V/cm, pendant
2 h.

Ensuite on laisse diffuser pendant 48 h, le
sérum antiprotéides urinaires et les substances antigéniques.
La formation du complexe antigéne-anticorps donne des arcs de
précipitation qui sont révélés a l'aide du réactif a 1l'amidos~-
chwartz, aprés une élimination soigneuse par le sérum physio-

logique du sérum anti-protéides urinaires.

D - ETUDE ELECTROPHORETIQUE DES POLYSACCHARIDES ACIDES

L'électrophorése est effectude 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.) (288).

Vingt pl d'une solution & 20 p. 100 de glycopro-
tides suffisent. Les témoins employés sont l'acide chondroitine

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

B -héparine, l'acide hyalurcnigue et 1‘héparine.
La révélation est effectuée a l'aide du réactif
au Bleu Alcian, aprés fixation & l'alcool absolu. Un chauffage

-~

a 1l'étuve d 40° C permet d'obtenir une feuille translucide.
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IT - PREPARATION DU MATERIEL D'ETUDE (%)

Le taux de glycoprotéines dans les urines est
trés faible. La majeure partie des constituants normaux de
l'urine sont des composés minéraux (chlorures, phosphates)
ou organiques (urée, acide urigque, acides aminés) de nature
micromoléculaire qhi peuvent &tre éliminés par des techniques
simples comme la dialyse. Par contre, les gpigments urinaires
tels que l'urochrome, l'urobiline, par exemple, contaminent
habituellement les préparations d'adialysable urinaire employéc
pour l'étude des glycoprotides.

b Il se pose donc un double probléme concernant
la concentration des urines et 1l'obtention d'une fraction enri-

chie en glycoprotides.

Nous verrons successivement

" - Les modalités de la préparation du matériel d'étude

- Ses caractéristiques chimiques et &lectrophorétiques

A - PREPARATION DE L'ADIALYSABLE URINAIRE

1° - Pré&lévement des urines

Les urines d'hommes de 20 & 50 ans,recueillies

-~

sur toluéne et gardées 24 h 3 4° C, sont filtrées sur papier

Ce travail a été effectué en collaboration avec B. MALLEVAIS-
GOUBET, G. SPIK, G. STRECKER et F. VAILLAIT.
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Whatman n° 1, ce qui permet d'éliminer les urates et &galement
la mucoprotéine de TAMM et HORSFALL, insoluble.

2° - Concentration

La concentration des urines sous vide au moyen
d'un évaporateur rotatif provoquant une dégradation importante
des prdtéides, nous avons adopté au laboratoire, la lyophili-
sation. Nous &vitons ainsi les fermentations bactériennes ou
enzymatiques.

Le lyophilisat (2 & 3 g/l d'urine) est repris
par de l'eau distillée et amené d& pH 8 pour faciliter sa
diss@lution, de fagon a& ce que le "concentré urinaire"™ obtenu

représente le diziéme du volume initial dfurine.

3° - Fractionnement éthanoligue

La précipitation alcooligue est effectuée &

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

La concentration en éthancl 3 utiliser a été
déterminée par un gradient de 50 & 90 p. 100 en é&thanol. Elle
doit atteindre 90 p. 100 pour obtenir la précipitation compléte

de tous les composés antigéniques.

Le protocole expérimental que nous utilisons est
schématisé dans la figure 8 (p. 63).

Le "concentré urinaire" amené 3 pH 4 avec de
l'acide chlorhydrique est précipité par 9 volumes d'éthanol

absolu a8 - 70° C. Apré&s un repos de 30 mn, on centrifuge a

. 2800 tours/minute, & - 20° C. Au précipité dissous dans le
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A Urine totale
Filtration sur papier Whatman n°® 1
Préparation Lyophilisation
Dissolution dans eau distillée (pH 8)
Centrifugation
|
~ ] 1
Surnageant Insoluble éliminé
aprés deux lavages
S . Amené 4 pH 4
Pi;glféiitizn Précipitation a - 20° C
cthanotlid par 90 p. 100 éthanol
Centrifugation
i
e Précipité
élimineé =
dissous dans l'eau distillée,
amené a pd 4
Précipitation éthanolique d - 20°
#par 90 p. 100 éthanol absolu
Centrifugation
§
e Précipits
c¢limine
dissous dans l'eau distillée, amené &
pH 4.
Précipitation éthanolique a - 20° C
par 90 p. 100 éthanol absolu
Centrifugation
J |
v Surnageant Précipité dissovs dans l'eau distillé
eliminé l
Dialyse contre eau distillée
3 jours
v
ial T N.L l
GhLLy=e 9;§lys§ble Adialysable
éliminé
4

Figure 8

Schéma du protocole expérimental utilisé pour l'isolement
des glycoprotides urinaires.



minimum d'eau et ajusté a pH 4, on ajoute 9 volumes d'éthanol
absolu & ~ 70° C et on procéde comme précédemment. On effectue

de méme une troisiéme précipitation.

Le précipité final est dissous dans l'eau distill
et mis d dialyser pendant 3 & 5 jours, en tube de cellophane
(NOJAX x 16). Un lavage préalable des boudins de dialyse est
nécessaire pour éliminer les polyosides adialysables sclubles
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" dbu simplement "adialysable urinaire”.

B - COMPOSITION DE L'ADIALYSABLE URINAIRE

19 - Composition centésimale en oses

Nous avons déterminé la composition en oses neutr
acides uroniques, osamines et acides sialiques par les méthodes
colorimétriques décrites a 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
(ps 65)

2° - Identification des glucides et composition molaire

a) Les oses neutres

La chromatographie d'un hydrolysat chlorhydrig
"d'adialysable urinaire" permet de mettre en évidence du
-

e 4
%

€
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TABLEAU XITXI

Composition centésimale de 1l'"adialysable urinaire™

Oses : . ' Acides : Acides s 2y
o Osamines : . T. . Protéines (3
tneutres : . sialiques : uroniques
mg/l d'urine (48 + 5mg’ 28 +'3 : 40 + 5 P9+3 :
p. 100 du : § f : :
poids sec :20 a 25 ¢ 12 a 16 ° 17 a 22 : 2,5 a4 : 33 a 35
"d'adialysable"” : 3 ' s g
% dosées par la méthode de LOWRY
TABLEAU XIV
Composition molaire de l'fﬁ@@g}gﬁgp}e_ggiga;re“
‘Gal ‘Clc ‘Man ‘xyl ‘ruc ‘Gle nm2 ‘Gal NH2 ‘Glc UA ‘mana
Nombre de résidus ° 10 ‘2,5 5.5 0,7 %4,3 % 8,2 ¢ 2,8 ' 3,5 ' og,s
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galactose, du mannose et du fucose, plus du glucose et du
xylose en faible proportion (Tableau XIV ; p. 65).

’

b) Les acides uroniques

L'électrophorése permet d'identifier l'acide
glucuronique seul.

Il existe également de 1l'acide iduronique,
présent dans le chondroitine-sulfate B, mais en trés faible

quantité.

c) Les acides sialicues

L'urine humaine normale contient exc¢lusivement
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 LUDOWIEG et BENMAMAN (290), permettent de calculer le
rapport glucosamine/galactosamine qui est égal a 3, aussi bien

pour les urines d'Homme que de Femme.

3° - Analyse_ immunoé&lectrophoréticue

La figure 9 (p. 67) montre un exemple 4'immuno-
électrophorégramme obtenu avec un antisérum anti-protéides
urinaires. Ce schéma présente une grande complexité. Au moins

unevingtaine d'arcs peuvent &tre détectés.
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Figure 9

Immuno-&lectrophoré&se de 1'"adialysable urinaire"

ASU = sérum de lapin anti-proté&ides urinaires.

Figure 10

Electrophorése sur acétate de cellulose de 1'"adialysable
urinaire". Révélation par le Bleu Alcian.

CSA et CsC :lmélange des acides chondroitines sulfuriques A et

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

12 .

hyaluronique ; Hop : Héparine (document fourni par F. VAILLANT).
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Cependant, "l'adialysable urinaire" a un pouvoir
antigénique assez faible et il faut employer des concentrations
trés importantes (20 mg/0,1 soit 20 p. 100) pour obtenir de
nombreux arcs da précipitation, d'autre part, il faut employer
plusieurs concentraticas différentes pour pouvoir observer

tous les arcs.

4° - Zlectrophorése des polvsaccharides acides

Le Bleu Alcian révéle les groupements acides,

en particulier les MPA.

On obtient quatre bandes bien distinctes mais gqui

n'ont pas la méme migration &lectrophorétigune gus les témoins
MPA, 4 l'exception d'une bande qul migre comme le chondroitine
sulfate {(Fig. 10 ; p. 67).

I.a préparation de glycoprotides urinaires,
obtenue par triple précipitation alcoolique suivie de dialyse,

préscnte les caractéristiques suivantes :

1 - le taux d'oses totaux élevé, de plus de 60 p. 100, qui
indique une nature plutdt glycopeptidique que glyvecoprotéinicgue
de l'ensenble des constituants ; ceci explique son faible

pouvoir antigénique.

2 ~ la présence de glucose et de xylose qui n'entrent pas dans
la composition des glycoprotéines. Le glucose pourrait provenir
d'osives adialysables. Le xylose est impligu@ dans la liaison

. Y .
mucopolysaccharide - protéine (RODEN) (291, 292
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3 - les rapports molaires des oses neutres, qui sont différent
de ceux des glycoprotéines sériques, avec en particulier, un

taux de fuccse plus élevé dans l'urine que dans le sang.

4 - le taux de galactosamine important, qui peut s'expliguer
par la composition des mucopolysaccharides acides et des

substances de groupe sanguin.

Cette méthode de préparation des glycoprotides
urinaires est particuliérement intéressante parce gqu'elle
permet d'obtenir un matériel d'étude défini et reproductible.
Mise au point par MALLEVAIS~GOUBET, SPIK, STRECKER, LOIEZ,
VATILLANT et MONTREUIL (293) (voir aussi la thése de B. MALLEVA
(294) , elle a été appliquée 3 1l'étude systématigue et statisti:
gque des urines de 24 h de sujets sains, permettant de dé&finir
une constante biologique avec des "écarts—types"” faibles pour

l'excrétion des glucides urinaires (Tableau XV ; p. 70).

La constance des rapports : oses neutres/acide
sialique et oses neutres/osamines et la similitude de ces
derniers chez 1'Homme et chez la Femme, laissent supposer que

l'on a affaire & des entités glycoprotéinigaes bien définies.

Cependant, le dosage des acides uroniques ne
donne pas entiére satisfaction. Les résultats varient nettement
plus que pour les autres oses : les valeurs limites obtenues

sont H

- pour les urines d'Hommes : 7,25 mg a 21,3 mg/24
6

- pour les urines de Femmes :

Les valeurs moyennes sont de 13,12 + 3,02 mg/24 h
et 11,33 + 3,26 mg/24 h respectivement. Le rappcrt oses/acides
uroniques présente aussi une grande dispersion avec une narge

de 40 p. 100 environ.
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TABLEAU XV

Elimination journaliére en mg de glucides glycoprotidiques

(d'aprés MALLEVAIS~GOUBET) (295)

(Movennes, écarts types, valeurs extrémes)

: Homme : Famme

: : Valeurs : : Valeurs

:  Moyennes : eurs : Moyennes ;  /RLEUDS

i . ©extrémes . - . extremes
Oses neutres ‘69,23 + 1063 50,8 a 91,6 59,4 + 10,2 ‘41,87 a 88,8
Acide silaligque 51,94 + 7,32 37,9 a 67,7 43,0 + 7,8 33,07 & 69,1
Osamines 37,64 + 5,02 28,9 & 50,15 "31,4 + 5,0 "22,33 & 44,1¢
Acides uroniques 13,12 + 3,02 5 7,25 & 21,36 11,33 + 3,26 6,55 & 21,9
Oses/Acide siali- : 1,33 + 0,106 : 1,14 & 1,51 :1,376 + 0,124: 1,07 & 1,61
gue s : : :
Oses/Osamines : 1,87 + 6,182 : 1,61 &8 2,35 : 1,92 + 0,17: 1,60 a 2,30
Oses/Acides uro- 5,48 + 1,13: 3,29 & 8,0
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De plus, les valeurs d'élimination journali&re
‘acides uroniques conjugués que nous obtenons sont en général
trés nettement supérieures & celles données par les auteurs
utilisant la méthode de précipitation par le Cé&tavlon {(voir
le tablieau III ; p. 13}).

