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La présence de glucides dans les urines humaines est 

connue depuis longtemps, Plusieurs oses libres, on effet, ont 

été caractérisés il y a plus de cinquante ans par les ndthodes 

classiques d'analyse des sucres. C'est par de tels moyens que 

furent mises en évidence les gluciduries, pathologiques ou 

physiologiques, qui se caractérisent par une élimination abon- 

dante de sucres, faciles à identifier. 

Cependant, chez tous les individus normaux, il existe 

une faible Biiixination journalière de 1 à 2 g de glucides totaux 

représent6s par des glucides ltlibresl' (oses et polyosides) et 

par des glucides combinés des protéines (ou glycoprotides). 

De nombreux travaux 15 prouvent, Mais part la caractérisation 

de quelques oses et osides, les recherches des différents auteurs 

ne sont que partielles et les glycoprotides urinaires sont très 

mal connus. Il est donc impossible, avec les connaisoances ac- 

tuelles de faire un bilan conplet des glucides libres et conju- 

gués des urines. Il est vrai que le problème est délicat car 

l'urine est un milieu d'excrétion de composition tr&s complexe. 

En outre, les substances excrétées, les glucides en particulier, 

libres et surtout conjugués, s'y trouvent à de très faibles 

concentrations (400 ng par litre environ). Ce qui explique la 

difficultd à les isoler et à les étudier. Pourtant les consti- 

tuants de l'urine présentent un intérêt clinique certain. En 

effet, à la suite d'affections telles que les népliroses lipoïdi- 

ques, on voit augmenter de façon sensible le taux d'orosomucoide 

ou d'haptoglobine ; dans le cas de maladies du tissu conjonctif, 

comme par exenple le syndrome de Hurler ou de Ilarfan, il y a une 

augmentation massive des mcopolysaccharides acides dans les 

urines. 

Avant d'entreprendre des recherches cliniques, il nous 

a donc semblé indispensable d'etablir le bila glucidique des 

urines normales, mais en raison de la complexité de composition 

de l'urine, déjà signal6e, il est necessaire de travailler sur 

un matériel de départ défini et partiellement purifié. C'est 

* .O/ . . ' .  
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pourquoi avant d'entreprendre l'isolement des glycoprotéines 

urinaires, nous avons travaillé à la préparation d'une fraction 

enrichie en ces constituants et ddbarrass.de au maxinun des subs- 

tances étrangères. 

Le but de notre travail était diobtenir, en plus d'une 

étude des glucides libres, une telle fraction qui renfermerait 

la totalité des glycoprotéines urinairea, et de mettre au point 

un procédé précis et reproductible de dosage des tturonucofdes 

totauxu, prélude à leur fractionnement. 

Dans le présent travail, nous avons d'abord fait 

le point des connaissances acquises par les différents auteurs. 

Puis, nous avons exposé la mise au point du procédé 

de préparation des glycoprotides de l'urine ainsi que les ten- 

tatives de fractionnement de ce substrat de départ. 

Dans une troisième partie, nous avons exposé les 

applications données au procédé de préparation tant aux urines 

humaines quiaux urines de diffdrents mamniféres dans cn but de 

biologie comparée. 



1 - Les glucides libres de l'urine 

2 Les constituants glycoprotidiques de l'urine 

3 - Isolement et fractionnement des glycoprotides 
urinaires 

4 - Dosage des glycoprotides totaux des urines 



Tous les individus norniaux élininent chaque jour 

1 à T g  de glucides totaux dans leurs urines. Ces glucides 

sont représentés par des plucides libres conprenant les oses 

et polyosides, formant donc une fraction micromol~culaire, 

appolée coura~nent fraction diûlysable (c'est-à-dire filtrable 

à travers les parois des membranes de dialyse, corrune la cel- 

lophane par exemple), et par des glucides combinés à des 

protéines ou à des peptides et fornant un3 fraction macromolé- 

culaire glycoprotidique ou fraction adialysable. 

1 1 - LES GLUCI3ES IJIB'aS 9E L'URINX 

1 - L%S CSES -------- -------- 

La présence d'oses dans les urines est connue depuis 

longtemps, voir à ce sujet, ltouvrage de ELLINGE3 et col1 

(analyse des Harns) (1). Cependant, leur isolement et leur 

caractérisation furent considérablenent sinplifiés avec l'ap- 

parition de la chrormtographie . C f est MOPJTX3UIL et BOULAPTGER (2) 

qui, en 1953, appliquèrent 12s premiers à l'urine une néthode 

générale dtanalyae chrono.tographique et de purification des 

fractions dialysables des urines hunaines sur échangeurs dlinns. 

Se cette façon, los auteurs mirent en évidence la 

presence constante dcm3 les dialysats de sujets sains, les 

sucres suivants : 

- le glucose, le Îruetose, l'arabinose et le xylose 
à des taux variant de 30 50 mg/l 

- le fucose, le mannose et le saccharose (3 à 15 ng/l) 

- le rharrmose, le galactose en faibles proportions et 
des traces de ribose. 



Par contre ils n'arrivèrent pas 21 identifier un 

certain nombre de glucides : entre autres un dérivé cétosique 

migrant dans la régian des pentoses, sous le fructose et Ceux 

osides dans la zone des disaccharides dont l'hydrolyse res- 

pective fournit de ltarabinoso et du xylose (ST~ECKER) (3). 

Liélution par l'acide fornique dilué de l'échangeur 

dtaniona fournissait la fraction acide renferiliant des conjugués 

uroniques à acide glucuronique et des esters phosphoriques des 

oses. La fraction basique éluéc de ltéchnn&eur de cations était 

dépourvue de sucres aminés. 

Utilisant la chromatographie bi5i:rientionnelle sur 

papier, JiI-IITE et MSSS (4) identifiaient irn peu plus tard le 

lactose, le galactose, le glucose, l'arabinose, le xylose, le 

L-fucose, le 3-ribose et la D,glucuronolactone par le citrate 

d'aniline et le nannoheptulose, le sédoheptulose, le fructose, 

le xylulosc et le rihulose par le réactif à lforcinol. 

FLZUZY et EBE,=LhcRG (5) ont retrouvé égalenent la 
plupart de ces glucides avec des fréquences variables. FLEURY, 

îULNiGEAU et EBEA3HAIW (6) étudiant les urines de prématurés ont 
mis en evidence du lactose, du glucose et du galactose dans 

la plupart des cas et par30is du saccharose et du fructose. Ils 

signalent aussi trois sucres inconnus dont l'un serait du 

xylulose . 
Enfin i~UTTE~WN6 et 90E (7) s 1 intéressant plus par- 

ticulièrernent aux pentuloses ont isolé de l'urine normale du 

L-xylulose (environ 4 ng par litre) et de LRibulose (1 mg par 

litre), 

La question de l'identification des oses de l'urine 

humaine a été reprise en détail par ST:Z3CIG3R (8). 



II - LES 0SI33Ç ---------- ----------- 

Peu de travaux existent sur les osides de l'urine 

humaine et les résultats obtenus sont hétérogènes. 

SV~ONTRETJIL (conzsiunication personnelle) avait en 1958, 
isolé 10 osides du dialysable urinaire dont il avait précisé 

ln composition. 

La &ne année DATE (9) travaillant sur l'urine de 
fez-7s enceinte, avait 3is en évidence six oligosaccharides 

identiques aux osides du lait isolés par KUETFI (10) et IIOP.TTR-:UIL 

(11). Mais ces oligosaccharides n'ont pas été retrouvés dans 

les urines normales. 

Plus récerl-lent LUN~~BLW(I~)(~~)~ isolé des urines de 

sujets de groupes sanguins A et B de type secréteurs, deux oli- 

gosaccharides dont il a Qgalenent déterminé la conposition, =ais 

qui sont sérologiquenent inactifs. Par contre, BOURRILLON et 

GOUSSAULT (14) ont isolé un fucohétéropolysaccharide adialysable 
possédant une activité sdrologique de sp6cificité O ( 8 ) .  

Par ailleurs, CORNILLOT et BOUH2ILLON ( 1 5 )  ont mis 

en éviderice un triholoside,adialysable corlposé de 2 résidus 

d'acide N.acéty1-neuraminique et d'nn résidu de galactose. 

E=Ur:TUl!J3N et PiIETTIMEPJ (16) ont aussi isolé et précisé 

la structure d'un triholoside avec 5e l'acide N-acétyl-neurani- 

nique (2 ->3) lactose. Poursuivant ces travaux, en 1966, 

~TT'TMJI'JEN ( 1 7 )  a montré la présence de 6 à 8 oligosaccharides 

renfermant de l'acide TJ-acétyb-neuraninique et a isolé 4 dtentre 
eux dont il a précisé la structure. 



Il nous faut signaler aussi les travaux de 

BCUZRIELON, JOZUJILLOT et ÙABAT (18) sur les constituants 

glucidiques de l'urine riches en fucose. 3e la fraction 550, 
surnageant de la précipitation de l'urine par 50 p 100 
d'éthanol, aprhs dili'érontes chronatographies sur 9Zi-d cel- 

lulose et filtration sur Sephadex, ils arrivent à séparer 

des fractions riches en fucose. Jeux de ces fractions sont 

glycannigues. L'une d'elle est constituée uniquenent de 

fucoglycoali~inoglycan~ieo de poids -iolQcuiaire variant de 

1 .O00 à 6 .OCO. LI autre renf errie trois polysaccharides riches 

en fucose, différant entre eux esçentiellorent par leur pour- 

centage en fucose et acide sialique. 

i~fais là aussi, le problème a été repris en détail 

par STXEZKER (19) qui a réussi à isoler une cinquantaine 

d'osides dont il a d4terniné la composition et même pour 

certains d'entre eux, la structure (tableau 1) (p 3 ) 

r 1 

2 - LES CGI.JSTI'I1UMTTS GLYCC.iEtOTIJIQTJES SE L'URINE I 

Les glucides conjugués de l'urine, ddsign6s sous 

le terme général de glycoprotides, représentent la fraction 

adialysable des urines. La conposition en oses des xucoïdes a 

été précis& pour la prerîière fois par PjOITT-X3UIL et BOULAPJGER 

(20) dès 1953 (voir aussi I' OITTR~UIL (21). Leur étude chromato- 

graphique après hydrolyse avait permis à ces auteurs driden- 

tifier, en quantités inportcntes, le galactose, le nannose, 

le fucose, des osanines et l'acide glucuronique. et en pro- 

portions moindres, le glucose et le xylose. 



TABLEAU 1 

Oligosaccharides des urines humaines dtaprès STRZCKXR (22) 

O S I 3 E S  N S U T R E S  ................................................................. . 
I ( G ~ C  +,  ru) ; (Glc, 2   ru) ; (Glc, 3 F m )  

Glc (,> Glc ; Ga1 (+Glc ( 3 isomères ) 

: Ga1 &+ Ga1 ; Xyl (-? ;..y1 ; 3ib (-> Rib 

Non azotés : Ara<-Ara 
# 

:  a al, Fuc) .+ Glc 

f (2 Gal, 2 mic) 3 Glc ; Fuc +Glc 

: Xyl .+ Glc ; (3Glc) .+ Glc 
: 

. . 
Avec N - Acétyl- . Avec M - Acetyl- 

glucosanine galactosamine . . 
. 
: (2PTan,Glc 'VAL )+ Glc NAc : (Fut-Ga1 NaAc) Ga1 

azotés 

avec Acide N - Acétyl : . avec Acide glucuronique 
ncuraninique . 

AHILN 3 Ga1 - Glc 
(2 isomères) 

: (2 Glc AU) Glc 

: ( ~ l c  AU, Glc N-AC) + G ~ c  
(2 xso;.lères) 

UJkQJ + Ga1 3 Glc PT ,Ac ! Glc AU Glc 
(2 isomères) : Glc AU 4 G l c  NeAc . 

: ..+- 



Ultérieurement, des travaux d'ordre chimique, 

éle~trophoréti~ue et ic-munologique ont permis de determiner 

en partie la composition de cet adialysable, de la comparer 

à celle d . ~  sérum (voir tableau II) (p 11 ), et aussi de 

caractériser puis d'isoler quelques uns des g1ycoproté:-des 

présents dans les urines de sujets sains. 

Actuellement, quatre sortes de composés de nature 

glycoprotidique ont &té caractérisés. 11 s'agit : 

10) des composés d'origine plasmatique 

2 0 )  des n~ucopolysaccharides ou glycosarninoglycannes 

30) des uromucofdes 

40) des glycopeptides 

A cette étude noua avons jugé intéressant d'ajouter 

un chapitre. Il s'agit du problème des modifications apportées 

par le cancer au niveau des glycoprotides. Nous avons fait 

une très b r h e  revue générale de la question sous la rubrique 

nglycoprotéiies et cancern. 

Ce sont surtout des travaux de nature électrophoré- 

tique et immunologique qui ont prnis de mettre en évidence les 

protéi?es des urines nornales. Ces études ont en commun de 

confirmer l'origine sérique de nonbreu;i: composants de l'adialy- 

sable urinaire (voir par exenple : GOTO, SEKIIiOTO, KIYOIIIYA et 

YAIliclZOE (24) ; GXIi6T (25  ) : FilT'TE, BAK,DASSrÂILW et LO3XT ( z G )  ; 

FRLlXLIN (27 ) . 
Nous nous devons donc de faire l'exposé de nos 

connaissancss actuelles sur ces constituants urinaires qui 

puisent leur origine dans le sérum. 





Nous décrirons successivement : 

- 1 les prot&?.ies plasnatiaues 

- 2 O  les gonadotrophines 

- 3 O  les substances à activité de groupe sanguin 

- k0 lqérythropoX6tine 

Il est reconnu depuis longtemps que les reins 

excrètent nomalenent de petites quantités dc protdines. 

KOXUJER (38) fut l'un des premiers, à 12 fin du XIXène siècJc 

à montrer los protéhnes liBes à des sucres dans l'urine humaine 

normale, obtenant des Y-leurs de 22 à 78 ng par litre. 

Plus de cinquante ans plus tard, RIGAS et KTLLEPI (k5) 

montraient que ces proteinos avaiont le même comportement élec- 

trophorétique que les principales protéines du sérum. 

Par la suite, ces résultats furent confirmés par 

d t  autres auteurs (BOYCE, G&?V3Y et MORFLEBT (3c) ; Mc G k C ? Y ,  

SEECN et ROSE (31) ; WZBB, ROSZ et SEE:-T31i ( ~ 2 ) .  A peu prés & la 

mêze période, il était démontr8 que ces prot.8Anes urinaires 

contenaient bien plus de glucides que les Tractions correspon- 

dantes du plasma ( B B X G G ~  ( 3 , )  (34)). 

%:ais ces dernières années, le développement des 

techniques d'imunologie, dficl;;runo-électrophorèse, dlultracen- 

trifugation et de diîîusion libre a permis une identification 

plus ?récise des composants plasmatiques de lturine (GRANT (35); 
PATTE, BAL3ASUAI3E et L02W (3 0 )  ; KEUTEL, lEIERI4fiTN et LIEET ( 2 : ' )  

BISTRTE, HAVBZ et LIAYEIILLEVY ( 3 5 )  ; HE%3I1A?TS, VAX2ijTAN et F;I~:XELN+TS 

( 3 4 ) .  ) 

Zn particulier B E R G G ~ D  ( 4 ~ )  (41 )  ; KAYXLC-LZ:VY (42); 
VAERPIAN et 1-IEREi-APTS ( 4 3 )  ont bien éclairci le problb.xe. En 
accord avec de nombreux auteurs, ils ont caractdrisd : 



1 - la pré-slbunine de SCE-rJLTZZ ('-24) ; riche en 

tryptophznne 

2 - la sérum-albuzine qui se:-~ble identique à la aérurx- 

albumine plasmatique ; 

3 - des -?-globulines qui constituent la fraction la 
plus im~ortante ; 

- 1'  lipoprotéine ; 
- 1' .Tséronucoide ou orosornucoide 
- ln principale .7globuline ( lantitr7rpsine) ; 

- la céruléoplasnine, 
- llhaptoglobuline ; 

- ynacroglobuline ; 

4 - des j3-globulines : 
- la sidérophiline ou transferrine ; 
- la J31Aglobuline ; 

- l e ~ ~ ~ - ~ l o b u l i n e s  (exemple : )3 globulines) ; 2 ~ -  
5 - le fibrinogène ; ne se trouve pas dan* toutes les 

urines ; 

6 - des f-globulinos 
6.- globulines (exemple : ~7S-globulines) ; 

En outre, C O 3 J I E L O T ,  SOUX.?ILLON, 1,iICHOPT eé GOT ( 4 5  ) 
par fractionnement sur Séphadex (G-'75 et G-100) ont isolé une 
$-globuline de constante de séciir~entîtion 3, 5 S i  différente de 

la r7s par lo poids moïkouïaire et ses caractéristiques innuno- 

chimiques. Son origine est encore hypothétique : les auteurs 

la rattachent cependaat provisoirerle~zt aux globulines sériques 

en supposant qcfelle en est peut-être un produit de dégradation. 

Enfin, BERGG~W (if.?) en 1964 continriant son explora- 
tion des protéines plascatiques de l'urine a identifié cinq 

nouveaux constituapts : 

- la glycoprotéine % - Ba 
- la glycoprotéine $ - Zn 
- le flgroup-sp6cific component" r 

- llhémopexine ; 
- la Fis - globuline. 



B - LES HOmIOE.TES G C N ~ O T 2 O I B S  

Les urines contiennent d'autres glycoprotéTdes qui 

viennent du sang. Ce sont par exeinple les gonadotrophines. Il 

y on a une seule quo l'on trouve en grande quaztit& dans les 

urines : c'est la gonadotrophine himaine du chorion, qui est 

présente dans les urines de fonne enceinte. Elle a surtout été 

étudiée par GUZIiT, BA3N1IAIJ, WILSOiJ  ( 4 7 )  ( 4 8 )  ! h5) qui l'ont 
isolée par adsorption sur l'acide benzoïque suivie d'une ex- 

traction à l'alcool ou & l'acétone. La préparation la plus 

active est honogène en électroph_oxèso pH 7 et s6dir:ente en un 
seul composé à liultracentrifugation. 

GOT et EOJXRILLON (!50), après avoir fait agir la 

neuraninidase sur le gonadotrophine postménauposale hunaine, 

concluent que l'acide sialique est une partie essentale de ces 

nolécules.. 

Des substances spécifiques de groupes sanguins ont 

&té isol6es des urines (PREUGEI~B~XG et EICE~EL) ( 3 1 ) .  Leur acti- ' 

vité, en particulier cellddes substances se rapportant aux 

groupes A et B, 3 &té nia 8 en évidence par KIIJG, ZITLLTEJ et 

BOYCE (52 ) ; KIPIG, ?IELWST, G003i.;PiT et BOYCE (53 ) . Ce sont S e s  

glycoprotéïdes qui renfer.i:erit j u s q ü f &  CO p. 100 de glucides 

totaux et qui sont essentiellenent constitués do galactose, ùe 

fucose, de N-scétyl-glucosar?ine et de M-acotyl-galactas~mine. 

D a n a  le song et l'urine dthon9es et citruiinaux atteints 

diané-ie, il existe m e  substance qui stimule l'érythropolèse. 

HG9GSON et LOEA (541, furent les preniers A montrer l'activité 
érythropoTc$tique des urines. Ce résultat ft~t retrouve par de 

nombreux chercl-reurs c a i c  seuls, ECIJGSCN, F333T'TA, YUYIL3VIC73 

et 3ÇESUCE3 (5 5 )  ; EC3GSCl i ,  FlLHI33, F3iLTSA,  !I;SIT~CL-~, AXAYA et 

DINAP4h1iCA (5:2 ) ont iscld, par extraction alcoolique une substance 

adialysable, qui possède une activité 2rythrosoïétique et ren- 

fermant uïle hexosanino, de l'acide N-acétyl-newraminique et des 

hexoses. 



II - LES TIXJCOPBLYSACCEk31?-:3S AC13ES ............................... ................................ 

L'urine renferL:e des :i~ucopolyosides acides identicnxes 

à ceux gui ont &té isol6s, depuis une tr3ntaine d'années, dv 

tissu ~on~jonctii. Il s'agit de polysaccharides constitués 

par une longue chaine résultant de la Hpolymdrisationm d'une 

unité disaccharidique compos6e d'une rrioléc~~le dtoszrnine et d'une 

molécule d'acide uronique. A l'état natif, ces ~lucopolyosides 

acides sont conjugubs à des protéines par des liaisons O - 
glycosidiqt~es de la &rine et d~ la thréonino. 

Le caractère acide est donne à ces osides par l'acide 
uronique et en plus, parfois, par l'acide sulfurique qui se 

trouve fixe sur les unites disaccharidiques. C'est ce qui ex- -. 

plique que les mucopolysaccherides acides se trouvent presque 

toujours sous la fosne de sulfate. 

Jusqutà prdsent, les mucopolyosides suivants ont ét6 

isolos du tissu conjonctif (voir tableau III page 16) : 

1 - Les acides chondroitino-sulfuriques : sont au 
nombre de trois. Deux d'entre eux sont co:~pcs&a 

d'acide 9 - gl~rcuronique et de 3 - galactosnnine 
et, suFv.znt ].es -1oda1itSs di liaison avec l'acide 

sulfurique, se subdivisent en : 

- chondroitine - 4 - sulfate ou chondroltiPie 
sulfate A 

- chondroitine - 6 - sulfatc ou chondroitino 
sulfate C 

Le troisième est l'acide chondroitine-sulfurique B 

composé d acide L-iduronique et de 2-galactosanine. 

Il est encore appelé dernatane-sulf ate et P-h6pa- 

rine. 



M A T  

$4 
O 
.rl 
-P . rl 
a 
O 

O 
U 

I 

.ri 
L Gi 

5 
rl &O r l  b.2 3 9  au =J O 

r l a l  ri 
a, a, a, %O+ L? 
a ~3 6 cd 
-rl .ri .rl a ,W O, 

O 
$ 4  

o ari ;d 
4 Ti 9 a d  

r i  C d  c d  Ccd fieil? 



2 - L'acide kCrato-sulfurique contient du D-galactose 

et de la 2-glucosenine. 

3 - Lrh$parilie q i x i  est fornée de 3-glucosanins et 

d'acide 3-glucuroniquo conjugu8s avec de l'acide 

sulfurique. 

A côté de l'héparine, on trouve l'héparitine dans 

laquelle la glucosamine est N-acétylée, tandis qu'elle est 

N-sulfurylde dans lth&parine. 

4 - L'acide hyaluronique constitré de J-glucosamine 
et cl 1 acide 3-gl-2 curonique . 

La présence dans l'urine humaine d'acide ckondroitine 

sulfurique dan:. des complexes rnucopolysaccharides-protkines 

se:liblableç à ceux du cartilage fut dS:iontrae dès 1895 par 

MOXETJER (5)) .  Par la suite, de norlbreuses néthodes de prépara- 

tion des mcopolyssccharides acides furent nises au point 

(voir SOAS ( 5 2 ) )  gar exerxple p r  l'acétate c?e plonb KOBAYASI ( 5 9 )  
la bcnzidine chlorhydrique -'.STLTJP (6~), par 1 ' othanol TfdQ4 

et HCRSZ'ALL ( 611, par lt acide benzoïque: Ai\T3?32SON e t  iiiAC LAGAJT 

(62). Mais les fractions obteilues faia~ient partie S'un nQïange 

et il était difficile d'en sdparor les m~co~olysaccficridos. 

C'est ainsi quc L>I dZi<:~U:T33 et T ~ I G I -  ( 6 ; ) ,  S C O W  (64) e t  ~QT'I'ONO- 

POULOS e-t coLL ( . ; 5 )  les ont prbcipitléspar les sels dtaru~onium 
quaternaire, nais snn3 arriver à un r6oulta.t parfait puisque P 

kdratzne sulfate restait en solution. 

C'est en conbinant plusieurs procédés de précipitation 

que récennent, lcs auteurs sont pc3-rvenus A un isolenent satis- 

faisznt de la frzcZion mucopolysaccharidique, prélude à leur 

identification. 



Ce sont los travaux les plus r6cents qui ont porté sur 

le probl$ne de l'identification. i~ctuollenent, on peut les 

classer en trois cat6cories* 

a) Identification d'après la nobilitk électrophoré+:icjue 

HZ.33T;rLPJG et Vrl3Ri!i~lJL> ( 6 6 )  utilisent l' é.lcctrophor&se 

sur papier, BLlTI-:ET.JS ( 6 7 )  l'électrophorèse sur gel. S Z B C  et 

3CBOZ - ZINSTL.117 (65) ainsi mue iJM?TO (<> ) ont de bons résultats 
en employant l'électrophor&se sur acétate de cellulose. Les 

révélations ocnt faites soit par le bleu alcian soit par le 

bleu de toluidine. 

b) Identification par c5ronatographie sur colonne 

Iwi.l':3YST! et al ( 70) ont introduit l'utilisation de la 
-, chromatographie sur Qchangeur d'ions avec la ùowex 1 -- k .  Par 

la suite, la riéthode fut reprise par de nombreux auteurs sur 

Ectéola-Cellulose et 32A3 - Séphadex ex utilisant des éluants 
(tels le chlorure de sodiui? avec ou o m ç  acide chlorhydrique) de 

mjlarité ou 3e  force ionique croissante (voir par exe~~ple 

APJS3TI-l e t Lr:UlXEPTT ( 7 1 ) , S C I 3  -1.- T ( 72 ) ICILLSY et ;1 ( 73  ) , 
iUJîUNOPOULfiS et al (74  ) . --. 

c) Identif icatiori par des ~6t2odes enzymatiques 

Bllea sont nombreuses, nais la plupart des auteurs 

utilisent la hya-luronidase et les chondroit inc-ses . 
10) la hyaluronidase testiculaire : elle agit 

spécifiquement sur l'acide chondroitine sulfurique A et C et 

sur 1 ' acide hyaluronique . 
20) la hyaluronidasc bactérienne : elle agit 

seulement sur l'acide chondroitine sulfurique B et l'héparine 

L I K I R  et 'T%-<?Y (7 5 ) , LIP\GS:3B ut al (76 ) 



30) les chondroitinases spécifiques : elles 
agissent sur les acides chondroitine su1fu:-~ique et sur l'ache 

hyaluronique . PJJAY~S et H,>JSZPT ( 7? , 530WJ3SS ( 72 ) . 
Notons que les glycooaminoglycanne&e se pr6sentent 

pas toujours sous forno libremis sont souvent conbinés à des 

protéines - * b J A W I ,  CIZQNELLI et DOL<FI'JN (79) ; KAO, 9IZ:9R, 

CJLTiS0f.T c t bxC GAVACK ( U 0  ) . 
Il faut alors les dissocier par un traitement à l'al- 

c ali dzns des conditions douces . L&T3.Z:?,SOiJ, HCFFI<iJJ et I4TYTX (8 :) 

Ltassociation de ces differentes néthodes dfisole;xent 

et (l'identification a conduit aux principales méthodes de 

fractionnement qui suivent : 

a) KZLEEY, I O N C E T  et GI FX?iriiUJTE ( 8 2 )  ont repris la 

m6thode de pr6cipitation par le bromure de cétyl-trir3éthyl- 

a q ~ o n i u n  (ou c ztavlon) de ::II PZ.2:('dJJTZ (8: ). Ils en ont inontre 

11h&t6rog6n&lté. 11s rsour:ettent donc le mélange obtenu & la 

chromatographie sur Dowex 1 5 2 puis sur ECTZOLA - cellulose. 
Ils obtiennent ainsi 1 0  pics, susceptibles d:êtro sous-frzction- 

nés selon le degré de sulfâtntion des produits. 

b) V~i!:uli,I, C I F ~ ~ ~ ~ L L I  et SCLIS; /IE.T ( 84) apré rj Cli~ination 

du ruocclïdc de Tfu et EI3S?'î-,LL ( 6 5 )  nssocic*nt la filtration 

sur Sophadex G-50, à la pr6cipitation par 12s sels cuivriques 

et à la chro:~latograpYie sxr Sowex 1 su.ivf d'un fractionnei.?ent 

par gradient cie  concentration en NaCl (voir figure 1 ;page 2C). 