Notre travail a donc consisté, d'abord
a définir de fagon précise la composition de l'“adialysable
urinaire" et, en particulier, la nature des acides uroniques
dosés, puls a le fractionner dans le but d'iscler des entités

physico-chimigquement pures.

IIT - MUCOPOLYSACCHARIDES

Nous avons tenté d'élucider la qguestion des acides
uroniques de 1'"adialysable urinaire". Dans un premier temps,
nous avons fait une étude critique de la précipitation par sels
d'ammonium quaternaire. La méthode de purification des glyco- |
saminoglycannes par précipitation par des composés aminés
quaternaires (bromure de cétyltriméthyl-ammonium =CTAB ou
chlorure de cétylpyridinium = CPC)}, a été introduite par SCOTT
(296), en 1960. Elle a &té& appliquée 3 l'urine par DI FERRANTE
(297), pour la préparation des mucopolysaccharides acides et leur
identification, puis adaptée par différents auteurs au dosage,

avec application a des cas pathologiques en particulier.

En second lieu, nous avons commencé 1'é&tude de la

composition de ce précipité par gel filtration.

A - ETUDE CRITIQUE Dk LA PRECIPITATION AU CETAVLON

1° - Application i des solutions de témoins




a) Mode opératoire

Le CTAB (Cétavleon) est employé 3 une concen-
tration de 2 g pour 100 ml d'eau. Il faut 2 ml de cette

3

solution & p. 100 pour précipiter les MPA correspondant 3

I mg dfacide uronique.

La solution additionnée de Cétavlon est
laissée en repos pendant 18 & 24 haures. Aprés centrifugation,
le précipité est recueilli soigneusement et lavé deux fois
par de l'éthanol saturé en WNaCl. Les surnageants sont éliminég
et le culot dissous dans de l'eau distillée ajustée 3 pH 9

avec de la soude diluée pour faciliter la dissclution.

Dang la sulte de l'exposé, les taux de MPA
seront exprimés en mg dlacides uroniques. Ces derniers sont

dosés par la méthode au carbazol sulfurique de DISCHE et les

calculs eéffectués en tenant compte de 1l'interférence des oses
neutres et éventuellement de la coloraticon de fond.

L) Résultats et discussion

@) MPA en golution dans lleau distillée
Noug avons tenté de précipiter du chondroitine-
sulfate et de 1l'héparine en solution dans de l'eaun distillée
& une concentration de 20 mg pour 100 ml. Le précipi par
addition de CTAB est négligeable aprés un repos de 24 h et m8me

48 h. Il n'y a pas d'acide uronique dosable dans le culot.

B) MPA_en solutions_dans_NaCl 3 différentes con-

centrations

Dans une premiére série d'expérliences, nous
avons préparé des solutions de chondroitine-sulfate dans Nall
de 0,05 M a 0,33 M.
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Dans une seconde sSérile, nous avons ajouté
a chaqgue sclution, de la Célite (Célite 535, 1,5 g pour 100 ml)
L'acddition de Célite a pour but de fixer le précipité formé

gul est trés léger et se dépose mal : TANAKA et GORE (298).,

Dans chacun des cas, nous avong vérifié l1'influ-
ence de la température en laissant le précipité se former

d'une part 4 4° C, d'autre part 3 la température du laboratoire

Le rendement de MPA précipités est le meilleur
pour une concentration en NaCl de 0,17 M et 8 20° C. Dans ces
conditions, nous pouvons doser 20 p. 100 des acides uronigues
totaux dans le précipité. L'influence de la température n'est
pas négligeahle et nous avons remarcgué des taux dfacides
uroniques précipités de 10 p. 100 supérieurs environ guand
la solution a é&té maintenue & 20° C plutdt qu'a 4° C. Cependant,

ceci ne peut étre appliqué aux urines qui ne peuvent &tre

.

laissées pendant 24 h & 20° C sans risque de dégradation.

|
|
|
|

Enfin, l'addition de Cé&lite permet de fixer

le précipité qgqui est léger, "nuageux", mais il est difficile
P S C

ensuite de remettre les mucopolysaccharides acides en
solution gquantitativement. Ncous obtenons des pertes en acides
uroniques adsorbés sur la Célite atteignant 30 et mdme 50 p.

100. |

2° - Application aux urines

a) Méthode de DI FERRANTE (299) |

Le protocole décrit précédemment est appliqué |
a des aliquots de 100 ml d'urine ajustée a pH 5. On y ajoute f

4 ml d'une solution de Cétavlion a 2,5 p. 100. Aprés un repos
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de 18 heures a 4° C, le précipité obtenu par centrifugation

est lavé deux fois par 100 ml d'éthanol saturé en NaCl.

Le culot est digsous dans de l'eau distillée
additionnée d'une goutte de MalH 0,2 N. Les dosages colorimé-
triques sour les oses neutres et les acides uroniques sont

alors effectués.

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le
tableau XVI (p. 76).

La moyvenne exprime eén mg d'acides uroniques
par 24 h, est de 4,5 mg pour les Hommes, de 3,6 mg pour les

Femmes.

b) Méthode de MARCTEAUX (300)

A 60 ml dfurine ajustée 3 pH 5, on ajoute
4 ml de Cétavlion a 2,5 p. 100. Aprés 48 h de repos, le précipité
est lavé par 100 ml d'éthanol saturé en NaCl ; le précipité
est ensuite dissous dans 10 ml d'acétate de sodium & 10 p. 100

3 pH 9. On précipite de nouveau les MPA de cette solution

amenée 3 pd 5 par HCLl, par 3 volumes d'éthancl.

Les dosages des oses neutres et des acides uroni-
ques sont effectués sur ce nouveau précipité aprés dissolution

dans 1'eau distillée.
Pour les urines normales, les valeurs obtenues

sont trés faibles : 2 & 2,5 mg d'acides uronigues mucopolysac-

charidiques par litre d'urine.

¢) Méthode de MEYER (301)

A 100 ml d'urine a pH 6 sont ajoutés 1,7 ml i
de Cétavlion a 5 p. 100. On laissc une nuit 3 4° C ; le
précipité formé est centrifugé, lavé par 200 ml dféthanol,

puis repris par 50 ml d'acétate de sodium a 10 p. 100 a pH 9.
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L'insoluble est centrifugé et lavé par 50 ml d'eau. Les deux
dernieres solutions surnageantes (100 ml) sont rassemblées et
ajustiecs 4 pH 5. Les MPA sont nlors précipités par 150 ml

d'éthanol absolu. Aprés une nuit de contact, le précipité est

-

repris par 5 ml dfeau distillés et dosd,

Les résultats sont résun’s dans le tableau XVII

Pour une méme urine, les valeurs sont assez
reproducitibles. ITls se situent aux environs de 2 mg d'acides

uroniques par litre comme avec la méthode de MAROTEAUX.

d) tomparaison

A N—

Sur des aliqueots  d'une méme urine, nous avons

successivement appligqué troils wéthodes. Les résultats sont les

suivants, =sxprimés en mg d'acidics uronigues.

~ Précipitation alcoolique et dialyse d'aprés
MALLEVAIS-~-GOUB&T (302) ¢ 10,8 mo {de 10,5 3 11,8).

- Précipitation au Cétavlon dfaprés DI FERRANTE
(303) : 5,57 mg {de 5,01 & 6,13,

- Précipitation au Cétavlion et

1
i “

alcoolique d'aprés MEYER (304) : 2,35 mg (e 2,1

Los taux dl'acides uronigques obtenus par
précipitation par le Cétavlion sont toujours nettement inférieurs
d coux obtenus par précinicvarion alcooligue. Ils sont diminués .
encore guand ia précipitacicoa pary 1'2thanol est associée au

i

traitenont war le Céravion. Copondant, les résultats gue nous

"

obtenons par los différentes mochodes cmplovies, sont en accord

¢

avec ceux des autours.



Précipitation des MPA urinaires par la méthade de DI FERRANTE

Comparalscn avag
(RE&

Esultats exprimés en g d'aci

TABLEAU XVI

la précipitation alcoolique

~

es uroniques)

76

: Précipitation Cétavlon : Prec1p1§atlon
: : alcooligue
: mg/1 : mg/24 h : mg/24 h
Moyenne : 4,2 : 4,4 : 14,0 !
. . . 1
Valeurs extrémes : 1,2 8 6,9 : 1,7 a4 7,2 : 11,9 a 16,5
: ; ;
TABLEAU XVII f
Précipitation des MPA urinaires par la méthode de MEYER

Comparaison avec

la précipitation alcoolique

(Résultats exprimés en mg d'acides uroniques)

Moyenne

Valeurs

extrémes

93 BE %8 & 6% we tw .2k €% se 92 &5 € 53

2%

0,

Précipitation Cé&tavlon

ng/1 f mg/24 h
1,81 : 2,0
94 3 2,44 Co1,1 3 2,6

€% 20 ev 4% €9 e3 83 9e e¢ K €0 48 %6 ee Ge

Précipitation

alcoolique
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A partir de l'"adialysable urinaire", lyophilisé
et remis en solution saline (WaCl 0,17 M), l'addition de
Cétavlon permet la précipitation de 33 & 35 p. 100 des acides
uronigues totaux, ce qui correspond 4 la valeur du précipité

ce DI FLRRANTL.

Une partie des acides uroniques du surnageant
de la précipitation au Cétavion scont précipités par addition
de 9 volumes d'éthanol absolu & - 70° €, dans les conditions

définies précédemment. Ce précipit? contient une gquantité

dlacides uronigyues équivalentes aux acides uronigques mucopoly-

saccharidigues du précipité Cétavion.

"!!I

adlalyaao1c urinaira" renferme donc :

- des acides uroniques précipitables & la fois par le Cétavlon
et payr 1'&thanol (MPA),

— 2t des acides uronigues précipitauvles par 1'éthancl et non

par le Cétavion (glucuroconjuguds ¢ failble poids moléculaire).

Remarque : Pour obtenir le taux exact dfacides uroniques par

le dosage au carbazol sulfurique, 1l est nécessaire 4! 1ntrodulre;

un termce de correction di 34 la présence d'oses neutres dans
le précipité de MPA, dans le rapport oses neutres/acides

uroniques : 1 a 1,5.

3° - Conclusions concernant la précipitation des !MPA par

1le CTAB

ntant donné la dispersion des résultats, la

méthode de praéacipitation par le Cétavion peut difficilement

étre employée pour une étude cuantitacive des urines normales ;
par contre elle est intéressauwce dans las cas pathologiques,

en perticulier les mucopolysac:ha

ses ol les augmentations
des taux d'acides uroniques soai trds lmportantes.
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La dispersion des résultats semble &tre diie, au
moins en partie, a la forme inconsistante du précipité et a

des pertes au cours du lavage de ce dernier par 1'éthanol.

Erfin, comme l'a montré LINDAHL (305), cette
méthode permet d'isoler non seulement las glycosaminoglycannes,
mais does “protéoglycannes®, c'est-i-dire des complexes “MPA-
protéines”, dans lesquels une sZguence protéique est liéee
par covalence d plusieurs chalnes de glvecosamino-glycannes sul-
fatés. LINDAUL m@ntré, en outre, gque sur mastocytome de souris
et capsule de foie bovin, des proteéincs autres gue celles liées

par covalence aux chaines de polysacgcharides, centaminent le

précipité.

L'étude en gel filtration du précipité avant
et apfés action de la pronase nous a montré que le précipité
Cétavion urinalre contient également des glycoprotéines. Ce fait,
joint 3 la difficulté d'éliminer le détergunt, ne permet pas de
retenir cette méthode pour préparer un "exitrait urinaire" exempt
de MPA et dlacides uronigques gui auraiir scervi de matériel de base

pour le fractionnement des glycoprotidoa,

B - ETUDE & GEL FILTRATION DU PRECIPITH CitAVLON ET DE
L'ADIALYSABLE URTNAIRE

L'excés des acides uronigues précipités par 1'alcool
et adialysablegpar rapport aux acides uvroniques mucopolysacchari-

digques précipitables par le Cétavlion, rouvalt s'lexpliguer par
i nd Iy &

1 thypothd

Py

séduisante d'une double natuvve des MPA

- MPA liés a une séquence protidigue, précipitables

par le Cétavlion et 1l'é&thanol,

- MPA libres, non précipitables par le Cétavlon.
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Hous avons pensé pouvoir séparer ces deux
fractions par chromatographie sur Sephadex et nous avons effec-

tué une étude comparative des deux matédriels de dosage :

1% = Précipité au CTA3 d'aprés DI FERRANTE,

2° ~ Précipité alcooligue d'aprés MALLEVAIS-GOUBE
et al.

1° -~ Matériel et méthodes

a) Chromatographie

Le gel de Sephadex G-50 (médium) est mis
en suspension dans 10 volumes de wall 0,08 M pendant une nuilt ;
la suspension est décantée, dégazZe et versée dans une colonne
de 100x5 cm, en chambre froide & 4° C. Le débit est réglé par
une pompe péristaltique a4 16-20 ml/heure. Le déplacement des

composes ast effectué par une solution de JaCl 0,08 M.

Les fractions & recueillir sont rassemnblées et

dialysées contre eau distillée pendant 3 jours.

1

b) Etude des fractions

Le repérage est effectué en UV, & 278 nm,
pour Les protides. Cependant, notons= aue des fractions forte-~-
ment pigmnentées et pauvres en protides absorbent a cette

longueur d'onde.

Pour les glucides, nous avons effectué les dosage:
colorimétriques tube par tube, des oses neutres, des acides
A

uroniques,des osamines et des acides staliques.

La composition centésimale des plics élués est

faite sur les poudres lyophiliscoes ob olchées sous vide. Les
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méthodes de dosage ont été& décrites aux rages 54 et 55.

c) Préparation des extuaits urinaires par

Neus avons rewris ta prénaration utilisée

par VaRADT, CITOJLLLI et DORI'M:.i (306) pour la chromatographie

Un mélange d'urines d'hommes est recueilli sur
toluéne et chloroforme, laissé reposcr & 4° C pendant une nuit

puils filtre.

Une premiére aliguot 'un litre est mise en
o

dialyse en boudin de cellophane, 3 jours contre eau courante

wn

puls un jour contre eau distilléc. L'uvrire dizlyvsée (adialy-
sanle total) esit lyophilisée et 1o ranid, repris par NaCl

o “

0,03 M, est chromatographié suy Sorhadax G-50,

Sur une deuxidme aligudsd G'un Litre, nous
avons effectué& une précipitaticor pov 1o Cértavlon selon le

prceiédé de DI FLRRAUTE (307) Adnvic polfedliswsont. Le précipité

Céiavion est dialysé et lveophilisd owvont ('2ove chromatographi

sur Sephadex G-50.

Le surnageant d2 la vivipitation au Cétavlon

bt

-

est dialvsé dans les mémes conditimoas ~uo l'vvrine totale et

chromatographié également suv Sophe o0 O-680.

d) Préparation dos o roalte mrianives par

précipitation alcoolique

Nous partons du w’ oo wdisace A'urines d'homme

que dans le cas précédent.

Sur une alicuoc dA'un Llorve, noun effactuons une
triple précipitation alcoclicre soinn Lo oo dlaoe Qo

(R i i vl O SN Ty 1 by 5 . o, B L W T s 3 A
MALLEVALS-COUGLT ek al. 30 I O W : ) AR A A ;lltc}
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alcoolique est lyophilisé&, repris par NaCl 0,08 M et chroma-
tographié sur Sephadex G-50.

Sur une deuxiéme aliquot, nous avons effectué
une précipitation des MPA par le CTAB selon le procédé de
DI FERRANTE.

Le surnageant est concentré 10 fois et précipité
a trois reprises par 9 volumes d'éthanol absolu a - 76° C puig
dialysé 3 jours contre eau distillée. Aprés lyophilisation,
ce surnageant ainsi traité est chromatographié sur Sephadex

G-50.

2° - Résultats

a) Premier bilan : la dialyse

Par chromatographie sur Sephadex G-50 de
l'"adialysable total", nous obtenons deux pics colorés, bien
séparés : pic A et pic B, auxquels correspondent deux pics
d'acides uroniques. Entre A et B et chevauchant la premiére
moitié de B, un pic important et assez étalé est riche en oses
neutres, osamines et acides sialiques, il ne contient pas
d'acides uroniques et n'est pas repérable en UV, (ce pic corres
pond aux fractions 2 et 3).

Pour faciliter 1'étude, nous avons déterming
arbitrairement 4 fractions (voir la figure 11 ; p. 83}.
Leur composition centésimale est donnde dans le tableau XVIII
(p.84).

Nous nous sommes particuliérement attachés &
l'&tude des 2 pics d'acides uroniques. Le pic A est €lué
avec le volume d'exclusion de la colonne : il contient donc

des composés de poids moléculaire 15 000.



La chromatographie du "précipité Cétavlon" donne
un seul pic repéré en UV, élué avec le volume d'exclusion,
qui correspond donc au pic A. Il contient &galement des osamines
et des oses neutres et absorbe a 278 nm. Sa composition molaire
est donnée dans le tableau XVIII (p. 84).

Pour une méme urine, la quantité& totale des
acides uroniques est égale a la moitié environ de celle du pic
A de 1l'"adialysable total".

L'adialysable du "surnageant Cétavlon" donne un
diagramme de fractionnement comparable & celui de 1'"adialysable
total". Nous avons fait le méme 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 &étre dosés
dans les fractions 1 et 2 & cause des interférences dies au

CTAB non totalement éliminé aprés dialyse.

Au point de vue des acides uronigques, le pic A
devient beaucoup moins important tandis que le pic B garde
la méme intensité ; le rapport acides uroniques du pic B/acides

uroniques du pic A passe de 1,5 a 4,2.

Si 1l'on compare les diagrammes d'acides uronigues
de l'adialysable total, du précipité Cétavlon et <de 1l'adialysabli
du surnageant Cétavlon, (Figure 11 ; 83) on peut observer gue
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 Cétavlon. De plus

les acides uroniques du pic B ne sont pas de nature mucc

charidique .: non seulement ils ne sont pas précipitables par les
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¥/ iml
200

R}

4160

Fractions

Figure 11

Répartition des acides uroniquesg dans les fractions obtenues
par chromatographie sur Sephadex G-50

o,

a) de l'urine dialysée (——) ; b) du précipité Cétavion
{-=-=)} : ¢} du surnageant dialysé du précipité Cétavlon (....).
En abscisse, le nombre de fractions &luées ; en ordonnée,

les quantités d'acides uroniques en y/ml.
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-

els d'ammonium quaternaires mais encore, 3 cette fraction
‘a

[61]

3
\

S
{

sides uronigues ne correspond pas de pic d'osamines. Ces
acides uroniques n'entrent pas dans la composition des

glyceoprotéines.

b) Second bilan_ : la précipitation alcooligque

Nous avons effectué la filtration sur Sephadex
G—-50 de 1l'"adialysable du précipité alcoolique". Nous obtenons
un schéma de fractionnement comparable & celui de 1'"adialysable
total® ; nous l'étudierons en détail dans le paragraphe suivant
(IV). Cependant, ce matériel est moins riche en glucides que
1'"adialysable total". Dans ce cas, nous obtenons un rapport
acides ufOniques du pic B/acides uroniques du pic A variant de
0,7 & 2. La quantité des acides uroniques contenus dans le pic
A esi de 8.mg par litre d'urine en moyenne (de 6 d 11 mg/l).
Le pic B est moins riche que dans le cas de l'"adialysable total'
et ne renferme que 5 & 12 mg/l d'acides uroniques. Le rapport
acides uroniques du pic B/acides uroniques du pic A varie de
1,5 4 2,4. )

Le pic A d'acides uroniques de 1'"adialysable du
préc.pité alcoolique" est équivalent & celui obtenu par gel

filtration du "précipité Cétavlon".

Le surnageant Cétavlon, précipité par l'alcool et
dialysé, donne un schéma de fractionnement dans lequel le pic A
est totalement dépourvu d'acides uroniques (Figure 12 ; p. 88).
La composition centésimale des fractions 1 3 4 obtenues pour ces
différents fractionnements est donnée dans le tableau XIX ;

(p- 87).

A titre comparatif, nous avons rassemblé sur une
méme figure les diagrammes d'é@lution des acides uroniques du
précipité alcoolique, du précipité Cétavlon et du précipité

alcoolique du surnageant Cétavlon (Fig. 12 ; p. 8§) Nous voyons
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100+

501

86

Fractions

20
——— adialysable wurinaire
______ precipite Ceétavion
weeeenes SUrnageant du precipite Cetav!on

Figure 12

Répartition des acides uroniques dans les fractions obtenues

par chromatographie sur Sephadex G-50 :

a)
b)

c}

En

de 1l'adialysable du précipité alcoolique (———) (/‘1)
du précipité Cétavion (~=--) -

de l'adialysable du surnageant Cé&tavlon aprés précipitation
alcoolique (s.....)

abscisse, le nombre de fractions &luées ; en ordonnée,

les quantités d'acides uroniques en ¥/ml.



87

90T 0 : 0 : v’'s : Z's S LI A
} i : ) : ‘ : : : :
g6t 87L : vrat : 6°1 : Lat ve : & 9sA1t2Tp 38 23T1dro9ad
4 i 5 4 H s H 4 » .
1/9¢ €y . o‘ezt . 90 . z'v1 4 A S
9 4 g‘9 : 0'L : T‘¢ : L'y 81 : uoTAR32D 93TdTID9Ig
8L 0 : 0 : o'y : g'e S A
¥ 8‘Z1 . p'cT ) S'1 . £€i¢1 g€ m € m snbrtTocoTe 23tdroaxd
€09 €'¢el : 16T : L'0 : z'12 8¢ A 9P STqesATeTPY
98¢ 'y : z'0T : s’ : 8‘01 0¥ A
12303 m senbTTeTS w sonbTUOIN w ssIjnau 1/bu m n Mmoo s
ssuTwes, : . : : SUOT3IC®BIS
ToNTH . : SSPISY ¢ S2PTOY : SBSQO ces spioed ¢

S
26 xed sonusilqo SUCTLORII S3L STEWTISILUID UCTLITICIUC

KIX QVITEY4



88

que tous les acides uroniques précipités par le Cétavlon sont
retrouvés dans le pic A; quant au surnageant Cétavlon aprés
traitement par l'alcool, il ne contient que les acides uroniqu
micromoléculaires du pic B.

-

3° - Conclusions

Cette série d'expériences nous permet donc :

— de confirmer la valeur de la précipitation
MPA par le CTAB,

[oN)
0]
W

- d'expliquer l'excés d'acides uroniques du maté
riel glycoprotidique urinaire précipitable par 1l'alcool
et adialysaple. En effet, & coté des acides uroniques
nucopolysaccharidiques, qui existent en quantité constante,
nous trouvons une quantité égale ou supérieure d'acides uroni-
ques liés de nature micromoléculaire. Ces derniers existent
en quantité variable, ce qui explique les larges fluctuations
rerncontrées dans le dosage de ces composés. Bien que les MPA
libres aient le méme comportement quele pic A et soient é&luées
avcce le volume d'exclusion, il semble que les MPA urinaires
soient liées a des glycoprotéines : le précipité Cétavlon,
aprés purification absorbe en UV a 278 mu et contient toujours
outre des acides uroniques et des osamines, des oses neutres
et des acides sialiques. De plus, il donne plusieurs arcs

(4 ou 5) en immunoélectrophorése.

IV - FRACTIONNEMENT D& L'ADIALYSABLE URINAIRE

AR GEL FILTRATION

VARADI, CIFONELLI et DORFMAN (309) ont fait
paraitre en 1967 une étude sur les mucopolysaccharides de 1l'ur
ne normale, dans laquelle ils étudient la répartition qualita
tive dos MPA et la composition d'un mucopeptide isolé de
l'urine. Los auteurs utilisent pour prépo<er leur fraction
mucopolysaccharidique, la chromatographic, sur Sephadex G-50

médium, de l'urine dialysée. Ils cbiicancnt ainsi deux pics
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contenant a la fois des osamines et des acides uroniques et
seul le premier pic, élué avec le volume d'exclusion de la
colonne, contient des mucopolysaccharides acides précipitables

par le chlorure de cétylpyridinium.