Ils Tcttei~t ainsi en évidence dais  les urines de sujets 

sains, avec leur r4pastition tous les glycosanin~glycanneç du 

tissu conjonctif iaaï:: aire à ltexcaption de l'héparine (voir 

tsbleau 1V;page -21). 3e plus les auteurs ddr~ontrsnt que  l'acide 

chondroitine sulfurique saus f or,::e aono-sulfaté - c îcrrqé :le 

Lragments de -otite taille noléculaire d o n t  certains sont liés 

par covalence un peptide. 
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# P c) 3es rdsultats conparables avaient 6tS obtenus ?recel 

dement par 33AT1TSOM et 3AL3XBT3S (8- ) mais ceux-ci ne donnaient 
pas la composition cent6ainale des glycosôoinoglycannes nais 

seuïer~ent leur caract6risation qualitative. Leur fractionnenent 

est basé sur la précipitation 6thanolic:ue st lt&lectrophorèse 

de zone, Il est schématio& dano la figure 2 (page 23). 

d) Tous cos travaux sont également rapprocher 

ceux de SF.FLfdJ"JEIZ, TCDT et WII22EiTlJT ( 8 9 )  gui précipitent les 

glycosaninogPycannes par le C4tavlon, les f~act5onn~nt sur 3owex 

1 et parviennent identifier les ciifferentes chondroitines par 

action des hyaluronidases, 

e) Enfin WXSSLiXI ( 9 8 )  a proposé une méthode dtidentl- 

fication des glycosaninoglycannes sur de 2etites quantités 

d'urines. Il utilise la chronatographie sur ECTTOLA-Celluloaû 

et parvient à separer les composés sulfates des coK;.ipos6s non 

sulfatés. Les résultats sont conparâbles & ceux de 31 P37:?dUITE 

& RICR (91). lCais une partie de glycosailinoglyca~nes est 

perdue au cours de la yréparation. 

Les acides chonaroitine-sclfuriques -- 
En 1914 S!JTLSTTG ( 9 ~ ) ~  f ~ t  ltcn des prer~iers à signeler 

la pr6aence de chondroitine-sulf~~te dans les urines de cheval. 

Far la suite, en 1933, YkG?F!2NTJ-=V et PYXLZWEIG - ( 9 ~ ) ~  puis en 

1338, KOBAYRSI (94) socpçonnont Pa pr8sonbe de chondroitine- 
sulfate dans les urines hucaines. KXR43Y ( 9 3 )  en 1945, utilis2nt 
la methode de procipitation de l'héparine d r A S I R U P  (96) isole 
un conposé, mais n'ose affirmer ru'il s'agit do chondroiti.no- 

sulfate. 

-rr\ En 19 5 9 , h ~ F Z i  ;13.36 '"JASRI e t H?CKTE.2!JS Y (971 séparent 
do l'urine, par électrogkiorBse, trois CO-?posés, L'un d'entre 

eux est probablea;nt le chondroitine-sulfate. 1:ais ce n f c s +  

pas encore urae certitude, 
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ProcédQ dlisolement des glycosaninoglycannes dans les 

urines selon BERXIJSON et ;3ALFERF,XS ( 7 8 )  



Par contre sn 1956, dI ii'X:%NdTE et ZICE ( 9 / )  isolent 
un mucopolyoside acide c p i  serait identique au chondroitine- 

sulfate du cartilage nasal du boeuf. Farallelenent Ues expr:rien- 

ces prouvant que le chondroitine-sulfate est excrété par les 

reins sont publi@ea par 3 Z I ~ ~ ~ I A T K O W S K I  (100) qui injectant & 

des rits du radiosoufre s~~ lié au chondroitine-sulfata le 

retrouve dans les urines. Des travaux similaires, nenant aux 

mêmes conclusior~s, sont effectuQo par JOLI-X~UIN ( ? i A )  et XICH (103, 

afautres auteurs mettent en 6vidence cette excrotion rCnale en 

injectant par voie intrcveineuae du chondroii;ine-sulfate qu'ils 

r&cu=~&rent ensuite dans les urines (travaux de POUId-AN (103) : 

SIXEI et K3RBY (104) ; 3CATLA.N et iGZY3R (109)). 

Enfin, réceinment en 1967, V A i - ! I ,  CIFONXLLI et 9O-Wl4SiN 

( 106) en accord avec les travaux de B3XTT-JSOM et 3ALFZR23S ( 107) 
mettent en hidence, du sulfate de chondroitine A, 3 et C et , 

égalecent de chondroitine non sulfats ou faiblenent sulfatd, 

Les mêmes rdsultats semblent être retrouvés par S P R ~ ~ G 3 2 ,  T O L J  
'. 

et ~ 1 ~ 3 5 1  lil!lG (1&). Il est bien démontr6, à pr6seiit, que les 

urines renferment surtout des sulfates de chondroitine A et C, 

et de faibles quantit6s de sulfate de chondroitine B. 

2 - L'acide khreto-sul-urlque 
S C  et L E  3 ( 1 O )  ; SFL=u(dTU:X, '1'03T et 

WIEL'ZiXNN ( 1 10) ; VI:-VdI ,  CZI-tlITELLI et SDR!JÀIr'lr.J ( 1 1 1) ont signal6 
la dans l e s  urines, d'une faible proportion de kérato- 

sulfate. 

Juoqu 1 a la rc  t rav2.u:: de B 32ElTSC16 et 9liLFER il:S ( 1 1 f , 13. 
n'y avait aucune preuve certaine de la yr6sence normale d'h6pa- 

rine dans les urines, bien que des substances 'anti-coagulant&s 

aient été décrites dans les urines de lapin (BEINERT et IrJIPTT2T-tS- 

~ 3 1 ~ )  (1 13) et dans les urines hu-mines (ASTSUF) (114) ; 

(ROSENPZLJ, IJ3UEZCB et ~;~~S'L'EL) ( 1 15 ) . 
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D'ailleurs la aise en évidence dlhOparine -dans les 

urines est toujours lide à uns injection intraveineuse (par 

exe~p2e travaux de Z3IPJERS' et WLPTX"J-RST%IFJ) ( 1 1  6)  de COZL2Y et 

SCI-QJZJO2T ( 11 7 ) ) .  

L'excrétion urinaire de llh&parine est d'autant plus 

difficile à prouver qu'il a éts dérnontn.6 qu'elle pouvait ôtre 

détruite "in vivoH par l'hépasinase (JJLQUES) ( 1 1 ; ' ) .  Si elle est 

excr6tée, elle 3eut donc l'être sous la forne d6 ses rn6tabolites 

( A S T R U ~ )  (1 $9).  Un de ceux-ci draillvurs a été caractérisé corsue 
étant l luroh-éparine ( 2 x 3 ~  et Si'LW3S ( 1 29)  ; JO3PGS et GuS3LL 

( 1 Ci 1 )  J;'.QUES, Nlq2;IE et LEVY ( 1 22) ) . 
F?&cerr?nent, BETiET.JSOET et >f-LF5:.XS (12')) ; SFZM.TV33, 

TOLT et WIE3.Zi'IJJIJ ( 124) ; illLP&:I, UILCITNELLI et 3tFflf2fE-T (125) . 

ont nio en 6vidence de faibles nuantités de l'héparine-sulfate 

dans les urines. Leurs travaux sont en accord avec ceux de 

LITTKER) TZ:èiti et TZLL:J=R (126), ce qui s e m b l ~  confimer la prd- 
sence d1hCparine-sulfate. 

4 - L'acide hyaluronicue 
L'acide hyaluronique existe peut-être dans les urines. - 

%ri effet, 31 PEi'L1UJT';C et -7iICE (127)  ont isolé des urines un 

composé ~mcopslyosidique acide qu'ils avaient identifie au 

chondroitine-sulfate. Tiais la hyaluronidaoe agit sur ce cmposé 

(71 FEKQ~TTE) (128). 53t llanalyse chronatographlque sur ZCTEOLA 

des fractions obtenues ser;2blo prouver qi"i.1 s'agit de l'acide 

hyaluronique (31 FEEI.3iVJTZ 1942) ( 12 9) . 
Par ailleurs, SPFLUTGE3; T03T et W123311JJTTg ( 130) ; 

VJL2idlC, CZ?ClTBJ:3LLI et DOiw~ SJ? ( 1 31 ) , par chroi.~r*t ographie sur 
Dowex 1, suivie d'une élution par NaCl, sont parvenus à carac- 

tériser aussi l'acide hyaluronique, nais en tr&s faible qumtit6, 



Tous les glycosaninoglycannes caract6riads dans le 

tissu conjonctif ont pu êtrc ois en évidence et neno dosés dans 

les urines, Ils existent en quantités variables et leur présence 

dans les urines est saras aout+ reflet du m6tabcais~ne tissulalre, 

Ltimportance dcs glyc~saninoglyc~~ûs est donc inde- 

niable &fi point de vue clinique car des troubles netaboliques 

au niveau [lia tissu conjonctif vont se rjpercuter d ~ s  les urines, 

III - LES U;i(?l,TCCOIDES ---------------- --.----------a--- 

TAD1:i'; et WCXSFJLL (132 )  ont isold des urines huaaines 

par prCcipitation éthanolique, ou par rclargage au chlomase de 

sodiun 8,58 Pi ou encore par ultracentrifugation, un mucolde do 
6 poids noléculaire tres Qlevé (7 x 1 0  ). Il possède la propriété 

de se co3biner avec les virus de l~inSluenza des orei1.lons et de 

la maladie de MJWC:ISTLZ, et d'inhiber ainsi la roaction dthQnag- 

glutination entre les hgmaties et les virus. 

En 1952, &>A et Gcir?\SCt!aLlC (133) ; GOTTSCHALK (134), 

utilisant une riorlificûtion de la ;'i.&thode de TAii'l5 et FIOXS~~RLL, 

isolent une glycoproteine qui inhibe la réaction d'hénagglutina- 

tion du virus de l'influenza, Zlle est donc assimilable au 

mue o ïd e de TAiLI:.~ - et I-:C2§,FALL. 

LF- composition en acides aminés a été &tudi.de en 

particulier par iiiAXFIZLS et STSFANYE (135) et précisée dans le 
tableau V (page 27). 

La cocposition en glucides a étL établie dtaprès les 

travaux de GOTTSCELPILIC (136) et ODIN (137). Llaki.de sialique a 
été identif26 à l'acide N-acOtyl - neuraninique par KLDTK et 

col1 (138). Les résultats ont ét6 rassez1bl6s dans le tableau VI 

(page 2% 



TABLEAU v 

Composants 

r -- W -.YI- ' -- - -  -*w------ -VA-- - -IL*---- -,--uI_ -.-- 
1 

. 0 

1 . : Nombre de résidus 
1 :  esi id us en : par masse molécu- 
I 

* : laire ~.~inirnzm 

1 t 28.100 
! ,---,-,--------------------:--------------------:-------------------- 
1 

1 

I Alanineé 

Groupes aridés 

Arginine 

A c i d e  aspartique 

Cyotine 

Acide glutamique 

Glycine 

E i i  s t idine 

Isole.iicine 

Leucino 

Lysine 

146 thionine 

Phenylalaninô 

Proline 

ÇcSrino 

%r6onine 

Thrypt ophane 

Tyrosine 

Valino 



. 1 . . Goynscl-LdLI: ( I I $ ODI?? ( 1 j . c )  
1952 1952 

1 
1 

----------------*,,---------------&-*----.------------------------------ 1 
:prkipitatioliljrelar~age :Préparr t ion  modif i e e  :6thanoliclue: par C1SJa :selon A9R e t  : C e n t r i f u 2 ; ~ -  

: GOTTdCaLD ( 143) : : 0958 hf . t i o n  
;--------------------:-----------:----------:----------- 
: . 

Oses "neutrcsl l  : 8 , l  . . 
Galactose 5,4- . . 

i 
1 

. 
Ivîmn ose 297 . . . 
Fucose 1 1,l : 

/ . 
xyz'o s e : t r a c e s  (noins de : 

2' 

. . . 
** . 0,04) : 

6 "' 

1 
Hexo s a~:i-n e . 7 ,5  . G,L$ O 9,LC : 

) 

1 
Bcide s i a l i q u e  : A c; . 9 , l t a j  1 

,,#*.' 9,2 b) . 

Dosage paz l e  r 6 a c t i i l  ù e  BIAL diapres :LZlKEF, e t  ODrCIT (1h:h) 

D o s a g e  par l e  react i f  cllXIi;';GICB d f  -i.&s iiERlT2E et ODIN (il;,?) 