I1 nous a semblé intéressant de reprendre le
mode opé€ratoire de ces auteurs pour aborder le fractionnement
des composés urinaires, mais a partir de l'adialysable du
précipité alcoolique qui, é&tant un matériel de base mieux
défini et déja purifié, nous permettait d'espérer un résultat
intéressant. D'autre part, nous avons soumis les fractions

obtenues 3 différents sous-fractionnements chromatographiques.

A - CHOIX Diz LA RETICULATION DU GEL

1° - Mode opératoire

Le geil de Sephadex (G-100, G-75, G-50) est mis
en suspension et la colonne est équilibrée avec le tampon
utilisé pour 1'élution.

L'"adialysable urinaire"” (200 3 500 mg de poudre
lyophilisé&e) est dissous dans le tampon et centrifugé : le
culot insoluble est €liminé et le surnageant (5 ml environ) est

déposé au sommet de la colonne.

Chacune des fractions obtenues est soumise a
1'étude systématique de sa composition centésimale en glucides,
de sa composition glycoprotidique par les méthodes immunoélec-
trophorétiques et de sa composition en polysaccharides acides.

Les mé&thodes euwployées sont dicrites aux pages 54 a 60.

2° - Résultats et discussion

a) Sephadex G-100

Wous avong efifectué&, la chromatographie en

éluant successivement avec :

- de 1l'eau distillée,
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= du chlorure de sodium 0,08 M,

- du chlorure de sodium 1 M.

Les schémas de fractionnements obtenus sont
représentés par la figure 13, p. 91. La composition centésimale

des fractions est donnée dans les tableaux XX et XXI (p. 92, 93)

Quelque soit le mode d'élution, nous obtenons
des profils trés voisins. Deux fractions colorées en jaune
et absorbant 1'UV (1 et 3) sont bien séparées. La courbe
des oses présente deux pics, le prenier correspondant 3 1, le

second décalé par rapport & 3 et plus rapide que celui-ci.

Le pic 1 corresrnond au volume d'exclusion de la
colonne (PM 2> 100 000), il présente un épaunlement.

L'élution par waCl 1 M donne une meilleure sépa-

ration des pics 1 et 1', ces deux fractions contiennent des

wn

acides uroniques mucopolysaccharidiques.
Nous avons élimin& 1l'&lution par l'eau distillée

gui donne un profil médiocre. :

La fraction 2 est la plus riche en glucides
totaux (50 & 60 p. 100 du poids sec) avec un trds faible

pourcentage d'acide uronique.

La fraction 3 ne dennant pas de bande révélable
au Bleu Alcian, aprés électrophoré&se sur acétate de cellulose,
les acides uroniques de cette fraction ne sont donc pas de

nature mucopolysaccharidique.
P 4

De mé&me que la composition en glucides, la
composition en amino-acides des fractions 1 et 1' est trés
voisine ; elles sont en particulicr riches en acides aspartique

et glutamique, en glycccolle. tyrosine €t phé&nylalanine. Les

fractions 2 et 3 sont plus vauvees o anino-acides aromatiques.
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100

100

100

Figure 13

Courbes d'élution des glycoprotides urinaires soumis i une

chromatographie sur Sephadex G~100

A - élution par 1l'eau distillée uv
B - éluytion par NaCl 0,08 M
C - élution par NaCl 1 M = semmman oses neutres

crsseesesses acides
uronigues
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TABLEAU XXI

* Composition en glucides des fractions obtenues par chromatographie
sur Sephadex G-100 (élution par WaCl 1 M) de 1'"adialysable urinaire"

: Poids : Oses : Acides : Acide : Osamines: Oses : Oses
. P 100 . Neutres:Uronlqueszslallque . p. 100 : Acide :0samines
: mg : p. 100: p. 100 : p. 100 : ' :Sialique :
1 o3 8,1 % 1,2 Y 11,4 % 6,3 ' 0,71 % 1,28
1 : 8 6,0 Y 2,8 * 7,4 % s5,7 % 0,81 ° 1,05
2 P33 Y 1,3 % 13,0 % 10,3 % 1,08 % 1,36
3 : 9 6,4 0 1,0 % 3,9 % 1,4 % 1,64 1 4,57
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b) Sephadex G-75

En effectuant 1l'élution par NaCl 0,08 M, nous
obtenons le méme type de schéma de fractionnement, avec deux
fractions colorées riches en acides uronigques et une fraction
intermédiaire chevauchant le pic coloré le plus retardé&, riche
en oses neutres et n'absorbant que faiblement 1'U.V. Nous avons
effectué le découpage comme dans le cas précédent en trois
fractions dont la ¢composition 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 entiérement &lué avec le
volume d'exclusion de la colonne de Sephadex G-75, ce qui

correspond a un poids moléculaire supérieur & 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 mé&dium, é&lué par NacCl
0,08 M, a été finalement retenu pour les études ultérieures
sur la composition glycoprotidique de 1'“adialysable urinaire".
En effet, avec ce type de tamis moléculaire, toutes les
molécules de poids moléculaire supérieur & 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 glycoprotéines et mucopoly-
saccharides acides dans le pic de téte et glycopeptides dans

les pics plus retardés.
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B - FRACTIONNEMENT DE L'ADIALYSABLE URINAIRE SUR SEPHADEX G-50

1° - Matériel et méthodes

a) La chromatographie

-

; 300 & 600 mg d'"Adialysable urinaire" dissous
dans le tampon de départ (10 ml de NaCl ¢,08 M) sont chromato-
~graphiés sur une colonne de Sephadex G-50 médium (3 x 100 cm)
- dégazé et stabilisé en chambre froide & + 4° C.

Le déplacement des composés se fait par passage
d'une solution du méme tampon chlorure de sodiuﬁ 0,08 M.

* Le débit de la colonne est rxéglé par une pompe
péristaltique (20 ml/heure) et des fractions de 10 ml sont
recueillies automatiquement sur collecteur de fractions, puis
analysées en UV & 278 mu pour détecter les protéides. Pour
tracer la courbe, les oses sont dosés tous les deux tubes.
Chague 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 & 60. Nous avons effectué également les analyses
immunoé&lectrophorétiques et é&lectrophorétiques.

2° - Résultats et discussion

Les résultats obtenus sont illustrés par les

figures 14 ; 15 ; 16, et les tableaux XXIII, XXIV et XXV
(p. 98 et 100 & 104).
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a) La chromatographie

Le dosage dans chaque fraction &luée des
"oses neutres", des osamines et de l'acide sialique, permet
de repérer le passage de deux pics (pics I et II). Le dosage
des acides uroniques fournit deux pics également, dont 1l'un
(pic A) coincide avec le pic I et l'autre (pic B) se dissocie

du pic II et est plus retardé que ce dernier.

Pour la simplification de 1l'é&tude, nous avons
découpé le schéma en quatre fractions numérotées de 1 3 4
(voir figure 14 ; p. 98).

b) Composition des fractions

. - Le pic I

L'étude de la composition du pic I (tableau
XXIII; p.100) montre qu'il renferme une proportion de glucides
relativement faible (30 p. 100 de glucides totaux). Ce
résultat, associé au fait que ce pic se déplace avec le front
du solvant, permet de conclure gu'il est de nature glycopro-
téinique. De plus, il est trés antigénique (10 arcs en :
immunoélectrophorése) .

L'analyse électrophorétique sur acétate de
cellulose montre la présence de plysaccharides acides révélés
par le Bleu Alcian. Ce résultat explique le taux des acides
uroniques et le fait que la totalité de ceux-ci se retrouve

dans le précipité du pic I par le Cétavlon.

= Le pic II

Il renferme une proportion plus élevée
de glucides totaux (55 a 60 p. 100). Il est donc de nature

glycopeptidique et ne renferme pas de mucopolysaccharides
acides.
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Cependant les fractions 2 et 3 constituant le
pic II sont encore antigéniques (3 arcs en immunoélectrophorése)
et contiennent des mucopolyosides révélables au Bleu Alcian
aprés électrophorése.

En comparant le comportement du pic II sur
Sephadex G-50 avec celui de glycopeptides de poids moléculaire:
connu (tel "gue "le glycopeptide B " de 1l'ovomucoide) nous
pouvons -estimer que les constituants du pic II ont des poids
moléculaires allant de 2500 & 5000 ; et ceci est confirmé par
la chromatographie de ce pic II sur Sephadex G-25.

- Le pic B
I1 est fortement coloré en jaune brun.

I1 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 gqu'aucun constituant de
cette fraction n'est révélé au Bleu Alcian aprés électrophoreése.

-

(}‘\\)
e s RN I
Cette fraction n'est pas antigénique. \li

¢) Composition molaire en oses neutres et en

osamines

L'étude 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 B est particuliérement riche en glucose,
probablement d'origine osidique.

Le rapport glucosamine/galactosamine égal a
2 dans le pic I est en accord avec la présence des mucopolysac-
charides acides dans cette fraction (Tableau XXIV ; p. 101).
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TABLEAU XXV
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Composition en amino-acides des fractions obtenues

(en p.

sur Sephadex G-50

(Fig.

14

i b.

98)

100 de la somme des amino-acides a 1'exception du Try)

Asp
Thr
Ser
Glu
Pro
Gly
Ala
Val
Cys
Met
Ileu
Leu
Tyr
Phe
Lys
His

Arg

68 46 60 89 9e s% 0s es 0. 0 e

es ee e we we s ee ee e es s

10,57
7,27
8,18
10,21
6,90
7,71
7,92
4,72
4,49
1,42
3,26
7,83
3,54
3,86
5,38
2,48
4,23

«o 26 oe o8

e e5 ee & o

o0

e

oy o8 e

L T Y S T

13,00

8,76
8,27
10,42
9,73
15,30
8,53
3,11

0,64
4,38
6,75
2,14
2,28
4,08
1,57
2,85

s se

*s e¢ ev e “oe

93 ae ee¢ w0 we

14,09
6,40
8,62

12,89
7,72

13,10
7,14

2,06
2,09
2,02
2,68
1,63
3,32
5,28
1,67
2,68

e 80 65 o0 00 s¢ s oo

‘o8 96 se ee o6 se o0 ss s Se e

9,49
4,15
10,75
13,41

17,02
8,12
3,35
9,56

2,27
5,10
2,03
2,03
7,00
3,23
2,54
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Figure 15

Chromatographie sur papier des hydrolysats chlorhydfiques
(HC1 2 N, 2 h, 100° C) des fractions 1 3 4 de la figure 14
(p. 98). Systéme-solvant : pyridine/acétate d'éthyle/eau

(1L : 2 : 2) ; durée de la chromatographie : 24 heures,

révélation par le réactif § l'oxalate d'aniline.

Gal : galactose ; Glc : glucose ; Man : mannose ; Fuc : fucose ;

Xyl : xylose ; Rib : ribose. T
ENR

e
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HRLICH INDIRECT

TAMPON BORATE pH9 2

Figure 16

Electrophorése des osamines N-réacétylées des fractions
1, 2 et 3 de 1la figure 14 (p. 98) obtenues par gel /2?5
filtration sur Sephadex G-50. ' t.ﬂt}
Tampon borate a 1 p. 100 de pH 9,2 ; 10 10 V/cm pendant

4 h ; révélation par la réaction d'Erlich "indirecte”.

IR

Y
.
"™ o et
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d) Composition en amino—-acides

Le pourcentage de protéines, (dosage par la
méthode de Lowry résultats exprimés par rapport 3 la Sérum
Albumine bovine) est de :

. 70 p. 100 pour le pic I
. 32 p. 100 pour le pic 1II

. 30 p. 100 pour le pic B

L'analyse é‘l'Auto—analyseur Technicon. (%),
des hydrolysats chlorhydriques donne, pour les différentes
fractions, des résultats semblables (Tableau XXV ; p. 102) ggec
des pourcentages élevés d'acides aspartique, glutamique et/glyco
colle. Ce résultat pourrait s'expliquer par une origine commune
des différentes molécules réparties dans les fractions 1, 2 et
3.