U n  vo i t  q u ' i l s  varient  selon l e s  auteurs,  e t  1 ' 0 3 - 2  peut se  

demander s ' i l  ne s ' a g i t  pas l à  d'un nélange. Efi e f f e t ,  bien que 

c e t t e  glycoprot6lne se  comporte en &lectrophor>se (PZLT~L~I~TW, 

TAi<I!T e t  '~PO~SFALL)  ( 146) e t  en u l t racent r i fugat ion  (TA i,:, BUGFLZR 

e t  HOWSFALL) ( 147) cormm une substsznce lzonogène, il apparalt  

fr&cyuefment, en i r ~ ~ o 8 l e c t r o p 3 0 r & e e ,  de- arcs.  Et à l 'heure  

ac tue l le ,  an ne s a i t  pas encore s l i l  s l a g l t  de deux cornposQs 

d ia t inc tu  ou simpleiaent de fornea polynères d i f fé rentes .  

!.Gais quel  que s o i t  1e ddgr6 de pureté des prépara- 

t ions  de TM35 e t  HG::S7&L, Itir~.rin.06fect?rophorèse rncntre qu% 

n ex i s t e ,  aucun groupevent aritigé~~iq?ms conmm avec 19s sé rom-  

cofdes : l e  nucoPde de TMG# e t  EIC.2G;i'AZL provient du t rac tus  

u r ina i re  ( GPXJT ( 1 C-l) ) ; 'JXt;Z3?,.ATT e t  T--'i'7nL &-->-.- A ~ ~ ~ A ~ T E  ( 1b9) ) . 
C ' cet 

glycoprotéhique 

Aonc, jusqu'à prksent 

i s o l é e  des u r tn sç  q u i  

l a  seule prdqaration 

~ngr i t e  l e  non d 'urozucoXds 

i' 

Les urines 1.x iaines renf erc~ent un nombre assez 

important de conplexes glucidlques de noids noldculaire r e l a t i -  

venent f a i b l e  ( in fé r i eu r  A ~ ~ , c c o ) ,  caractErist iques par l e u r  

grande r ichesse en glucides. de t e l s  co~pos6s ont 6%é appelQs 

glycopeptides psr  les premiers auteurs qui l e s  o n t  &tu-5-63, t e l s  

B LIX ( 1 j ; ) g ~C'US~I ILLGPJ ,  SC*, CC;CiPXLL,O'i' ( 1 5 1) g BC'J :,CILLOIT, 

S O T  e t  P'IC1TCPT ( 152), i3AKOT.!C'XI et aï. ( 153 ) . Ils sont a s s i m i l ~ ~ b l - -  - 
2ux rz~ucosqcchûrides de JII!Z'EIMXTT ( 5 5 k  ; 155 ). 

3 > a u t r e s  auteurs l e s  appellent glycoprot&nes r.i,zis 

ce terme e s t  impropre dtant donna l a  p e t i t e  t a i l l e  de ces 

co~poaés.  C e s  produits sont ceux par exazple, de l a  Pract5on 

UFO de BOYCE, I;IPJG, L117'?L3 e t  ALiTOi! (156) au cours de l eu r  ten- 

ta.Dive de f rac t ionne~.~ent  ( v o i r  f igure  3 ;  p 46 ) e t  des f rac t ions  
O 

B e t  L e t  B::RGGA~<J (157) (vd i r  figure 31; p 52 ). 
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DtaiPleurs de ncmbreux auteurs, au cours des diverses 

tentatives de fsactionnenarsts isolent des fractions riches en 

glycopeptidea i nab  sse~lament quelques uns sant homogènes, Ics 

autrec &tant obtenus sous fome de pr6pâratlono enrichies (pr 
exemple i travaux ds KACI etcl.033 (15. ' )  8 BOTJTCtlLLON et col1 ( I G .  

9 ; 161 1 

Mous nous çocc3ea donc limité Q l'étude des glycopcp- 

tides qui ont et6 préparés dans un état de -ilreté suffiea.nt -pour 

être caract6risS cki~bquenent. 

L@s cbrzpfsxes  à fizcass ont beaucoup ratenu l'attention 

jrtsqut& présent . LUET2BLAZ ( $52  ; $63 g 164) a mis en dvîdemlce 

szl, particufier dans la fraction C ultxafi l tsable  et nofi dialysa- 
O 

b5e ae B E I . W m  ( 7 '51, par gel f iZtra-i;ion e t  6leetrophorèso de 

zons, trois ,e;lycepeptidea sokckzaïs en fueos~o, qu'il appelle 

*ga et % 

Ses fucoglycopeptides ont une ~ o ~ ~ p o s i t i o n  p~ocbe des 

=tigknes de groupe s:aguin r=ltiis sont s&rologiqurie~.t inactifs. 

71s sont à rap2roclîc-r des Practions obtenues yar KPlTC* et c o l 1  

( 1 167) qui ont, par contre, une activit6 sérologique de 

groupe sanguin. 

Ils ont ét6 beaucoup noina étudiés que los préc&dents 

et ont surtout d t é  obtenus sous forme de fractions riches en 

filtration sur g e l  de dextrnn. Oest ce que nettent en évidence 
O 

l e s  traveux de BOUI-tRILLOPT, CO~tPTILLOT et GOT ( 16tJ), £33-'GGATS ( 165) 



Plus tard, BOFTWtILLOlJ, CORITILLOT et 3431'1.T' ( 1 CU) sont 
arrivés à isoler deux fractions h&térog&res n e i ~  coatenant os-  

sentiellenent des glycope-tides* Ceux-ci sont richos en acide 

sialique mais pauvres on fucose. 11 est ~:~ziileuss int6rcnaant 

de noter que les fucoglycopoptidec isol6s jueçjuf& pr&'-sent contia* 

nent au contraire pou ou pas d'acide elaliqno, 

E h f  in r6conrcnt C&2:RION, BOUZS,ILLOIJ et C ~ L B ~ Z A ^ I  ( 17 ! ) 
sont parvanus & isoler r;cn s3ialoglycopeptîdc bor:~ogQne soluble 

dans lqétkansl à 542 p 10G et de poids rioLQcuLnfru aitu6 entre 

5 et 10.QCd.2. Il cant5ent 30 p 1053 d l a c i s a  PI-acdtyl-neûraninique 

qui oet le eompoaant magous, 2T p 100 G1hhexosos ot 12 p LOD 

dFhexasa&-i,inia8L Sa cs>apoa%.f;ion, giucfàlque est vcieine dos 

substances de groupe sangab  1.; et IJ. Dtagr&s les zuteurc, ~216 

origiae tissu2aise serait la p l u ~  waieemblabZa, 

Zn dehors des deux categories exposees pr6c6deA.iirc,r-it, 

il existe de noxxbreuses préparations de glyco~cstLdes. Farni 

celles-ci, nous zvone retenu les plus caractSristiques. 

1 - En 1959, 1-ASAiXJNL: et al ( 172) préparent par 

chromatographie à &change d ions a-~ec gramlient 

d161ution, d i x  conplexes pe--bides-silcres, carac- 

tdristiques pzr leur richeeee en gl2~cides et leur 

faible poids :aol@culaire. Ils appellent ces 

ucide est ap2elé "K - nucopolypeptideN - on le 
trouve 3;:.ns les urines de canc6rcux et il uerlble 

en être une caractsristi-uc esçentielle~ent dans 

2 - EUKQviO:.<I et al, ( 173) procédant paa- prgci7itations 

A lt@t'r,ancl puis & 11ac6tate de ylorh, suivies d k s n  

Fractionne:--vnt sur 2owex et purification sur 

Séphüdex M&T, isolent trois glycopentidûs apyelés 

U g p  1, II ct III* 



, 
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Ils ne contiennent pas d'acide sialique. Deux 

dtentre'eux, n'ont pas dlosarairies nais tour; trois 

renferment du glucose (tableau VI1 ; p 33). Leur 

cosposition les rapproche de composés existant 

dans les tianus comme l'aorte. 

Plus tard, i2AV FfiZ et J 2 V C i J S  (174)  obttennent 

sept fractions glycopeptidiqueo par fraction- 

nerent sur Z6ocarb 225 ci; filtration sur 

Lephadex G - 2 5 .  71 sewble qu'il ' 7  ait pour cer- 

tains une association avec les pigments usinai- 

res . 
Puis pûr électrophorèses auccessives, ils 

arrivent à isoler deux glycope-tides riches en 

osa~i~les, s~2.s acide uronique. EUkG G U 3  et 

JEVOPJS ( 175 ) . 
4 - Litautres co~~posés de faible poids mol6culaire 

à osanines ont été décrits par F3CKA.N (I~L), 

B;3&A ( 177 ) , VERMOPJSEK et BT)&C!A ( 17b ) . C e  sont 

en fait des c~élangeç droligosaccharldes et de 

glycopeptides qui dialysent pour la plupart de . 

ceux-ci. 

5 - C152IlIPJJ et aXA.SFiAK3TSEn\iATJ ( 175 ) ont décrit un ' 

glycopeptide intkrsosant par sa richeeso en 

acide urnnique et par la présence drhydrsxyprol~- 

ne et de snrcoaine. Ces de= amino-acides posent 

des problèmes sur son origine : la présence de 

proline et dlhydroxyproli_ro oevblerait iiidiquer 

qu'il ~rovient du collagène, nais la précence 

de sarcosine, inexistant cians le collagène, 

serait en faveur d t u ~  autre complexe glycopro- 

tidique . 
BCU~~VILLOM et VSWAX (100) ont 6galement trouvé 

deux glycope-tides à hydroxyproline, soli~blos 

dans l'éthanol à 50 p 100 de poids moldculaire , 

situé entre 1.200 et 1 . 5 0 C  et contenant 35 p 100 
de glucides, 



Composition des glycopeptides de W C O i ~ ~ 0 4 I  (181 ) 

: U g p  I . ugp II : Wgp XII 
: 

- - - - - m e - - - - - - -  -------------- ------1----11-1 

b . : . 
A s p  
e-lx 

Ser 

G ~ Y  

Al ta- 

Thr 

I I i  O 

: eoriposition a cci:position 
' 

que ugp I : quo ugp XI 

Pro 

: Val 

Leu 

Glc Glc : Glc 

: Glc PTE2 

F5thyl pentoses ( b )  

EoxoscinLnec ( c )  

A c i d e s  s iû l ique i  

(2) en palCC de glucose 

(b )  en p.lOC de L-fucoso 

( c )  ex-. p.lÇS de glucosamine 
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6 - Enfin, tout r&ce~.rcent, BASV (1U2) a isol6 un 1 

glycopeptide urinaire qu'il est parvenu à 

cristalliser. C'est, à notre connaissanca, le 

premier con?osQ u r i n a i r e  gutox ait pu cristalli- 

ser. 

La partie glucidique renferme du galactose, 

du xylose, de l'acide glycuronique de la gluco- 

sa.riine. Les rapports sont les suiva.ntt; : 

acide glycuronique : 1 

oses neutres : 10 

osai~ines : 1 

La partie ~eptidique renferne de la sdr ine ,  

du glycocolle, de l'alanine, de l'acide aspar- 

tique et de llacidc glutamique. 

L'auteur pense que ce glycopeptide pourrait 

tirer son ori~ine des glycosaninoglycannes. 

Avec ces travaux, se termine ltbnunération des 

principales préparations glycopeptidiques rep'rdes dans l'urine. 

Mous avons réuni dans un tableau récapitulatif les compositions 

des glycope-tides les plus caractéristiques (voir tableau vIII ; 
P 35). 

C l ~ s  corLpost5s n a  sont pas né,,:l-i~-;.r car ils reprk- ' 

sentont ponddralerncnt la partic la plus importante des gluciiîcs 

conjugués de lfcrinae ( 6 0  à 7 C  pi, 190) ce q u i  laigse pensor G u e  la 

queurztit6 de glycoprot&r,es urinaires est assez ffûible. Le pro- 

blème de leur origine sc pose donc avec de plus en plus dtacci- 

té. Les auteurs les considerent conne des produits du notabclis- 

me soit des glycopsot6hes soit d e  glycooa.?inoglycannos des 

tissus. On a pu noter, en ef-f'et, que 16: ta= .citexcrdtion de c2r- 

tains glycopeptides augmentent dans les processus inflamiiatoi- 

res et n6oplasique.s I J t A G A l ~ i E  (183) ; GI 3'3RWgTE f 184) 





Liétude des glycoprotêfnes urinaires à trouvé son 

intérêt primordial dins les cas pathologiques oh d'importantes 

variations qualitatives et quaatitativcs, ont été nises en 

évidence. On peut, on effet, czractériser u3e élisination uri- 

naire importante dtorosor~ucoïde chez c ieu  malades atteints de 

néphrose, cllhaptoglobine chez des n6phrotiques l-ipoldiques et 

d'érythropoiétine chez des sujets anémiés. 

C'est 3ourquoi un certain nombre de travaux ont &té 

erfectués sur les urines de sujets atteints de cancer. Ceux-ci, 

peu nom%reux, nettent néanmoins en évidence des nudifications 

dans la structure et ltâct~vité physioliogique des glycoprotéines 

urinairesi 

Nous avo2s résume les principaux rosultats obtenus. 

Mous nous sonnes heurtés & une prenière diff'iculté 

cas jusqut& présent zucune étude sorieuse sur le taux des 

glycoprotéAnes urinaires aes su,-jets nornau:: n1 avait été faite. 

Il est donc difficile de -ouvoir déceler les variatioais chez 

les sujets cancereux sans tex-3-ie sûr de référence choz les 

individus sains, 

Be plus, les ûuteurs utilisent des techxlques dtiso- 

lement trhs dii'fémentec. 

I.iéan:zaino nous avons retenu 1.3 s t ravau;: de BIE3:33TE 
i 

et al (191) q.ui ont coxparé glyco.rotides normaux et cano6reu.x - 
prépar6ç selon le procédé d'absorption benzoïque à'k!JJJ23§ON et 

PIAC LAGAN (192). Ils ne trouvent pas de cl5fférence~ fiais insis- 

tent sur le fait qcie 12 ?rGparation den glycoprotides est & 

mettre au -oint. 
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P X H A I I  (193) confime ces résultats cais  LIYTOIT et a4 

(194) nettent en évidence une disinution de 30 à 50 p ZOV des 

glucides xeutres et conjugu6.s chez des sujets cancbreux. 

i'iOldiRZilIL et col1 (eoi.î~~unico.tion par 

1' application de leur méthode d1i~ole::~en-t spdciP'P-xc des 01:~- 

coprotides totaux de l'urine (et que nous exposons plcs loin 

dans ce travail) aux urines de cancé. ux ne trouvenk p a s  Ce 

variations s gnificatives. 

CONCLUSIONS 

Le dosage des glycoprotides urinaires, ne senble 

donc pas apporter de résultats intéressants Tour pnrczctkre 

1161aboration dl 'm diagnostic du cancer, but de toutes ces 

recherches. 

Les auteurs ont essentidlenent cherché 2i  mettre en 

évidence des glycoprotides spécifiques de l'état cancéreux ou 

une aiagzlentation spécifique ii.portante d'une gïycoprotQirle, 

trouvée à l1 état norr~~al. 

C'est ainsi que BISJRTE 8t al (195)  trouvent davmt-;e 
de fucose dms la. Traction glyeo~rotidique ioolde des urines 

de sujets cauncbreux selon. la rl&-thocie d142T3%XL;QI.T et .EP_C LAGhJT. 

Mais ce sont surtout des trav2-cix d'auteurs japonais 

qui ont attiré notre attention : 

1 - XAKOI<O:XI et aï. ( 196) isolent c'te 12 I>r&qaration ~'N~LITRÇCN 

et idUC LAGM une y glyycoprotéine anormale par raport 2. 
la nê~le fraction isolée d'urines normales. 



a - masse noléculaire 3 à 4 fois plus élevée . 
b - degré de branchenent (oses terminaux non réducteurs) 

2 à 2 , 5  fois plus élevés. 

c - taux d'hexoses plus faibles, et diminution sensi- 
ble du rapsort hexose 

hexosanine 

Ces rgsultats ont été confirmés exp6rinentale:qent par 

la suite par IiAKO?;CIII et al ( 197 ) . 
2 - I ~ ~ S A ~ X J N E  et aL (198) ont mis en évidence dans les tissus 

et l'urine nornale et cancérec.ce un ensei~ble de substances 

appelées par les auteu.rs exohoriaone, qui inhibe l'action 

de la catalaçe heptique. Une certaine propr.rtior~. serait 

glycoprotidique et les toxohornones de sujets canc6:~sua 

auraient une inhibition plus Qlev6e de la :atalase. 

3 - Par ailleurs 3UÇATi;UTIE et al (199)  ont isol6 et caract6risS - 
surtouk dans les urines de galades atteints de cancer gau- 

trique un mucopolypeptide spécifique : le Xapqa-mucopoly- 

peptide absent des urines nornales. Il a 6t6 fractionné en 

K I  et K2 nais ncur étude n'a pas ét6 poursuivie. Zlle est 

reprise actuellenent eu laboratoire. 

Là s'arrêtent les travaux de japonais. 

Nous avons releve Pas travaux de WZIClrLR et al ( 2 0 0 )  

qui ont caractdrisd une glycoprot6ine spécifique dans les urines 

de plâsnocytoçe. Elle a la propriétE de se combiner avec la 

prot &.ne do BJ31\;;6GE-ZCWES (rapport 1-50) pour f orrcer un complexe 

thermo-stqble sur lequel n'agit plus la N-acétyl-neuraninidase. 

TUNIS et WELNZELI, (201) ont travaillé, sur les urines 

de sujets sains et lei~céiniques. Par ~r6cipitation benzoïque, ils 

ont isolé deux fractions glycoproté5iiques F I et F II. La 

fraction F II est dif'f5cile isoler des urlnes normales.Ces 

deux fractions ne sont cependant pas très différentes l'une de 

l'autre : elles se distinguent ossentWlenent par leur thermo- 

stabilité, celle de la fraction II &tant plus élevée. 
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Enfin, YLALLEE, SC;-3TICK e t  21 (fez) obtiennent par  un 

.?rractionzle;7ent air s u l f a t e  dta~-ii30niun d 'u r ines  de s u j e t s  a t t e i n t s  

de leucérnie cîyélolde chronique u n e  préparat ion gîycoprotéinJ.que 

différente de l a  préparat ion i s o l & e  d ' u r ines  norriales par  sci. 

grande f a c i l i t é  de l i a i s o n  avec l a  vitac:im-ie B 12. 

Tous ces t r a v w x  sonT d i sperses  st  n 'apportent  pas 

beaucoup de lumière au problème du cancer,  I l s  montrent cepen- 

dant que l ' a p p a r i t i o n  du cancer dans un organisme provoque non 

pas une é léva t ion  inportante du taux des  glycoprotides u r inz i -  

r e s  m a i s  s o i t  une n~odi f ica t ion  de l a  nature  des glycoprotéines 

s o i t  l ' ap -zar i t ion  de substances spéci f iques .  

C'est  dans ce sens donc que l e s  recherches doivent 

ê t r e  poursuivies ,  na i s  e l l e s  seront  longues e t  d i f f i c i l e s  ca r  

on va s e  heu r t e r  un f o i s  de plus à la complexité du n i l i e n  

u r i n a i r e  e t  à l a  f a i b l e  quan t i t é  des produi ts  i s o l é s .  

C ie s t  pourquoi il é t a i t  indispensable de mettre au 

point s u r  l e s  u r ines  nox-ri~ales une r~6thode reproduct ib le  d ' i s o -  

lement des glycoprotider; perr?et t ant  d en f a i r e  un bAli311 t o i 2 1  

avant de s ' a t t a q u e r  au ~ r o b l e n e  Mu c~ancer. 

3e nonbreuaes r5dtF~odes de des g lycoprcté i -  

des ont é t é  ddcs i t e s .  L a  p lupar t  fourn i ssan i  des conpos4s de 

haut poids caolécirlalre qui sont ,  en r é a l i t & ,  des -iSlanges p l u s  

ou moins complexes de ?roté ides  d i v e r s ,  



Les travaux l e s  plus connus sur ce s u j e t  sont ceux qui  

ont 8 t6  e f fec tués  par l e s  auteurs  suivan-bs : 

- 301JL4GGI0 (203 ) 
- 21 aza.:&rrx (204) 

- &T23r?SOI~ e t  I 'AC LAG&.T ( 205 ) 
- H.tUrERbi&J e t  al (20.6) 

- DBYCE e t  a l  (207) 

- BCU:GILLON e t  a1 (208) 
O - BERGGA-53 (203) 

- IjISCEIE _ta1 (210) 

- KA0 e t  a l  (211)  - 
s o i t  dans l ' e s p o i r  d ' i s o l e r  e n t i t é  poss6darat des p ro?r i&t&-  

p a r t i c u l i è r e s ,  comme c e l l e s  de llorosomucoïde dans l e  sang ; 

s o i t  dans 1e but de Irxctioniner l e s  diXfQre--2tt col?at i t i~ants  

glycoproté.3diques, 

1 - TEI4TATIVES 3' ISOLZ, ?NT O'UIJ 1 TJCCiI2E PUR ---------.------------------------------- ........................................... 

Flusieurs  ont cru avo i r  i s o l é  des u r ines  des e n t i t é s  

b ien  d é f i n i e s  doct i l s  ont d é c r i t  leu p r inc ipa l e s  p rop r i é t&s ,  

n a i s  ces r é a ~ l t û t s  n 'ont  sas r & s i s t é  à des analyses poussées 

qui ont dé-ontré ltPIBt6ro~?6néi.t6 des pr6parat ions.  

3 0 N k i W I O  (272 ; 213 ; 214) a d o c r i t  en 1931 une rdnc- 

t i o n  de l ' u r i n e ,  dasigne$@ sous l e  non de ph6nonèns dtobstac3e 

c a r a c t é r i s t i q u e  de l ' é t a t  ie fa t igue .  Lorsqulon a jou ts  à unc 

urizo nornale Cleu role?tiono tic thionine e t  de ;r:olybdr:te c?lr',rn- 

moniurn, il appara î t  après quelque teaps rin préc ip i t6  v i o l e t ,  

surmonté d'un I lquino incolore .  

La réac t ion  n v  s e  produit  p a s  d z x u  l e s  u r ines  de 

s u j e t s  f a t i gués  ou nalades : e n t r ~  au t r e s ,  dans l e  cas de 

typhoïde (JCNASGIO) (215),  cie cancer (TAYXA'V' e t  WIVTF) (216) 

60 rhui;atio;nes (BT~Au~J) (217).  



Le mécanisme de la réaction a &tg étudié par TAYEAU 

et "1 (211; i 219' i .2z0) qui ont demontrd la nature glycoprotéi- 
dique de la substance qui fait obstacle à la réaction. ces 

résultats sont en accord avec ceux d'autres auteurs qui ont 

&-;alenent travaillé la cpestior (KAC-;FIIWAGI (221 ) , H:3RTI;AiNÇ (222)  ), 

La composition en glucides de la substazce de 2OT-AGGIO 

a été précisée par 3722RT3 et a1 (223). 

La composition molaire en oses "neutress1 est la 

- Galactose 
- Glucose 
- Xannose 
- Xyl se 
-. Fucose 

Les auteurs en concluent qve cette substance 2st di f fCren te  des 

glycoprot éides urinaires d4crites par LATI;Y~ et H03SFAL1, ( 22 4) 
niJlZRSOI1J et i ;AC LAGAN ( 22-51 

Zn fait, 12 substance est 'iétéro&ne : clcst im x&lrul- 

ge de glycojrotéides. 

31 ailleurs Pt 6 t ~ A e  i rn~:~unoélec t rophor~t iqque  d'une 

adialysable d'urine de sujet fatigué noatre l'apparition de l'arc 

de 1' $l-glycoprotéine principale, d'un arc J3 1 ' suppléiientaire. 
Elle iriontrs Sgaleii,zi,t une acg~~entation sensible de llorosor~u- 

coide de la J31S-globuline et de la &-globuline (I-IAYEI~-L~TT) (225) 

Ces résu7tats sont en accord avec les travaux de 

TAYSAU, JXWS31tT ct IUISS (22'7) qui ont prouvé que le r~h&nori~&ne 

d'obstacle de ZCNAVGIO &tait dû uniquenent aux variations çuan- 

titatives des glycoprotéides urinaires. 

La suhstmco de ÜCNAGGIO, qui senble être d'origine 

sérique (NN<AYAP&) (226) ; S ~ ~ < l i \ i O T O  (229 ) ne représenterait que 
1 ' enser~~ble des i-xucofdeo urinaires ( WAY~P'I-LE'JY) (230). 



Nous avons vu lors de 116tude dos riucopolysacc~arides 

acides de lcurine (ou glycosaminoglycannes) qu'en 1956, 37 

FX23UTTTE et 91CR (231) avaient isolé un composé qui serair; 

identique a= chondroitine-sulfata d~ cartilage nasal du boeuf. 

31 Ii'ZXWTTE (232) avait ,  cependznt, signai6 l1actlon Cic la 

hyaluronidase sur ce cornposi qui serait r'onc ui? i-ri61an:;c de 

chonciroitine-sulfate et d'acide hyaluronique. 

Le plus, la galactos,?nine ût l'acide qly~u~onique ne 

sont pas les constituants exclasifs de cette préparation* Elle 

renferme des oses cornrle Bo galactose, le ;-aznose et 113 TU COL^. 

1~;k;YLP'IELD (233) a aussi dénontré que le cornposx de 
31 BEI.i?&-TTE a une activité biologique identzquc celle du con- 

posé de TAZ'B'! et 1-I@I<SIj'ALL (234). 

Selon cet auteur, du point de vue stscbctur~.l, le 

-copolyoside de JI F2d7.-'&Jî,3 serait;  constftu6 de 12 -0iti.6 du 

-coide de TmAl'.? et I-;O-iL;r"ALL (IVL~IPII~LS) ( 2 3 5 )  (236) 

Par ailleurs, SAYSEI-LEJY ( 2 3 7 )  par imri:unochinie net 

en évidcnce la parenté ar?tig&nique de ce compos6 avec l'oroso- , 

mucoïde. Le bromure de i i é t ~ - ~ y i - e ~ t h y P - a m 2 ; 1 ~ n i ~ m  précipite d o ~ ~ c  

non seuleaent les lrucopolysacchari6es mais aussi le glycopro- 

t &ide de TJ.iT, et >IO?ISF&L et peut-être l ' oro~o~~ucoïde . 