3° -~ Conclusions

La "gel filtration" de 1l'"adialysable urinaire",
total sur Sephadex G-50, fournit donc un procédé de fraction-

nement intéressant et reproductible,

Il nous permet, en effet, de préciser la nature
de 1l'"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 glycopeptide:
dérivant vraisemblablement les uns des autres.

-

(%x) Les dosages d'aminc-acides 3 l'Auto-analyseur Technicon
ont été effectués au laboratoire de Chimie Biologique de la
Faculté des Sciences de LILLE par M. MONSIGNY et L. BERTHIAUX

gue nous remercions vivement.
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D'autre part, nous avons vu que les acides
uroniques ne sont pas dquantitativement des acides uroniques

mucopolysaccharidiques.

Une chromatographie préalable de notre
"adialysable urinaire" sur colonne Sephadex G-50, va fournir,
d présent un excellent fractionnement de base des glycoprotide

urinaires, préalable a de nouveaux sous-fractionnements.

C - SQOUS-FRACTIOWNNEMENT DES PICS I ET II SUR SEPHADEX

1° - Sous-fractionnement du pic I

a) Deuxiéme chromatographie sur Sephadex G-50
(élution_par lt'eau).

Jous avons effectué le "recyclage" sur le
méme gel de Sephadex G-50, du pic I, &lué avec le front du
solvant dans une premiére chromatographie. Le déplacement

des substances est, cette fois, réalisé par de l'eau distillée

Le schéma de fractionnement montre un découpage
en trois pics, colorés en brun plus ou moins foncé
(Figure 17 ; p. 107). Le pic le plus important est &lué avec
le front du solvant. Les deux premiers pics contiennent, outre
des oses neutres et des acides sialiques, des osamines et des
acides uroniques, tandis que le dernier pic trés coloré&, ne
contient que des acides uroniques et des oses neutres en

petite quantité.

La composition centésimale et le comportement
immunoélectrophorétique des fractions obtenues sont donnés
dans le tableau XXVI (p. 108).
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s/ Lnl

300

L]

A00

Figure 17

Fractionnement du pic I ({(voir figure 14 ; p. 98) sur Sephadex
G-50, é&lution par l'eau distillée.
Oses neutres : (

. , . 2BV
) ; acides uroniques (s » Yoo ‘i}
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b) Sous—fractionnement du pic Ia

La fraction Ia a été soumise successivement a. -
deux nouvelles chromatographies sur Sephadex G-200 et sur Dowex
1 x 4.

Pour la chromatographie sur Sephadex G-200, le
déplacement des composés est effectué par de l'eau distillée. Nou
obtencns 4 fractions riches en sucres (33 & 45 p. 100 de glucides
totaux) ; contenant tbutes des acides uroniques et des osamines
et de plus une fraction plus retardée, trés colorée, ne contenant
que 7 p. 100 d'oses neutres et 3,3 p. 100 d'acides uroniques. Le
premier pic correspond au volume d'exclusion du gel, ce qui
indique que certains glycoprotides urinaires ont un poids
moléculaire élevé, supérieur a 200 000. Toutes les fractions
sont trés hétérogénes et n'ont pu étre retenues pour de nouveaux

essais de purification.

Ce méme pic Ta a été alors chromatographié sur
Dowex 1 x 4, 1'é€lution a été effectuée successivement par de
l'eau distillée, de l'acide chlorhydrique O,1 N puis de l'acide

Y

chlorhydrique 3 N.

La fraction HClL 3 N est la plus intéressante ;
elle représente la moiti2é du matériel élué, c'est la seule
fraction a contenir des acides uroniques et elle donne 3 bandes
trés colorées par révélation au Bleu Alcian aprés électrophorése
sur acétate de cellulose. Elle contient donc les mucopolysaccha-
rides acides, gque nous pouvons ainsi séparer du reste des glyco-
protéines. La fraction neutre et les 4 fractions obtenues par
1'&lution HC1 0,1 N sont toutes hétérogénes et présentent de

3 & 6 arcs en immunoélectrophorése.

2° = Sous—-fractionnement du pic II

a) Deuxiéme chromatographie sur Sephadex G=50
(élution par l'eau)

De méme que pour le pic I, nous avons rechro-
matographié le pic II sur le méme gel de Sephadex G-50, &lué
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par de l'eau distillée. Les résultats obtenus sont rassemblés
pages 108 et 111 (Fig. 18 et Tableau XXVI).

I.*ahsorbance ¢levée en UV des fractions ¢ et d
correspond & une importante coloration marron, les fractions
a et b ne sont pas colorées. La derniére fraction (d), peu
importante pondiralement, est composie essentiellement de
pigments, elle est pauvre en glucides mais contient des acides

uroniques.

b} Sous-fractionnement des pics IIb et IIc

Les fracticns les plus abondantes, b et ¢, ont

été soumises a& une nouvelle gel filtration sur Sephadex G-100.

Sur Sephadex G-~100, &lude par de l'eau distillée,
la fraction IIb donne un pic principal ; ce composé, donnant
aprés lyophilisation une poudre parfaitement blanche, contient
52 p. 100 de glucides et est dépourvu d'acides uroniques ; il

donne deux arcg en immunoélectrophorése. :

De méme, nous avons chromatographié la fraction
IIc sur Sephadex G~100 ; nous obtenons 4 fractions dont la
plus importante contient 535 p. 100 de glucides dont 2,3 p. 100
d'acides uroniques, c'est une poudre colorée en brun. En
immuno&lectrophorése, elle donne un seul arc mais cecli ne peut
8tre retenu comme critére d'homogénéité car il s'agit d'une
fraction de nature glycopeptidique et donc faiblement antigé-

nique.

Les sous-fractionnements sur Sephadex ne nous ont
apporté que peu de renseignements. Il semble qu'il y ait des
phénoménes de polymérisation et de dépolymérisation des
composés de faible poids moléculaire, puisque une fraction
homogéne é&€luéa de Sephadex C-50 avec un solvant est résolue
en plusieurs composes avec un autre solvant. Cette observation
rejoint celle faite par MAC GATE {310} 3 nrannae Aa
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B/m

boO

800

mil

Figure 18

Fractionnement du pic II (voir Fig. 14 ; p. 98) sur
Sephadex G - 50, &lution par l'eau distillée ; absorbance
vv : (~—————} ; Oses neutres : (- . ).
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chromatographiessur Sephadex G-75. Selon cet auteur, ces
effets d'"agglomérations" expliqueraient la présence de composé
de faible poids molé&culaire dans les fractions urinaires
non ultrafiltrables et non dialysables et limiteraient l'emploj
de la gel filtration pour la détermination des poids moléculaix

des fractions contenant plusieurs composés.

D - ETUDE COMPAREE DES PICS 1 ET I1 PURIFIES

1° - Purification des pics

Noug avons effectué un recyclage des pics obtenus
lors d'une premiére chromatographie en utilisant exactement
la méme, méthode gue pour cette premiére chromatographie, c'est-
d-dire Sephadex G-50 (colonne de 3 x 100 cm) élution par NaCl

0,08 M (voir paragraphe B, p. 96j.

Pour la purification, nous abaissons la quantité

=

d'échantillon d chromatographier de 500 a 300 mg.

Ay deuxiéne passage, le pic I donne un seul pic
importan£ repérable en UV & 278 nmy, et par dosages des oses
neutres a4 l'orcincl sulfurique et des acides uroniques au
carbazol sulfurigue. Ce pic passe entre 200 et 320 ml d'élution
La courbe des oses neutres présente un épaulement entre 340
et 380 ml, tandis gue 17UV indique une trainée jusque 800 ml,
de densité optigue &gale & 0,1 environ (alors que la densité

optique au sommet du pic est supérieure a 2).

Nous recueillons donc 1'é@lution entre 200 et
320 ml. Le rendement de cette opération de purification est de

70-75 p. 100, (pic I purifie).

Pour le pic II, aprés un second passage sur

Sephadex G=50, nous effectuons uniguement les repérages en UV
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et par dosage des oses neutres, tube par tube.

Nous obtencons un premier pic trés petit corres-
pondant au pic I, gui est &liminé. La courbe des oses neutres
se présente comme un pic trés ilmportant, presque symétrique ;
tandis qu'en UV, nous obtenons deux pics mal séparés, le
premier correspendant aux oses ; le second légérement coloré en
brun, chevauche la branche la plus retardée du pic des oses
neutres. Nous recuéillmn% It*é&lution contenant les oses, en
éliminant les deux extrémités de la courbe, solt entre 350 et
550 ml. Nous obtenons aprés dialyse et lyophilisation, le pic 11

purifié avec un rendement de 60 & 65 p. 100.

2° = Composition centésimale et molaire

Les résultats obtenus sont résumés dans les
tableaux XXVIII et XXIX {p. 115 et 116).

a) La fraction I

La fraction 1 est assez pauvre en glucides
totaux mais plus riche en protéines (30 et 70 p. 100 respecti-
vement) . Elle contient des acides uronigues. Parmi les coses
neutres, outre le galactose, le mannose et le fucose, on trouve
un peu de xylose, le glucose n'est trouvé qu'd l'état de traces.
En ce qui concerne les osamines,; la galactosamine est presque
aussi abondante gue ia glucosamine puisque le rapport glucocsa-

mine/galactosamine est de 1,4.

b) La fraction IIX

La fraction II est nettement glycopeptidique,
puisqu'elle contient 70 p. 100 de glucides totaux, parmi
lesquels un fort pourcentage d'acides sialiques et d'osamines

et par contre, tres peu d'acides uroniques.

Les rapports molaires ne présentent pas de
caractéristiques particuliéres si ce n'est 1’augmentation du

rapport glucosamine/galactosamine.
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TABLEAU XXVIIT

Composition centésimale des fractions I et II purifiées

Protéines (%)

Glucides totaux .

Oses neutres
Acides uroniques
Acides sialiques

Osamines

Oses neutres/acides

uroniques

Oses neutres/acides

sialiques

Oses neutres/osamines

: Praction I purifiée : Fraction II purifiée
: 73,66 : 32,10
: 33,07 : 70,27
: 12,55 : 23,92
: 3,01 : 1,50
: 12,95 : 18,41
: 4,56 : 16,44
X 4,17 : 15,95
: 0,97 : 1,30
: 2,75 1,45

L Y Y I T A T

o ae eex o8

(%) Dosées par

p.

100 par

la méthode de Lowry et exprimées en

rapport 4 la sé&rum albumine bovine.
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Rapports molaires (pour 10 résidus de galactose) des

oses, osamines,

des fractions I

acides sialigues et acides uroniques

et IT purifiées.

B o em L A m R T A G M e U 0 S mED M K AR ek WD i VWS aw & mm mme GOR G R R Gma wm (e A RAR S U 06 MEE R Amm e v A

2

B

a

ction I purifiée

s2 %3 e e

Fraction II purifiée

Galactose ) ; 10 ; 10
Glucose ; Traces ; 1
Mannose ; 4,4 ; 4,9
Fucose ; 2 ; 2,7
Xylose ; 6,3 ; 0,2
Osamines ; 6 ; 13
g%%_%%% é 1,4 S 3,3
Acides sialiques ; 10 ; 8,3
Acides uroniques ; 4 ; 1

(g‘-}b
LE
. .\_1‘\_.‘,_..
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3° - Composition en acides aminés

La composition en acides aminés a &té réalisée
sur un hydrolysat chlorhydrique (Hcl 5,6 N ; 10C° C ; 24 h ;

!

en tube scellé sous vide) & 1'Auto-analyseur Technicon.

L.es résultats obtenus sont donnés dans le
tableau XXX (p. 118).

Nous pouvons observer la similitude de composi-
tion en acides aminés des fractions I et II purifiées ; la

fraction II étant plus riche en acides aminés aliphatiques et

plus pauvre en acides aminés aromatiques que la fraction I.

4° ~ Btude électrophorétique et immunoélectrophorétique

Les résultats sont illustrés dans les figures
19 et 20 (p. 119 et 120).

a) La fraction I en électrophorése sur acétate

i

de cellulose donne deux bandes trés nettes et trés fines,

migrant sensiblement au mé&me niveau que l'acide hyaluronique.