3 0 )  L.2 :TJCOIZZ L3_3'M,T3>JF:;L.01J et î i&C EAGMJ 

mixnsora et T:AC LAGAIJ (~38), ArJ33RSOT.T (22-1, 

NJ29RÇON,  LOCKICY ct rI.#i.C LAG-Fi\S (2ii0) ont décrit unv 136 tliodo 

d'isolement d'un mucoïde urinaire par absorption sur l'acide 

benzoïque, puls dissolution de celui-ci dans l'acétone, Ce 

conposé renferne 10,5 -p 100 d'azote ct 116,h p 100 dthoxoçz-?ixe, 

et il est hétérogène e n  électrophor&se. A pZ : ô, 6, il migre 

sous In "orrne d'une bande diffuse entre les sil et les t-2 globu- 

lines (MTSSRSOTJ et ILLIT LAGNT) (241). A PI-1 : k ,  6, 10s auteurs 
observent deux composant s c3arg-da n&gatEve,,lent (AICL~SCIT, LOCiC3Y 
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et II"LAS LcBGATd (21i.2)) *-sFAYEf4-LEW ( ~ ~ 3 )  identifie en plus à pIi 

3 , 9  un oomposant rapide, identique au .wco~olyoaide de 23 F22XlFt. 

Far imno6lectrophor&se, l~hétérogénéïté est encore 

plus marquée. Zlle percet de caractêriser l'oroaon~ucoide, une 

-globuline, une al - et une 9;- globuline (EAY~~/J-LzVY) (2 44). f2 

E h  outre, cette proparatiorl renferne des substances 

i sp&ciPicité de groxpe sanguin, des inhibiteurs de 1 i h d r l a g g . l ~ -  

tination virale et des goiiadotro~hines ( A P J Z ~ ~ ~ ~ S O M ,  LOCImY et 

FLAC LAGET ) ( 211.5) . 
Donc la néthode d'adsorption benzolque ne permet pas 

d'isoler sdlectivs~~cnt un conposé paL i ~ l u o  qu'elle ne permet 

S'isoler la totalité des glucides conbinés de l'urine ( A P ~ 2 3 ~ : ~ ~ ~ ~  

(1246) ; IWZXTA (2b7) ; BISEWE, L 3 V I  et EX--J3I 

Frcli.!13RIX%T et I-TATCII ont étudié la fraction adialysa- 

ble des raanirle..; et dêter~niné la coi-nposition en glucides de la 

fraction glycoprotéidique préparée par précipitation phospho- 

tungs tique. 

Les r6suktata obtenus par 19s auteurs sont rasçenbléo 

dans le tableau IX (page 41). Touteîoks, FAYEI4-LEVY ( 2 5 0 )  n'a 

pi réaliser d'6lectrophorèse satiçfai$ante de cette préparation, 

n P  poEsser très loin son analyse. 





Une méthode de Tractiozmernent reproductible a 6t6 

r;ropos&e par BCYCE et al (25'7) pour tenter, p o ~ r  la prei238re 

fois, d'effect~:er la syn-t~.èse des rdoultats obtenils par diff 6- 

rents auteurs r 

Le mo:ie opdratoire est illustré par la figure 3 

(page 46) e.é les résultats concer~ant i ' analyse des clif-~Crextes 
fractions sont rassemblés dans les tableaux X et X1 (pages 

et 1 8 ) .  

Les auVeurs ob-tiennent trois fractior~s staoptibles 

d'être sous-fractionndeç par d'autres ndthodes. Une seule de 

ces fractions (fractio~ R ) est bonoghne. Elle correspond a9 1 
mucoïde de TAPLi: et T:Q';>LSEALE, Les deux autres fractions sont des 

mélanges : l'une (la fraction JS,) renferme les protéides plas- 

matiques, lfautro (fraction UFO) contient lm groupe hétérogène 

de coziàposéc qui comprend, entre a~tres, des ~~ucopolyosides'. Cette 

dernière fraction, étant la plus abondante et s'identifiant le 

plus aux ~ucoides urinaires, a &té sous-fractiorrnée (KING et 

BOYCE) (25< 3 ) par le sulfate d i  an::ionium. Les auteurs obtiennent 

alors six sous-Tractions dont certaines sont rerarquahles par 

leur t e n ~ u ~  en acides uroniques. Elles seraient rattacher aux 

mucc?polyoaidea. Toute.i'ois, aucune -ifentre elles n'est une entité 

pfiysico-ch3r:lqucnent ïjL6îlnie. 

TXAUAdj< ddo BOU2L"ILLOiT c t KAPLAIT 

33x2 1960, BCUI?:i<ILLOjJ et IU.Ii'LlhST ( 2&) ont d6csit une 

méthode de fractionne .ent der, glycoprot6ides cles urines humaines 

par pr6cipitatioc étE-ianolique, Iicjus l'avons aché~atis6c dans 22 

Fi y r e  4 (page 49). Ils obtiennent 2uatre fractions 250,, F60, , 
F et F qu ' ils znalysent qualitativeinent et quart titativcnent GO 5'0 
(tableau XIIppage 50). 
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Urine Totale - 49 a 

~----- --- A 
Ultrafiltration sous pression Dialyse en t w e  de celloph-e 

L Vlscora 
Fraction ultraf iltrable ~yo~'~.~&a:lt i on 

1 V ou 

1 Precipitation par ltéthanol ( 3  v) i 
Quisement de la poudze p a r  eau 

et par wi tampon ac6tate. distillée. Dialyse. Lyophilisation 
de lt adialysable Le.--- - 

T--- 
--- 3 

Adialys2.blc urbaire 
1 Ir 

Dixsolution en tampon acétate de pH 4,5 
Solution précipitée par l'éthanol 

2 60 p. 100 de concentration finale. 

ci ~oiut, surnageante 
PrécipitC Concentration en éthanol 

portée à 40 p. 100 

s ,ïuti$n surnageante Prétipi te 

1 
Dissolution en tampon 
acetate. Précipitation 
par 'l vol. dtéthanole 

I 

~issolution en 
taapon adtate, 
PrEcipitation par 
1 vol.. d! thmol. 

Précifité 3 Solutio2 surnageante Solution surnageaii%e v + &ëcipUR -+ 
F50 - 

1 
concent-ra#on en éthanol 
portée à. 60 p. 100 

.L 
-- .1._ 

PrécipitE F 
-7 

Solution surnageaite. Concentration 
en éthanol portée 5 80 p. 10C 

4 
Précipité P 

4 
Solution surnaseante 

) Concentration en 
éthanol po~tée à 
30 p. 100 

J/ & 
Précipité Solution unurnagcnn~ 

2ractionnement des glycoprotides urinaires selon 30üI':21ELOFï et ILr'lrLAi. 

( 2 7 3 )  





F est Pa fraction la. sïioins riche en glucides. Par ' 50 
immurroélectrophorèse, on y net en évidsxico sept protéïnes d'o- 

riglne p1aamatSque. F 
60' 

F80 et F n'ont pao de caracthre anti- 
90 

génique vis-à-vis de ltantisérun humain normal. Ces fractions 

tireraient leur origAne de l~épithélium du tractus urinaire. 

Ce sont des glycoprokéides 2 forte teneur en glucides nais ne 

possédant pas de caractère antigénique, donc ne sont pas assi- 

milables, au 'lmucopolyooide de 31 ?EX.3JTT3 e.t ;7TVI:lt. 

Ces recherches ont & t é  c0r?~létée3 par Iiautres tra- 

vaux (BOU--IILLOI?, GOT et i.:ISIiOFT ( 27 ;) ; SOUliBILLOlJ, SOT et 

COBJJZLLOT (280) nais sans anener de résaltats plus précis. 

Toutefois la presence insolite d'un dérivé ET-glycolyl-neura~illi- 

que est signalée pur ECUP.RILLGlI, GOT et l l ICYON ( 2i.1). 

O 
4 ) TRAT3AUX de BYAYGhW ( 2 8 2) 

O 

BERSGAZW, pour fractionner lthrino, utilise l'ultra- 

filtration en tubes de cellophane Vioking, suivie d'une dialzçe 

effectuée sn tubes de celloplrane Visting égale*lent, En tirant 

parti de la porosité des cellophanes, l'auteur est parvenu à 

séparer trois fractions glycoprotéidiqxïas, de p o i a n  noléculaire 

différent (~igure 39 ; page52 ), 

- la fraction A contient les noldculeo de Pi? 30,OGO 

& &0.0~10 et rcnfcrrge 22 à 28 ng par litre de glu- 

cides. 

- la fraction B contient l e s  ~oléculeç de PI2 10 .00C 

à l 5 . 0 0 C  et renferme 2G B 35 ~g par litre dc glucides. 

- la fraction C contient l e3  molécules de FTC b0.000 

et renferme 4.6 à 59 mg par litre de glucides, 

Le fractionnecent e s t  reproductible xais donne des 

fractions qui sont très h6térogènes. 



papier h1UlfICTE& TTo 1 F 

U l t r a f i l t r a t i o n  660 mnHg 

Visking 8/32 inches (a) 

Protéines de 30,000 à 40.000 

Ultraf  i l t r a t i o n  660 mmIIg 

Visking 23/32 inches (a) 

Protéines de 10.000 à 15,000 

Résidu 

U l t r a f i l t r a t i o n  Résidu 

Visking 23/32 inches (a) 

Protéines de 4,000 

I ia lysa t  Adialysable 

O 

Fractionnement de 1 ' urine selon BBEGGARD (283) 

(a) Visking : tube de cellophane de diamètre var iable ,  



O 

BERGGNCW utiliae un srocédé seilblable à celui de 

BOYCE et al (2b4.), aaio ces derniers nlavaient pas déterniné 

l c r  taille de leur rr.ol~culo. Leurs r&aultats nont donc diffi- 
C)  

cllenent co~lparablea ceux de BT3GGA?33, (285). Cepandant 

draprèa l n w s  rbaultats quantitatifs, la fraction soluble non 

ultrâfiltrable (R-S) correepa&ralt à la i"raction A ou 8i rme 
O 

parti,@ de la froe;L&oa A de B3RWkW. Noua avons précis6 dans 

le Tableau X I f E  (pag:r? 54) quelques rénaltats s5@ificatifs 
choisfs parni Ise no~breueeç domdos das B u t a r s ,  

Cans un import2n-k travzil que noEû pouvons résucer 

brièvement, LISCI--?, - et el ( 2 L 7 ) ,  ont appliqué, 5 la îractlorl 

ultrafiltrable de lladiâlysable urinaire, un fractionsenent par 

l(isopropano1, à quatre concentrations différentes : 67 : 75 : 

83 : 87 p. 1 0 C .  La çoliition sumageante de la 2ractiori G7 p . l O C  

est, en outre, précipitée par l'addition de s e ~ t  volueeo dliso- 

propanol et de huit voluxes dlétlsr sulfurique. 

Les auteurs obtien~unt, de cette clmière, cinq frac- 

tions qxi, souaises h l'analyse électrophorêtique prdpaïai-ive 

en fl t continu, ont fourni quarante sous-fractions glycopro- 

tdidiques (~abïeau XIV pagc 55) qui sont toutes dc xature hété- 
roghne - 

D a n s  leur discussion, les auteurs ont tonté do ra?psol 

cher lexra réaul-tats de ceux de 3GVT,?ILLCiltS, Ci';"LfIILLOT et S O T  

(22,U) qui ont fractionne lo prdeiplté obtenu par le traitelnent 

d'urines d'enfants par 1'6t?1an01 d t m e  concentration de 05 p 100, 
1 Par chronatogre-ie sur J,;3.LA,-:,. - cellulose et par électro- 

phorèse en g2l dl~tra,idon, los auteurs ont ainel ob-tenu vingt 

fractions glycoprot8idiquca d5fférentes qui no pzuvent ê$re 
O 

conparées avec ces lractions de 316CF3 ct de B3RGG-AB.3 (2.09) 

car los procéd4s de fractionnec~ent appfiquha pas l e s  auteurs 

sont totalement différents. Lû seule conclusion tirée prbr 3 I S C I - 3  

ct nl est que les fractions glycogrotéldiques isolées des ur3- - 
nes htanrincs sont trbs hétérogènes at loa auteurs proposent de 

l e s  comparer avec Iss différente glycoprotéides tissulaires d 'où 

ils tireraient leur origine. 
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Une mQthode do fractionner2ent reproductible des 

conpos6o aclialysables de l'urine par le sulfate dlanrnoaiuz.a 

QtB proposée par HBO et col1 (309). Nous l'avons schéca-kis6e 

dans la f igurs 5 (page 57). 

Lee auteurs obtiennent trois fractions qu'ils a~.aly- 

sent quantitatZvement (tableau XVgpnge 5 8 ) .  La prenihre CFC 1 

prdcipitde pc+r le chlorure de sodiuz O,58 1-5, correspond au 

mucoide de TAHi-~: et EIOBSFUL. Apr&s dialyse et concentration, 

les auteurs, par addition de sulfate 6faf:moniun 100 p 100 

de saturation, obtiennent deux fractions. L'une contient un 

mélange cornpronant los glycopoptides et los glycoaaninsglycannez+, 

Elle renferme 80 p 100 de glucidea. L'cutre, appelde CFC II 

contient Ics glycoproldines. Elle e s t  sous fractiosul~û par le 

sulfate dtamt~oniun à diffbruntes concentrations (KA0 - LESLIE - 
MAC GAVACK) (301) en troio précipitds, de conposition ér%o dif- 
férente les m e  des autres. Cette façon de procéder pomaet'de 

séparer les glycoprot9hes on groupes do taille noléculaire dg- 

croissante, A ce titre, cos travaux sont à rapprocher d&oux 

de B:~~RGG& (302). 1-jais KA0 et col1 (303) ontinent quc leur 

méthode pcrnot une r~oilleurc zidparation dos groupes da eonpoa6s. 