En immunoélectrophorése, le pic I se révéle trés
antigénique ; on peut dénombrer autant d'arcs que dans l'adia-
lysable urinaire total et méme certains arcs supplémentaires
apparaissent, étant donné gue cette préparation est plus riche
en protéines que l'adialysable urinaire total. On obtient
également plusieurs arcs en effectuant 1'immunoélectrophorése
du pic I purifié contre un sérum antiprotZines sériques

humaines.

b) La fraction IT donne €galement deux bandes

de mucopolyosides acides révélables au RBleu Alcian, aprés

électrophorése sur acétate de cellulose.

Ces deux bandes se situent au niveau des

chondroitines sulfates.
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TABLEAU XXX

Composition en acides aminés des fractions I et II purifiées

. Praction I purifiée . Fraction II purifiée

i (a) i (a)
Asp ‘: 10,80 ; 15,22
Thry . : 7,69 : 10,17
Ser : 8,19 : 8,57
Glu : : 12,60 : 10,41
Pro f - f 3,12
Gly : 6,60 , 19,19
Ala : 6,93 : 8,58
Cys : 4,13 . 0,16
Val : 4,35 : 0,35
Met ; 0,82 ; -
Ileu : 2,97 : 3,51
Leu ; 9,20 ; 4,60
Tyr : 4,30 : 1,99
Phe : 4,67 : 2,48
Lys : 8,29 ; 5,49
Hist : 3,55 : 2,57
Arg ; 4,91 : 3,53

(a) en p. 100 de la somme d'amino-acides (Try non dosé).



119

Figure 19

Immuno—-électrophorése des fractions I et IT purifiées

ASU : sérum de lapin antiprotéides urinaires

PA

adialysarle d& précipité alcoolique
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HA CSAB HEP

PA

A A e

Figure 20

A - Electrophorése sur acétate de cellulose des fractions
I et II purifiées.
Tampon pyridine/acide formique/eau pH3.

Tension 3 V/cm - durée 4 h.
Révélation par le réactif au Bleu Alcian.

T : - témoins mucopolysaccharides acides : HA, acide AT

7

rigques A, C ; CSB, chondroitine sulfate B, Hep,

+

Héparine.

. . P TR
hyaluronigque ; CAS, acides chondroitines sulfu*\qi;)
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En immunoé&lectrophorése, aprés purification et
malgré sa nature glycopeptidique, le pic II est encore
antigénique si la diffusion est faite contre un sérum anti-
protéines urinaires. Par contre, nous n'obtenons plus aucun
arc si la diffusion est faite contre un sérum antiprotéines

sériques.

Ayant défini les deux fractions principales
constituant les giycoprotides urinaires, nous avons &tudié
leur comportement sur échangeurs d'ions : Dowex 1 x 4 et
DEAE-Sephadex.

E - CHROMATOGRAPHIE SUR DOWEX 1 x 4 DES PICS I ET II PURIFIES

1° - Mode opératoire

a) Chromatographie

La résine Dowex 1 x 4 (200 - 400 "mesh")
est une résine échangeuse d'anions, c'est-a~dire qu'elle fixe
les composés acides. Elle est régénérée d'abord en bécher,
puis en colonne, en utilisant successivement de la soude 3 N,
un ringcage a l'eau distillée jusqu'3d obtention d'un pH neutre,
de l'acide formique concentré et un ringcage 4 l'eau distillée

-

jusqu'a obtention d'un pH neutre.

Nous avons utilisé des colonnes de 2 x 40 cm
pour chromatographier des quantités de 300 mg de poudre. Le
substrat, dissous dans 5 ml d'eau distillée, est déposé au
sommet de la colonne de résine. Le dépdt doit &tre fait en une
couche trés fine pour éviter la dispersion pendant la chroma-

tographie.
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Une pompe péristaltique permet de régler le dé&bit
de la colonne & 15 ml/h et des fractions de 5 ml sont recueil-~
lies sur collecteur de fractions automatique. Le fractionnement
est effectué & + 4° C pour éviter toute fermentation et surtoul
la dégradation des glycoprotides par 1l'acide chleorhydrique a

température ambiante.
L'élution est réalisée successivement par :

. l'eau distillée
. l'acide chlorhydrigue 0,1 N
. lfacide chlorhydrique 3 ®

Le repérage des pics se fait par dosage en UV

~

da 278 nm. Les fractions obtenues sont dialysées et lyophilisée

b) Analyse des fractions

Toutes les fractions ont été étudiées du
point de vue de leur composition centésimale en glucides, ains
que de leur comportement en &lectrophorése et immunoélectro-

phorése. Nous avons décrit aux pages 54 a 60, les méthodes

employé&es pour ces analyses.

2° - Résultats obtenus avec le pic I purifié.

a) Chromatographie

L'élution par l'eau distillée donne une
seule fraction FN, l'acide chlorhydrique 0,1 N donne un profil

d'élution avec trois pics principaux, un quatriéme pic,
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matérialisé par un anneau brun se déplacgant le long de la
résine, est obtenu en trop faible quantité pour é&tre étudié.
Avec l'acide chlorhydrique 3 N, on n'obtient qu'une seule

fraction.
Certains pigments urinaires sont fixés irré-

versiblement sur la résine et il est impossible d'éluer toute

la coloration brune se trouvant au sommet de la coclonne.

b) Analvse des fractions

Les fractions neutres et HCl1 3 N sont les
plus importantes pondéralement. Sauf avec la fraction neutre,
les poudres obtenues sont colorées plus ou moins en jaune-

marxon.

Le rendement de la chromatographie est de 50 p. 100
Les résultats sont résumés dans le tableau XXXI (p. 124)
et la figure 21 (p. 125).

Nous oObservons que les fractions neutres et HCL
0,1 N sont dépourvues d'acides uroniques cu en contiennent

des quantités négligeables.
Tous les acides uroniques sont élués par 1'HC1l 3 N.

Les taux d'oses neutres, d'acide sialique et
d'osamines augmentent réguliérement de FN a F3 tandis que
les rapports oses neutres/acide sialique et oses\neutres/
osamines restent assez constants, en particulier pour les

pics élués par 1'HCl 0,1 N.

Toutes les fractions se révélent hé&térogénes en
immunoélectrophorése (Figure 21 ; p. 125) différentes les
unes des autres, mais cependant il semble que certaines

protéines se retrouvent dans plusieurs fractions.
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Figure 21

Immuno-é&lectrophorése des fractions obtenues par chromatographie
du pic I purifié& sur Dowex 1 x 4.
Ad. : "Adialysable urinaire"

Dans les gouttiéres :

immunsérum anti-protides urinaires.
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L‘électrqphorése en acétate de cellulose donne
des résultats intéressants puisque seule la fraction HCl 3 N
donne 4 bandes trés intenses, ce qui, vu le rapport acide
uronique/osamines voisin de I dans cette fraction, confirme-

rait la présence des MPA associés a 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
0,1 N et une fraction acide F HCl 3 N.

b) Analyse des fractions

Les fractions les plus abondantes sont les
fractions neutres et le troisiéme pic é€lué par HC1l 0,1 N qui se
présentent sous forme de poudre blanche.

Le rendement de la chromatographie est de
70 p. 100.

L'inférét de la chromatographie sur Dowex
1 x 4 est d'obtenir, parmi les pics de téte du fractionnement,
des composés dépourvus d'acide uronique (voir tableau XXXII ;
p. 127).

La troisiéme fraction HCl1l 0,1 N qui représent
23 p. 100 du matériel chromatographié, est particuliérement
riche en glucides (67 p. 100 de glucides totaux).

De plus, c'est une fraction riche en sialo-
conjugués.
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Sa nature glycopeptidique explique qu'elle ne
soit pas antigénique (Figure 22 ; p. 129). On constate,
que seules sont antigéniques, les fractions de t&te qui sont
moins riches en glucides totaux.

Inversement, sur acétate de cellulose, les révé-
lations au Bleu Alcian indiquent la présence de mucopolyosides

autres que des MPA dans les fractions trés acides.

4° - Conclusions

Dans les deux cas de sous-fractionnements des
pics I et II sur Dowex 1 x 4, nous obtenons i la fois, une

fraction neutre et des fractions acides.

Cependant, la chromatographie des deux pics est
assez différente et si le pic I donne en majorité des MPA
(FHC1 3 N), le pic II est surtout riche en FHC1l (3) et cette
derniére, par son comportement chromatographique et sa compositi
en glucides, présente une analogie avec le pic 7 obtenu par
chromatographie sur Dowex, dans les mémes conditions, de 1'vadia-
lysable urinaire"total (VAILLANT-DELACROIX) (311). '

Mais, toutes les "sous-fractions" obtenues sont

encore hétérogénes en immunoélectrophorése.

L'intérét de ce type de chromatographie est de
permettre d'éliminer les acides uroniques par 1*élution HCl1l 3 N,
ce qui donne des fractions dépourvues de MPA pour l'étude des
~glycoprotéines & partir du pic I, et des fractions dépourvues
de glucoronoconjugués pour l'étude des glycopeptides, a partir
du pic II.
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Figure 22

Immuno~électrophorése des fractions obtenues par chromatographie

du pic II purifié sur Dowex 1 x 4.

Ad. : "Adialysable urinaire"

Dans les gouttiéres : immunsérum anti-protides urinaires.
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F - CHROMATOGRAPHIE DES PICS I ET II PURIFIES SUR DEAE~SEPHADE

Nous avons appliqué le procédé de fractionnement
des glycoprotides urinaires proposé par ANDERSON (312).

1° - Mode opératoire

a) Chromatographie

Nous avons employé de la DEAE-Sephadex A-50,
fournie par les laboratoires "Pharmacia" (UPPSALA, Suéde).

La DEAE-Sephadex, aprés lavage 3 1l'eau distillée
est traitée par HCl1l 0,5 N, sur verre fritté, puis rincée a 1l'e:
distillée jusgqu'a la neutralité ; elle est ensuite lavée ad la

soude 0,5 N puis de nouveau rincée 3 l'eau distillée jusqu'a
retour d la neutralité.

Elle est équilibrée, dans la colonne, avec le
tampon de départ. '

Aprés 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'élution 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 0,1 M
3 - phosphate de sodium 0,02 M pH 6,7 + NaCl 0,2 M
4 - phosphate de sodium 0,02 M piH 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 + NaCl 1 M
7 - phosphate de sodium 0,02 M pH 6,7 + NaCl 3 M
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b) Analyse des fractions

Le repérage des fractions est effectué en
UV & 278 nm.

Les fractions sont ensuite rassemblées et
dialysées, 3 3 5 jours, pour élimineér le tampon, avant d'é&tre
lyophilisées.

Les méthodes employées pour déterminer la
composition en glucides et effectuer 1'&tude électrophorétique
et immunoé&lectrophorétique des fractions ont &té décrites
aux pages 54 a 60.

2° - Résultats obtenus avec le pic I purifié.

a) Chromatographie

Chaque tampon décroche un pic, sauf 1l'@&lution
par le tampon phosphate additionné de NaCl 0,2 M gqui donne

L4

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 é&lués.
Aprés 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 I purifié sur DEAE-Sephadex

: ° Poids Oses @ Acides @ Acides ' Osamines ngiiies : ngﬁiies Arcs : B.A
Agent d'élution Fractions [ p. 100 neutres. uroniques. sialiques’ Roides A (%) :(*é)
. . mg p. 100 : p. 100 . b 100 : p.-100 sialiques:osamlnes .
osphate 0,02 M : 1 : 5,5 11,6 : 0 : 4,8 : 4,1 2,42 : 2,82 4 : 0
gzg?ate g'gf ool 2 o3 9,3 ° 0,2 8,1 f 3,0 1,15 ° 3,10 2 to
’ : : : : : : :
osphate 0.02 M . 3a g 12,6 ° 0,4 * 13,7 5,4 0,92 ° 2,33 5 o0
foy ’ ® e e o o ——— — - - n - | o o o —— . ? o o > — = —— = e - e = v —— e e s o e o | o i e o o e o — e e o e e mr | o o - — e - ——
J - - . . - . .
gacl 0,2 Mgy P 2 12,0 ! 0,4 ; 14,4 [ 7,7 0,83 [ 1,55 4 01
t : : : : : ; ;
osphate 3:22 nool F27,4 11,3 ° 1,6 ° 16,7 8,4 0,67 ° 1,34 5 3
osphate 0,02 M ° : : : : : :
mecl o6 M (5 : 5 11,2 : 8,0 : 81 : 8,0 1,38 ¢ 1,40 6 : 2
osphate 0,02 M ; ; ; ; ; ; :
e - 7,20 15,8 1 4,1 1 14,4 1,75 0,5 4 2
osphate 0,02 M ° : : : : : :
Nagl 2’ M : 7 : 1,2 7,1 : 2,6 : 3,0 : 0,8 2,36 : 8,8 0 :1
— : ) . - - . - - -
=N () Nombre d'arcs en immunoélectrophorése ‘
Ry, (%%) Nombre de bandes sur acétate de cellulose révélées au Bleu Alcian

cet
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Figure 23
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Nous pouvons observer que toutes les fractions
sont hétérogénes en immunoélectrophorése, 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 révélable au Bleu Alcian aprés électro-
phofése sur acétate de cellulose. Elles ne contiennent donc
pas de mucopolysaccharides acides. Par contre, les fractions
5 et surtout 6, sont trés riches en acides uroniques et
donnent des bandes trés colorées au Bleu Alcian. C'est donc

dans ces pics que sont fractionnés les mucopolysaccharides
acides.