Ce fractioxu=e; 212% e3t 6galer-cvnt & rapprocher de c d u i  

de B3YG3 et COU ('JO&). La fraction ( 2 - 1 )  de BOYCZ est identi- 

que b la fraction C F C - 1  (mcolde de Tfii:' et ~0It~3'1i.L~). Pax 

ailleurs la fraction RS-1 dc BCYCE correopondr?it a-ia précipitd , 

C P C  II et au mglange des glycopeptides et des glycosav:lnogly- 

cr-rines. XAO et COU ( 3 0 5 )  en concluent que Icur 13éthode ,a l'a- 

vantage de séparer les glycosa~inoglycannes et los glycopeptides 

de la fraction CFC II. 
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Les différentes 5Qthodes ddo îractionnv-.ent des glv- 
coprotéides qiio nous avons ddcsites ne penlettent p?-s d'obtenir 

dos .glycoprot6ides purs ri l'exception àe 3-a rmco-protéinc de 

TAi.EZ- O t ZORSZALL ( 30 ) , 

A notre conr,aissance peu d'auteurs sc aozt Izî-éércss6s 

h la question diir dosage des glycoprotides des urines. Nous avons 

vu, dans le chapitre prCc6dent que les recherches st6taient 

essentielleiont orientÉes v e r s  le fractionnenent, 

Cependant, m e  soyri,e inportante de résultakq a 6t6 

rasserYblee, qui concerne ~mqkraction bien définie de lfadialysa- 

ble urinaire : celle dcs glycosaninaglyca72nes0 C'est pourquoi 

nous verrons successive :erit : 

1 - Le dosnge des glycosa;iinoglyc,~~nes 
II - Le dosage des glycoprotides 
III - Les erreurs üp:~ort&es dans les dosages centésinaux. 

Les glycosaninoglycames ont &t& beaucoup plus &tu- 

diéa  que le reste des glycoprotides de l'urine car ils sont 

pkiysieo-chiaJiquenent mieux ddfinis e-t surtout h ciuse de iour 

grande inportance clinique, Leur quant i té  augmente, en effet, 

considérablenent on cas de c-cer et de loucér~ie (LOXWI ( 3 0 9 )  
RICH et iXEPiS (310))  et dan:; des aI"îections telles que la 

naladie de EURL33 (~~XYES et al, (33.1)) et le syndrone de P4A.TwAl~ 

(BEF~FTSGM et SZFi.?XA (312)). 



Nous ne nous sozmes penchês que sur le cas d'indivi- 

dus sains et dans le tableau X V I  (page G1 ) nous avons rassemblé 
l e s  principaux résultats obtenus a propos des r~ccopolyosides 
acides des urines nosaales. 

On voit que les valeurs obtenues présentent me 

grande dispersion puisque f'excrStion journalière varie de 2,5 

A l7,f ng selon les auteurs. 

La plupart des rit5thodeç de sreparation dsrivent de 

celle décrite par 21 3'3:FdLTJTS et -;TZI (313) qui utilisent Pe 
bronuro de cétyl-tr9n6thyï-a1?1;:0niun (encore appel4 ~@tavlon). 

Mais 21 LTI-3:.PJTTE ( 314)  lui-nêrie vient de faire paraltre une 
étude critique de sa ~1étho9c décrite en 1955, en soulignant 

les causes d erreur q-a a l e  entraho 

Les travaux effectués s11r les nucopolyoaides acides, 

que nous venons d~évoq-der rapiderierat, ne concer~ent toutefois 

qu'une partie des glyeoprotidas urinaires et les r6aultats in- 

téressant Ics ~Pycopsotides totaux ~eatent rases. 

Pl nous serble an >?rot que quatre séries seul~~lent 

dc procédés aient éte? d6critcs : 

1 ) par i3Ai Z!ZI,AT.I, IFATCI-P, RSIFX3 et BA33TU ( 3 15 ) 
20) par KZHG, 3 0 K Z E ,  LIYI'L3 et PJ7Ti=18: ( 3  16) 

O 

3 ) par ummmn ( 3 17) 
4 0 )  e t  par nous-~nêr ie c p i  avons rrzooé.!~blt$, én 1961, 

non rSsultats dans un diplône dl3tudes supérieures 

(333)  

Il convient en outre, d'ajouter f 

90) quelques travaux partiels de BOAS (219) et .. W. 

BJORï+T";'SJO, IJXXJ:%P, et OERJ  ( 3  20) sur les osanines 

et 6 0 )  des résultats sign6s par Ç p I K  et !.:0NTR3UIL (321) 

& propos de causes d'erreursdans les dosages 

c~loriciétriques des oses. 
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C 
Auteurs Procéd6. de précipit;atiori 7-, Résultats 

i 
EXsm'(j2z) 1 Benriaine II (a) 4,9 2 1 , ~  

-1- 
1 ,  F ( b ) 3  & 0 , 6  

t- Ir----- ir -4 -. .-. -- - - - ! -- 
1 - - - i 

l DI l?EmM"CE & BTCE 2,5(par l i t r e )  

I 
Cri--- d-"- 

R I G I 3  (325) 

M 

E (c) 2,5 f 0,22 I 
rrCIIiI11i-C- -II-- - _ _ .  --i 

I 
6 à 10 t I 

t 1 E (O) 4 atis 7,S 1,6 C6tav l~n  puis étkimol 14 ans 7,s 2 2,G 1 

(I 

. (a) K - B o m e  
(B3 F - Peme 



62 A 

N e t i s  a l l u a s  donc B X ~ ~ E I ~ T  ~i.1ccassiva3ent les r8au~&at o , 

obtenus par ce0 aifFOrcate CS;XOU.~W d t a u t @ u ~ .  

1 - TRAVAUX de EAj'l3WLJi, E-1-4TCI-I, TlZIFE et BARTZ ( 3 '1 3 )  

Ces auteurs travaillent sur des urines de 24 h. 
Ils en dialysent la totalité -endant trois jours contre eau 

courante ih 10°C. Après la diaiyse, los urines sont reduites au 

tiers de l ~ u r  volulje initiai par évaporation sous vide catre 

30° et &OC. Après conceztrction, elles sont de nouveau dialysees 

trois jours con-bre eau distill6s changse deux fois, à 5OG. La 

dialyse est suivie dlunc nouvelle concentration. L1aaialysable 

est enfin lyophilisé. Les dos2ges sont effectués s u r  la poudre 

ob t ellue . 
Les hexoses sont dosés par la zéthode à lianthrone de 

SCCTT et II27VPT.3 ( 3 3 4 ) .  Le dosage est procede 3ltrne hydrolyse par 
HCI LS TJ, en tubes scellés, à 100 O C, oendant 6 , 5  h. 

A Sur le nerc hydrolysat, les auteurs dosent les osa- 

mines par une no<ificatiori introduite par SCi-ILOÇS (335) de la 
m6thod.e dIELSON-14OZGMT ( 336 ) . 

Lo doarge tl.d Tn.cose est roalisd par lrz *:36t3ode la 

cystéine-acide sulfurique de 2ISV.i-K2 et Be';L:'PTLSS (337) sur une 
solution ob.tenuc en dissolvarit q ~ ~ e l q u a s  gsar??e.; de la poudre 

obtenue par 1yophilisatAcn dans cio 3.a soude O, G e  M. 

La nêne solztion sert qalonent au dosage de  l'acide 

hexuroniaue. Elle est, touteTois, d'abord hydrolysêe par .3e 

llacide chlorbydriqud cnncontré à 100°C, pendant 1 h, puis 

dosée à llaide d'un réactif au naphi2or6sorcinol suivant le pro- 

cédé ddc.Liit par le llCOiaT ESUXJSTS SALES CC' I*;?I!GN'Y" ( 3 3 8 )  . 
Los rgsultats eont r-dssenb160 dans le tableau X V I I  

(page 63  ). Les auteurs signalent qu'ils n'ont pas ,los6 les 

acides s5a.liquea car leur yrésence est cmsidérée s--ulerlent corne 

possible et non cor-me certaine. 
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Ils font aussi dos restrictions sur leexactitude des 

valeurs donn6es pour l'acide hezcuronique car la rdthode de dosage 

utilisée de Les satisfait pas, 

Les auteurs recuoLllent les urines de 2b h, Le volvme 

total est réparti en fractions de 150 ml qui sont dialysées en 

tube de cellopfrane Visking de 2,8 cm de diam&tse, sous a{;itation, 

contre eau distillée à 3 O  C, L'eau est changee chaque jour Jus- 

qu'à ce que In conductance sp6ci2iqg-e de l'urine soit irrf6rleure 

A 9 lon5 nhos. La fraction adinlysable est alors lyophilisée. 
La poudre obtenue est sdchee en dessicateur avec du sulfate de 

calcium anhydre. 

Les auteurs dosent alors les diff6renls constituants 

glucidiques de StaUialysable. Les hexoses sont :losCs &. la $ois 

par la -!&thode à lfanthrone de S C O T T  et E.;EL7dli4' (34l ' )  et pas la 
nétiiode à llsrcinol de MYIilXR et PIOSHI12 ( 3 k 2 )  p les acides sia- 

liques par la diphbnylanino, aelon le -&thode de %7aYIES% (343) 

les osanines aelon 1i3 ?odification de SCELOSS (344)  de la 

Les r6çultats figurent deas le tableau XVlIi ( p g 9  65) 

Les auteurs sig2alcn.k aue les valeurs obtonuos cn do-. 

sant les oses, à 1% fais par l'cznttjrone et l'orcinol, sont cofi- 

cordi-ntes. Le pourcentage do 9,7 p. 100 d'acide sialiquo laur 

paralt tout à fai-t con7r.z~able. 38 mê:>e, les quar,tit&s d'saarjlrzes 

sont dans P e s  Linitea de celles trouvdes par Gfautres auleurs 

(ZI~IJ?~XI:A?J, FATCl-Z, 1GI:'E et BK-tT^; (9&6 ) ; BOAS ( 3k: ) ; KIM$,  

ItTARNOGK ('3-L ). 
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Par ailleurs, les auteurs expliquent la raison pour 

laauelle 3.1s n'ont pas dosé les acides uroniquea, bien qu'ils 

en aient d&celd daas ltadialysaOle urlnafre, 3-n effet, apr&s 

avoir âppliq.u-6 Xe procQd& -ithydrolyse la pl-as énergique d 9 c ~ i t  

pas H!!ZSilAET, XK'CI;, 2313'3 et FAI-I'-Z 3 3 5 0 ) ,  ils nt ont plus 

retrouv6 clfacides uror,iquco. En outre, ils ne sazrirjcam-r?nt; pa3 & 

obtenir le pic d'absorption caractérlskiquc d6crit par JSSCEB - 
(351) après la reaction avec llzcids thioglycoliqus. consé- 

quence, connc la quaz-rtit6 en acides uroniques semble dependre 

des conditions d'hydrolysa, les auteurs ont prBfé~Q ne pas dossr 

ces c~mpos8o, 

Nous avons déjà décrit le procédé de fractionne:-2ent 

propos6 par l'auteur (page 51) . Le but poursuivi pzr ~ ~ I ~ c G & T ;  

était de fractionner ltadialysablo urinaire, nais l'auteur 

en additiorutant les r6svltatn obtenus sur Ics trols fractions 

obtient la -uantité de glycoprotQides urinaires totaux (tableau 

X= page 67) que nous i:îontionnons, ici, à titre canparatif. 

4 - TRAVAUX PERSOWJ3LS NTCI?%JLJS ( G O U B ~ T )  (353 1 

Nous avons nous-r=,&zo travaillé la question du dosage 

dca glucides totaux de 3 ' adialysable i i e ~  urines pen:iant plcsicurs 

années. 

Les urines étaiext filtroea puis dialys&as en fraction@ 

ds 100 ml, dans des sacs de cellophane (r8fércnce $00 M) d'abord 

contre 30C ml d'eau d%sti~lée, renoi~vel&e chaque jour pendant 

3 jours, ensuite ccntre eau courante pendant 2- h. C'est sur 

l'adialysable ainsi obtenu et anend à une concent~a%bon conve- 

nable qu'étaient fait les dosages. 





Nous avons dosé les oses totaux par l*orcinol selon la 

néthode decrite par TZLElaJS  et Pi-IILIFE'Z ( 3 5 8 )  ~iodifido par 

;LIlhII{GTC.rS ( 3 5 9 ) .  1.e d o s a g ~  des aeidos sfaliquocs a et6 effectué en 

nettant & prof5t log r6âatfons cslordea que donnent ces subntcaces 

avec le r&~ot3f de Y I S C f X  & la digh?6rrylanlne selon la 1i16thode de 

PJllAZI et ETATZ ( 3 6 0 )  ~~iradifPÇsie par 'FiK3:2lI32 et 03XT.3 (361 ) . PJous avons 
u7f;i.lj?eQ le qode op&ra-~o&xw Bs BBL@IX:E, EVXTZIbI ~t 8AiiBX001S: (362) 

qui est  no ozodif3catian da la rdthodo orfginals d'EESON et 

TfOR3MT (3633) pour doser l e s  ooain&s, Znf in, les acides uroni gulsç 

aant dosés Belan Xa mbthode nu aarbazal de ZISCI33 (364.). 

La ooycniie dos rêstlltats obtenus est rap~ort6e dans 

le tableau XIX page 67. O n  observe une grande dis lerzbn des ré- 

sultats Gqui se reyarfiue &gale--en% dans les trcr~~1.13;: de iiIBTG et - 
a1 ( 3 6 5 ) ,  notan ent en ce qui concerne les oses et les acides - 
uroniques . 
5 - TILAVAUX dc BOAS ( 3 6 6 )  : de BJO>&JE,"SJO et al f36'?) et de NING 

et MYC2R (3.6L ) 

Il nous faut ajouter à ces travaux les r6sult~:ta sur 

les osamines conjuguées totales de 3ClkS ; SJOIQTTSJG et 2 3 .  et cle 

KING et EAIY~XT: 
+ 

qui trouvent respectivement k2 - 6 , ~  z1~/24 h. 
i + 3 6 , 5  ng p a r  24 h. et 32,4 7 , 2  ng par 2k h, pour les h o v ~ e s  

4- et 25,9 - 5 ,8  pour les fe-:=es. 