3° - Résultats obtenus avec le pic II purifié

a) Chromatographie

Chaque tampor donne une fraction différente ;
la premiére é&lution permet de différencier 3 pics. Les fraction
l, 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 &luées avec

les 2 premiers tampons.

b) Analyse des fractions

Comme nous le constatons d'aprés 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 6,6 p. 100.



TABLEAU XXXIV

Composition des fractions obtenues par chromatographie

du pic II purifié sur DEAE-Sephadex

; : Poids Oses : Acides : Acides : Oses : Oses :
ent d'élution :Fractions : p. 100 neutres: uroniques: sialiques:0samines neutres : neutres |Arcs :B.A.
: : mg p. 100 : p. 100, ¢ p. 100 : p. 100 Acides *0samines (%) = (xx)
: : : Yo ' : sialiques: :
: la : 13 32,7 : 0,2 : 9,6 : 16,0 3,40 : 2,04 3 : 0
Phosphate 0,02 M ° 1b 13 27,6 ° 0,2 ° 20,5 % 17,5 1,35 ° 1,58 (1) ¥ o
: lc : 3 29,3 ° o,1 ° 6,0 ° 16,7 4,88 * 1,75 o ‘o0
Phosphate 0,02 M : : : : : : :
+ NaCl 001 M 2 : 18 25,2 . 0,3 : 13,8 . 15,5 1,82 : 1,62 2 : 0
Phosphate 0,02 M : : N : : : :
+ NaCl 0.2 M 3 . 6,6 13,7 : 2,9 . 15,7 . 9,1 0,87 : 1,50 3 . 1
—————————————————— e e e e e e e e e e e e e e e e | e e e | ——— —————
Phosphate 0,02 M : : : : : : :
+ NaCl 0.4 M i 4 . 2,2 9,3 . 4,2 . 6,2 : 5,3 1,50 . 1,75 2 : 2
Phosphate 0,02 M  : : : : o o :
b NaCl 0,6 M 5 : 0,6 8,9 | 6,6 | . 5,2 P 0o 1
ittt e o ——————— Hahtth sTTTET TR, T e T | T e e e e s Tmem——— kI
Phosphate 0,02 M : : : : _ : : :
b NaCl 1' M : 6 : 1 11,2 : 3,1 : : 3,2 - . 3,50 0 . 1
Phosphate 0,02 M : ; ; ; _ ; _ ; _ ;
+ NaCl 3 M 7 : 2 10,2 : 2.0 : : - : 0 : 1
ol (%) Nombre d'arcs en immunoélectrophorése
(%) Nombre de bandes sur acétate de cellulose révélées au Bleu Alcian

GET
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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 I et pour
le pic II, permet d'obtenir les fractions 1 et 2, les plus
importantes, totalement dépourvues d'acides uronigues.

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
homogéne en immunoélectrophorése et en é&lectrophorése sur .
acétate de cellulose. Et cette’méthode ne permet pas d'obtenir
de composés définis, ni méme de fractions suffisamment simpli-

fiées pour laisser espérer l'isolement facile d'"uromucoides".

G -~ ETUDE DU PIC B

Le pic B (correspondant a la fraction 4 de 1la
figure 14 (p. 98) est caractérisé :

. Par son faible poids moléculaire : son comportement sur
Sephadex G-50 est analogue a celui de disaccharides ou méme
d'acide glucuronique libre (nous avons vérifié par électropho-

rése qu'il ne s'agit pas d'acide uronique libre).
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Figure 24

Immuno-~électrophorése des fractions obtenues par chromatographie

du pic II purifié sur DEAE-Sephadex.

Ad. : "Adialysable urinaire"

Dans les gouttiéres : immunsérum anti-protides urinaires
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. Par son faible pourcentage en glucides totaux, (10 3 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 tré&s accentuée, liée 3 la
présénce d'acide uronique, ce qui pose le probléme de 1'"uro-
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 coloratio

du pic B est extractible par le butanol.

1° - Action de l'amylase

Posant en hypothése que le glucose trouvé dans le
pic B pouvait s'expliquer par la présence, dans l'urine, de
produits de dédradation du glycogéne, nous avons testé l'acti-'
vité de l'amylase sur ce pic BY

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 B-amylase,

ayant un pH optimum d'activité de 6,9.
Le mode opératoire est le suivant :

A 1,5 ml de glycogéne (ou de substrat F 4) a
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).
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-~

Aprés incubation & 37°C (18 & 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 glycogéne, 1' a-amylase libére

- du ylucose, la B-amylase libére du maltose.
Dans les mémes conditions, ni 1'a, ni la

p —amylase n'ont d'activité enzymatiquevsur le pic B de 1l'urine

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 .
d 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 a 50 mg de poudre et mis & incuber i 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, aprés une dialyse prolongée.
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b) Résultats et discussion

Le taux maximum de libération des acides

uroniques est atteint dés 16 h d'incubation.

Aprés action de la B —-glycuronidase, 70 & 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 mémes conditions expérimentales

en milieu tamponné & 40°, sans action enzymatique, 35-38 p. 10C

des acides uroniques du pic B deviennent dialysables é&galement.

Enfin, VARADI, CIFONELLI et DORFMAN (314),
obtiennent une libération de 95 p. 100 des acides uroniques
par incubation, avec la f8-glycuronidase, de leur deuxié&me pic,

obtenu par gel filtration d'urine dialysée.

3° - Chromatographie du pic B sur échangeur de cations

a)Mode opératoife

300 mg de pic B, dissous dans l'eau distillée
et amenés & 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 :
. 1'eau distillée (1 1)
. 1l'acide formique 5 p. 100 (1 1)

. l'acide formique 10 p. 100 (1 1)

L'acide formique des éluats est éliminé par
lyophilisation.
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b) Résultats

Nous obtenons une fraction différente avec
chacun des tampons d‘'&lution.

Avec les tampons acides, une partie de la
coloration est €luée ; un anneau brun se déplace le long de
la colonne et est &lué.

De nombreux composés sont fixé&s 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).

4° - Recherche d'oligosaccharides

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, &lué par de
1'éthanol 3 50 p. 100.
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Figure 25

Chromatographie des fractions “neutre" et "acide" obtenues

par passage du pic B sur échangeurs d'ions.

Systéme-solvant : n-butanol/acide acétique/eau (4 1 :5) ;

l'oxalate

durée de la chromatographie : 4 j. ; révélation a

I

d'aniline.
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5° - Probléme des glucurono-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

Aprés absorption d'aspirine (8 x 500 mg
répartis dans la journée), les urines sont recueillies pendant
2 jours et traitées comme nous l'avons décrit p. 61 et

suivantes.

L'"adialysable urinaire" correspondant &

l'urine de 24 h est chromatographié sur Sephadex G-50.

b) Résultats

La figure 26 (p.'144) montre les courbes
d'élution des acides uroniques pour une urine témoin et aprés

absorption d'aspirine.

Le pic A reste ¢constant. Par contre, dans
le pic B, il y a une augmentation trés importante des acides

uroniques, dés 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 l1'"adialysable du
précipité alcoolique urinaire" ne sont donc pas en totalité
mucopolysaccharidiques puisque, en général, 50 p. 100 constituer
le pic B, de nature micro-moléculaire. Il s'agit vraisemble-
blement 4'"uronoconjugués", qui, malgré leur faible poids
moléculaire (500 environ), ne dialysent pas a cause de leur
charge électro-négative, dlie & 1'acide uronique. En effet,

méme aprés 6 jours de dialyse, l'acide glucuronique n'est
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Figuré 26

.
volume

144

Courbes d'élution des acides uroniques des urines de 24 h,

recueillies aprés absorption d'aspirine en dose massive.

Chromatographie sur Sephadex G-50, élution par NaCl 0,08 M

des "adialysables urinaires”.

a) Témoin urine normale :

(ceeencnans)

b) Absorption d'aspirine (ler jour)

¢c) Absorption d'aspirine (2e

jour)
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pas €liminé complétement, tandis qu'il suffit de 2 & 3 jours pour

obtenir la dialyse totale du glucose et du glucuronolactone.

D'autre part, la présence du glucose dans
l'"adialysable du précipité alcoolique urinaire" posait un
probléme, car celui-ci n'entre pas dans la composition des
glycoprotéines. La mise en évidence d'osides, en faible gquantité
(ils représenteraient moins de 5 p. 100 des oses totaux) dans

rl'“adialysable urinaire" fournit une explication simple 3 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 laboratoire par MALLEVAIS-GOUBET. L'étude systématique
des urines de 24 h de sujets sains a permis d'établir des N

constantes d'élimination journaliéres (Tableau XV ;. p- 70) .

Nous servant de ces constantes comme référence,
nous avons commencé l'exploration des urines de 24 h de malades
atteints de différents cancers. La plupart des urines proviennent
de malades hospitalisés au Centre Anticancéreux Oscar LAMBRET

(Directeur : Monsieur le Professeur J. DRIESSENS).

A - ETUDE QUANTITATIVE

1° - Mode opératoire

Les urines de 24 h sont recueillies de la maniére

suivante :
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- l'urine du laver est rejetée, on note 1l'heure,
- toutes les urines de la journée sont recueillie;
ainsi que l'urine du lendemain matin, prélevée 24 h aprés

1'élimination de l'urine de la veille.

Les urines sont recueillies sur un mélange de

toludne-chloroforme, gardées 3 4° C et traitées comme nous

1'avons décrit p. 61.

Un volume de 500 ml,prélevé sur la totalité
de la diurése,est lyophilisé ;la poudre obtenue est reprise

par de l'eau distillée pour former un volume final de 50 ml.

Des fractions de 10 ml exactemenrnt (correspondant
donc 4 100 ml d'urine brute) sont alors précinitéespar 9
volumes d'éthanol. Cette opération est répét:z 3 fois au total.
Le précipité final, dissous dans 20 3§ 30 ml d'eau distillée,
est dialysé pendant 3 jours contre 200 ml d'eau distillée,
maintenue 3 4° C et renouvelée tous les jours. La fraction
non dialysable du précipité forme 1l'"adialysable". Il est ©
amené a8 590 ml et la concentration en cses neutres, osamines,
acides sialiques et acides uroniques est déterminée sur la

solution obtenue.

Les résultats obtenus en mg/l sont ensuite
rapportés a la diurése.

2° - Résultats

a) Dosage des glycoprotides

Nous avons étudié les "adialysables" des urineg

suivantes :
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- Cancer de la gorge (amygdale, base de langue, 18 cas
sinus piriforme, cordes vocales)

|

- Cancer du poumon ' 14 cas
- Cancer de 1l'oesophage 4 cas
- Cancer de la vessie 2 cas
= Cancer du sein ‘ 8 cas
- Cancer de l'ovaire 7 cas

Les résultats sont rassemblés dans les tableaux
XXXV (p. 150 ) et XXXVI (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
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 4,5

- Cancer de l'oesophage 3,95

- Cancer du poumon 4,7

-~ Cancer du poumon 3,75

- Cancer de la vessie 4,7

- Cancer de la vessie 8,1 +&~—m—
- Cancer du sein 4,8

- Cancer de l'ovaire 9,5 «—m——
- Cancer de l'ovaire 4,5

—_ g I NPT P R 1 8 0 a ~
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Sur les cas étudiés, nous n'avons pas observé
de différences par rapport aux urines normales guant i 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.

I1 n'y a pas _de variations significatives du

taux des glycoprotides urinaires. En effet, si nous observons
des variations, elles sont assez anarchiques : tantdt les

taux d'oses augmentent, tantdt 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
trés dispersés, avec des valeurs extrémes, pour les oses
neutres par exemple, aussi basses que 28 mg/24 h ou aussi
élevées que 228 mg/24 h. (Fig. 27 ; p. 153).

Cette dispersion des résultats correspond aux
deux seuls travaux que nous connaissons, concernant 1l'étude
quantitative des glycoprotides urinaires chez les cancéreux.
LOCKEY et al. (315) signalent une augmentation du taux des
glycoprotides tandis que LEYTON et al. (316) observent une

diminution de la diurése 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
diurése elle-méme, le malade n'ayant recueilli qu'une partie
de ses urines. Mals dans la plupart des cas, les urines
contiennent des quantités de glucides tré&s nettement supéri-
eures a la normale, en particulier les taux d'acides

sialiques sont toujours éleviés. Nous observeons en général,
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une diminution sensible du rapport oses neutres/acides
sialiques ; dans le tableau XXXV (p. 150), ol nous avons
rapporté& les urines des cancéreux bronchiques car par cas, tous
les rapports oses neutres/acides sialiques sont inférieurs

4 la moyenne (1,33) voisins de 1 et dans plusieurs cas,

inférieurs i 1.

Les rapports oses neutres/osamines varient peu
_par rapport a 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 : GlcNHz/Gal
NH2 = 4,3), (MALLEVAIS-GOUBET) (317). L‘dge 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 légére augmentation du
taux de mannose accompagnée d'une 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 glycoprotides totaux
des urines de cancéreux, nous avons fractiouné les "adialysables
urinaires" sur Sephadex, appliquant le protocile dé&crit dans

le paragraphe IV (B - p. 96).

1° - Mise au point d'un procédé reproductif

Nous avons repris notre procédé de fractionne-

ment des urines sur Sephadex G-50 et 1'zvons appliqué aux



TABLEAU XXXV

Glucides glycoprotidiques des urines de 24 h de malades atteints de différents cancers. Moyenne et valeurs

extrdmes. Résultats en mg/24 h. Les valeurs obtenues pour les urines normales sont rassemblés dans le

- tableau XV (p. 70).

fNombre f Oses | f Acide | 0 . f Acides Oses f Oses f Oses
Urines © de : I, ¢ Osamines : . Acide . . : .
: : "neutres’ : sialique : ' ruroniques . : : Osamines : Acides
© cas . i ) : sialique . )
_______________________ e P e P e e ) e e PUTODIATUES,
Cancer de la gorge 18 %+ 68,24 54,87 Y 37,76 12,45 1,30 ° 2,02 5,89
X ; (28,6 & (23,68 © (16,7 & . (5,7 a (1,01 & _ (1,60 & © (4,45 &
; © 150,7) . 119,2) [ 88,7) 22,2) 1,55) > 3,17) ‘13,7)
: 73,75 37,45 18,62 1,12 : 1,89 4,67
(42,8 & (25,7 a (9,64 a (0,88 & : (1,51 a : (2,5 a
109,0) 81,7) : 31) 1,29 : 2,50) : 8,27)
51,53 30,29 % 10,92 1,06 1,86 5,10
(39,03 3 (18,3 a (9,25 a (0,86 a (1,60 & o (4,38 a
€2,36) 38,8) 12,87) 1,16) 2,37) . 6,19)
133,5 % 100,4 25,20 1,20 1,59 P 6,34
95,13 45,9 29,8 0,82 1,69 Po2,61
56,12 ' 36,07 1 23,80 1,22 % 1,795 % 5,36
(31,45 a ® (23,153 ° (8,0 a (0,91 a % (1,47 a ¢ (3,44 a
107,20) ° 52,29) ' 35,60) 1,77 f2,34) ‘7,56
70,22 : 59,65 : 15,64 1,29 : 1,56 : 6,24
(25,66 a : (24,10 3 : (4 a (1,16 & : (1,42 & : (4,26 a
163) : 149) : 20,6) 1,42) s 1,76) : 8,7)
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TABLEAU XXXVII

Composition molaire en oses neutres de l'adialysable des

urines de différents cancéreux

Cas étudiés ; Gal ; Glc ; Man ; Xyl ; Fuc
Normal (Homme) 10 2,5 5,5 0,7 4,3
Poumon E 10 2 2,3 E 7,25 E 0,5 E 2,0

Cvesste S0t oar oms G oos C oas
Cocsophage ot o2 s oas 0 ozss
Ccims piritome | 10 23 ¢ eas | ods e .
Normal Fencue ; 10 E 2,55 ; 5,7 ; 0.8 % 4,0
Sein E 10 i 5 ; 4,5 E 0,6 ; 3,0
Covaire et s o7a f s P o0
Chews 0 2 P e oaa P oas
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- Figure 27

Excrétion journaliére des différents constituants glucidiques

des "Adialysables urinaires” de cancéreux. VNN
SEN
En pointillé, la moyenne statistique et les limites &i&‘

d'excrétion pour les urines normales.
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"Adialysables" de la diurése totale (300 3 400 mg). Dans des
conditions expérimentales bien d&finies (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 a partir de plusieurs urines de
sujets sains, hommes et femmes.

Les courbes sont établies, aprés chaque passage
- sur colonne, en effectuant les dosages, tube par tube, des oses

neutres, des acides uroniques et sialiques et des osamines.

2° - Résultats et discussion

Nous avons étudié de cette maniére 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 156) donnent des
diagrammes de fractionnement d'urines de cancéreux, comparés au,
diagramme d'urine normale. }

I1 n'y a pas de bouleversements 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. Comme dans 1l'étude
quantitative, nous trouvons des diuréses 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 I et se porte dcnc essentiellement sur les

glycoprotéines.

Dans plusieurs cas de cancers de l'ovaire, du sein,

de la vessie, il y a une diminution des acides uroniques
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Figure 28

Diagrammes d'élution sur Sephadex G-50 d'urines d'hommes

1 : sujets sains ; 2 : cancer du poumon ;
ne
3 : cancer de la vessie. fk%)

%,

N
(—————) oses neutres ; (- - - = = ) acides sialiques

(=== ) acides uroniques.
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Figure 29

Diagrammes d'élut on sur Sephadex G-50 d'urines de femmes :
1 : sujets sains ; 2 : cancer de l'ovaire ;
3 : cancer du sein.
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mucopolysaccharidiques du pic I. Pour ces fractionnements, le
rapport oses neutres/acides uroniques de ce pic I est de 9 i

12 alors qu'il varie de 3 & 5 dans les urines normales. Cette
observation, associée & la diminution de la galactosamine chez
ces mémes malades est en faveur de variations et de diminution

de l'excrétion des MPA urinaires dans certains cas de cancer.

C - CONCLUSIONS

Si 1l'état cancéreux provoque des variations dans
la fraction glycoprotidique des urines, il s'agit de modificatic
infimes, qui ne peuvent &tre 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'immunochimie. 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 antigéne,
des glycoprotides urinaires de sujets sains. Dans certains cas,
en particulier avec les sérums préparés & partir des urines
de cancéreux du poumon et de 1l'ovaire, nous obtenons des immun-
sérums "épuisés", '"mono-spécifiques", donnant un arc de précipi
tation dans la zone des az—B—globulines, contre les antigénes ur

naires de ces cancéreux. (Fig. 30 ; p. 158).

Nous avons donc espéré, pendant un moment, avoir
mis en évidence une protéine "spécifigque" de certains cancers.

Mais notre espoir a été dégu avec la suite de l'expérimentation.
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En effet, les réactions d'absorption &taient réalisées avec

des "pools" d'urines normales et nous avons vérifié & chaque
fois gu'elles étaient complétes. Ensuite, nous avons &tudié

individuellement une cinquantaine d'urines de sujets sains,

parmi lesquelles 40 p. 100 environ donnaient une réaction

positive contre 1l'immunsérum "épuisé" :

- chez les hommes, sur 25 urines étudiées,
4 présentaient une réaction nettement positive, 5 présentaien

une réaction faiblement positive et 16, une réaction négative

- chez les femmes, sur 24 urines étudiées,
11 présentaient une réaction positive, 12 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 1l'oesophage,
de la gorge, du sein, de l'ovaire, du col utérin et leucémie),
61 donnent un arc de précipitation avec l'immunsérum "épuisé".

En particulier, donnent une réaction positive :

~- 25 cancéreux du poumon sur 27 cas étudiés,
= 15 leucémiques sur 16 et

- 7 malades atteints de cancer ovarien sur 7.

Bien que la forme et l'intensité des arcs
de précipitation, obtenues entre les antisérums épuisés
et les urines normales, semblent différentes de celles des
arcs obtenus avec les urines de malades, il se produit une

réaction d'identité totale, a la fois par les techniqgques de

double diffusion et d'immunoélectrophorése en "fente courte”.

D'autre part, il semble que cet antigéne,
soit d'origine sérique car l"immunsérum épuisé" permet de révé
ler 1l'arc de type B-globuline dans certains sérums : sérums

de cancéreux et également sérums de sujets sains.



160

Enfin, nous devons comparer nos résultats &
ceux de ARON et ISAAC (318) qui ont observé l'apparition

d'un antigéne supplémentaire dans des immunsérums totaux

anti-protides urinaires de cancéreux, par rapport aux immun-
sérums obtenus a partir des urines de sujets sains. Les
"extraits cancéreux", contre leurs immunséruns "cancéreux”,
révélent un arc caractéristique qui 's'étend de la zone des

a2-globulines aux .p-globulines, en un site constant (arc K).
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CONCLUSIONS GENERALES

Une étude critique des méthodes de préparation
et de fractionnement de l'urine nous a amenés au laboratoire,
34 une méthode reproductible d'isolement des glycoprotides
‘urinaires, permettant de déterminer des valeurs constantes

pour les glucides, chez les individus sains.

Cependant, la concentratidn en acides uroniques
de notre matériel d'étude était trop importante pour gue tous
les acides uroniques que nous dosions aient pu étre d'origine
mucopolysaccharidique. Confirmant les résultats de VARADI,
CIFONELLI et DORFMAN (319) nous pouvons conclure, grice au
fractionnement de 1'"adialysable urinaire" sur Sephadex G-50,
que seule la fraction de poids moléculaire le plus é&levé
contient les glycosaminoglycannes urinaires. La moitié des
acides uroniques adialysables font partie des glucuronoconjugu
d'origine différente. ’

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 probléme du fractionnement des glycoprotides
urinaires se trouve ainsi simplifié mais il est loin d'étre
résolu car, malgré de nombreux essais de sous-fractionnement,
nous ne sommes pas parvenus a isoler des entités pures.
Cependant, par la chromatographie d'échange d'ions associée
d la gel filtration, nous pouvons effectuer un classement d'unt
part des glycoprotéines, d'autre part, des glycopeptidcs,
selon leur teneur en acides uroniques, acides sialiques et
osamines.
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Nous avons ensuite appliqué les méthodes mises
au point, a 1l'étude qualitative et quantitative des urines

de cancéreux :

a) Les dosages des glycdprotides totaux montrent
des variations importantes, qui se traduisent 3 la fois
- par des augmentations et des diminutions par rapport aux

moyennes définies pour les urines normales.

b) Par fractionnement sur Sephadex, nous ne

sommes pas parvenus a cerner les différences enregistrées dans

1'une ou l'autre des fractions.

c) Enfin, par la technique d'immunoélectrophorése
nous avons pu mettre en évidence une g-globuline, d'origine
sérique. Mais cet antigéne n'est pas spécifique du cancer,
car nous le retrouvons dans 40 p- 100 des urines normales
et 80 p. 100 des urines de malades atteints de différents

cancers.
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