Si Les ndthodoo de dosages colorim&trinuen sont 4u 

point scr des produits purs, il convient de prennre certaines 

préca~~ti.ons qunnd on l e s  appli-ue à $es cioleatior,s plus cor?~lezes. 

Les traveux de S F I K  et i ;ONTrWJIL ( 3 7 ~ )  et fie :iCN'PRETiJTiJIL 

--ontrent : et SFIK (371 ) L. 

a.) qu'à égales les différents oses donnent 

des colorations dont les ûbsorbances var5szit dails 

de larges p~oportiona. 



b)  que l e s  acides uroniques doment une coloration 

zvec l e s  r é a c t i f s  B l ' o r c i n o l  s u l f u r i ~ ~ u e  e t  & 

l 'anthrone sulfzrique, 

c )  que cer ta ins  oses neutres don-1:ent uxz coloration 

avec le r Q a c t i f  ail CL-rbt.zol sulfurique. Ils kater-  

f e ren t  donc dzns 19 dosage dos ac ides  uroniques. 

Les  dosages cslar iz8ts iquas  dea aees neutres toteeux 

par I1orcino$ suXfurifrwia st par  ltanthrans su3furique nécesnitent 

~ P L R G  IfamgLsi do scal-rat&eilns=l t&~oixm done Zw icos~positriora on oses 

doi* 6%re Pdentiquo B ce l l e  6~ 123 solution Qtudihe. En outra,  

l a  p r d ~ e n c ~  6 v s n t u e ï ~ a  d'wcldsa ur~n$.gues dans l e s  solutions,  

d'ose$ neutrsa ifltradq5.t uas siabma cause d 'e r reur  qua l ' o n  Gvite 

en appliquant cieo famwlss  de eolrrectioa qui t lomcnt cor~pte. de 

l a  s d a c t ~ i i t d  de;ta acides  uro~iqtass  avec les  rdactif s à l tantl lrope 

et 1 8 0 ~ c i n o l  d ' m e  pas*, eX Ben oaes neutres a - ~ a c  lo carbaaol 

d'aut;ra part - 

Zn  pliqu quant ces principes,  on obtient des valeilre 

t r è s  diuinuées e t  .sui s f accordcn t parf aite:iLont, qu' e l l e s  quo 

soient  l e s  méthodes ~ - l ; i l i s é c s .  Les r d s u l t a t s  obtenus par SFllC 

e t  E1016Tw31L (372) sont rassemblés dans l e  tableau XX (page 7 0 )  
On remarque, cependant, que l e s  valeurs ooci l l -?nt  en-trc de  la^- 

ges l i n i t e s  (45 & 117 ng d'oses xe12tres per î i t r c ) .  Cctte dLspor- : 

oion dans les réçultz-to nous i n c i t e  à poursuivre l e s  travaux daris 

l e  but de réduire l 'écar t -s tandard,  en nous fondant sur lrhypo- 

thQse -e 13 tzux des glycoprotéicies ur ina i res  dev'it ê t r e ,  en ' 

principe,  relativei-3c:nt s tab le .  Qn verra  DIUS lo in  -uo cc but 

a é t é  atteint st que notre  hypothèse de t r a v a i l  o f e s t  trouv6e 
v&rn" ' zée. 

Lfexanrn d e s  diC:&rents r é s u l t a t s  donn&s par les 

m t e u r s  ( tableau X1X;page 4 7 )  pcur l e  dosage des com~oa6s g luc i -  

dlques des glycoprotéldos des urines humaines nornales montre 

donc d t  i r~portantoa vuriatioris . 





Los travaux de SPZfC e t  l'?OEJI:?3UIL (374) nous ont 

dévoilé cortaines onusos d'erreur et noua ont confirmé qu'il 

e t a i t  indispcils able d ' aEi6liorer l c  techr~.i.ri~iie 3 ' ii; o1e::ent des 

r.:ucoïties ur ina i res .  

C'cat o s  qui nous a d8terxin& h. reprendTe l a  qucatinn 

des l ' o r i g i n e  et de t e n t e r  cl fabord de r i e t t r ~  au p o i n t  .lins :zldtkio- 

de dflsole:;:snt dos glycopro'c6ides t o ta~xs r  des arines pour f a i r e  

un b i l an  conplet  et s t a t t o t i q r i e  de 12 cor~posi-kion qua l i t a t ive  

e t  ptiantita-k?ve des g2 i i~c ideo  libres c:t conji~grn~s des u~ines . 
Paral~$lc::;ent dans u~ but c le  biolog-e co--îpnx-ée , nous avons 

appliqué ce procddk d t i no l c~ - : : n t  des  glyea?rotlUes aux urines 

de d i f f é ren t s  ?iariln.ifQrco de façon h d6 -.,ontrcr l'unit6 - i é tabo l i -  

quo de 1' excrc5tion chez los Mazîr.lifèrea. 





- 73 - 
Au cours de nos recherches, nous avoss 6 t &  amenés 

à appl iquer  des procBd6s dQsor~:a i s  clâaaiquea 313 déterr- inat ion 

de l2 c o n p o ~ l t i o n  centés.iaa?te e t  i ~ o l a i r e  err monosaccharides 

886 glyeoprotides.  

3ar.1~ l e  but  d ' a l l é g e r  l e  t ex te  c t  dc niour dégriger 

nos travaux personnels,  nous Iss décr i rons  Gans l r apsend ice  

tochniqce qu i  f w g u r e  à l a  f i n  de no t re  . :b~oire  ( v o i r  p -  19S- ) - 

N o s  recherches n o c s  ûnt conduite à 12 desc r ip t ion  

d 'un procédé d 'analyse  q u a l i t a t i v e  o t  ? . u~~ i> t l t a t i ve  dos yly-  

coprotidcs u r i n a i r e s  totaux.  22 ou t r e ,  no t r e  aétkode f o u r n i t  

une f r a c t i o n  ~ ~ i c r o ~ ~ o l d c u l a f  re qui ronf e r r x  l e s  glucidos " l fb re s r f  

dont nocs avons en t r e - r i s  l'dtuds en col laborat ion aver 

G . ST?3CL~i3~~, 

Notre né..icire personnel comporte, en cons8quence, l e s  

deux chap i t res  suivants  : 

1. D a n s  l e  p ren ie r  chap i t re ,  nous décr i rons  1\, 

procédé de fra-c.tionrreue:>t des ur ines  qui  nous 

pemnet d ' ob t en i r  l o s  glycoprsti.des totaux e t  do  

déterminer lcizrs caractéristiques c h i ~ i q u e s  

(composition c e i a t ~ s i r ~ a l c  c t  12olaire r?n ryonosac- 

char idss ,  cn 

2. Dans 1-e second chap i t re ,  nous ex-oa1::rons l e s  

r é s u l t a t s  :le l ' a p y l i c a t i o n  de co t t e  r6 thode  à 

l t 6 tude  des g luc ides  l i b r e s  e t  conjugi~és des urines 

hunaines e t  dûs u r ines  de dhf lé ren ts  ~$cr~~l-nif&res. 

Lee urines aodt reoueiXl3.e~ SUT toluéno e t  placées 

précipité cone t i tue  e s s o n t i @ l l . e ~ o n t  dcurates que l'on Qliziine 

par filtration s u r  dupapies ffhatnan no 1. 



L'urine, recueillie co.!ns il est décrit ci-<essus, 

est dialys& sous cellophane. Fendallt plcsieurs années toutes 

nos d-ialyses ont été effectuées en feuille de cellophane 

(la cello.r>hane fr-açaise, référence : 5 @ C  17). 

3eo fractions de 10C ml d'urine dtainnt dialyséss 

dans .:es sacs de cellophane contre 30' al d'eau distill6o, 

rsnouvelée chaeue J c m r  pendant 3 joxrs puis la lraction adia- 

lysable était counise une dialyse contre eau courante pcnà=t 
I < 2h- h. C'est cette fraction finale q u i ,  ansnac e 10C 31, servait 

de substrat aux différents dosages. 

Nous pansions ainsi avoir réalisé un frnctio*%ilenent de 

l'urine en glyccprot6ides (adialysable) et on glucides libres 

de faible nasse x~cléculaire (diakysable). 

Cependant, les r6u~ltat.s obtenus n16taient pas repro- 

ductibles. Zn outre nous avions été frappée par 1 -  présence de 

glucose et de xylose dans les hydrolysats de mcoides urinaires, 

ce qui n'avait jamais ét4 signalé par d'autres auteurs. A ces 

obçerv~ti9ns, s'ajoutait In caractérisation chronatographique 

de quantités inportantes ae glycérol. 

Ces résultats noxs ont incité à rechercher syaténnti- 

querient l ' origine de ces co~poods wanorr:auxft. C est ainsi que 

nous avons entrepris une &tude critique de la dialyse et d'a- 

bord Les ~ecbranes de diclyse. 

Ayant observé clue certaines collophanes cédaient aux 

fractions adialysables et dialysables du glycérol et des foraes 

cornbinée du glucose et du xyiose, nous avons 6-t6 ar?enée à l'ex- 

pdrir-entation çuiv~snte : 



Hous avons effectud des d i a ly ses  d ' eau  b i d i s t i l l é e  en 

procédant de l a  façon nulvante : 

103 n l  d ' eau  b i d i s t i l l é e ,  additionnées dc quelques 

gout tes  de toluène,  ont étd i n t r o d u i t s  3=is ?es  sacs  de ce l lo -  

phane e t  d--ns des tubes de celloplrane. Toutes ces expdriences 

ont été f a i t e s  en double : une norie de d ia lyse  é t a n t  r é a l i s é e  

dcms des f e u i l l e s  e t  des tubes tle cellophrznc pré,îlnblc:.!ent 

lavés  & l ' e w  courante pendant 24 h puis à l ' e a u  d i s t i l l é e ,  

l ' a u t r e  s é r i e  é t m t  ? a i t e  dn,ri_ç l a  cellophane non lavéo. Toutes 

ces f r a c t i o n s  é t a i e n t  d ia lysées  contre 3 0 C  ml d 'eau b i d i s t i l -  

1ée renouvelée chaque jour pensant 3 jours. 

La teneur  zn oses to taux des f r ac t ions  adia lysableo 

a & t é  d é t e r i n d e  pzr 12 ri;'kiiode à l ' o r c l n o l  dc: 'TILL,i:AiJS e t  

FZILIPPI (-375 ). 

L 1  analyse CI-roratographique des hyd:-olysats Ae 

cellophane c t  des f r cx t ions  aclialysableo pr6aîablcr;ent purifiés 

s u r  Qchangeurs l ' i o n s  n 6 t 6  e ~ f e c t > d e  p-r 32 ~ y s t b e - s o l - / a n t  

de FAQTF-'III;'G3 (376 ). Les oses cir; chr=inatogrsr~ le ont é t é  

révélées  p2.r I r .  r6ac t i f  & I t o ; r a l a t c  d f m i l i n o  40 :FAFFl:'L-,@-Z 

(377) e t  l e  g lycéro l  p2r i e  r 4 a c t l f  au r l f t rn tc  dl?rgcnl; d o  

II'REV-31,YAT;S e t  c o l l .  (378 ) .  Le g ~ y c C r o l  a e n  outre ,  6 t C  c n ~ a c t é -  

r i s 6  dans les rCaiduv secs :?.03 h y d r ~ l y s a t s  par des reac t lons  

c lzus l -~ :es  : f om7atr.éoa d ' ctcrololnc  p r  cl~aalffagc? en p ~ é s e n c o  

de b i su lSa te  de  ~m-i;c:isi-a: ; ci issolut ios  tic. 1 ' hydro jcydo cu iv r i -  

que ; oxydation par l o s  5 y p ~ v l - i l o r i t ~ ~ s  en I.~kyC~c)xyac&tone q u i  

donne co lora t icn  -rivlst-L'c avec l o  r6c7rcinn2 clilc;~!:yciriquo, 

b )  Résu l ta t s  --------- 
1 * $ Norj  rdsult iats ,  rasoembP6s dmx*s, X e  tableau,  E L 1  

(page 76 ) ,  mantsenf que la callophsma on f e u i l l e  a i n s i  quo 

1% csllspknne en tube non lavoes c&dent & l a  f r a c t i o n  adia ly-  

sable une q u m t i t &  rb la t ivencnl  i npo r tmte  de glucides  de 

l1ardra 9e 1 k 1,5 rxg pour 160 al. Cseee quan t i t é  de glucides  

intruduiG uns erreur importante,  de l ' o r d r e  d u  c 15 à 20 p.lSO, 

car  dans l e  cas pr6sent  dea u r i n e s ,  il s t a g f t : d s  so lu t ions  

fa ib lenont  csricentrdes en m c ~ J r d e s  (5 & 7015 p r . l O O  )-II d%dinlys&&), 



Quanti tés  d'oses neutres e t  9e glycérol l lb&rdes  

d a a s  los f r ac t ions  adLalysables par la cellcphane en f e u i l l e  

e t  en tube au cours de la d ia lyse  (en s ~ g  pour 10f n l  d'eau 

d i s t i l l é e ) .  

. 
o s e s  neu-kres totaux : glycérol 

: 
Feuille Cellophane non: 

lavée : 

Feuille Callophane : 
lavée : 

t ( ___ "  ----" __-_----_----: - - - - - - - - - - - - - * * - -  -----.--------------- 
t . 

Tube Vislting @ 0 , g  à 1,360 : l6,3 
non lavé : . 

t t ...................... --------------c--- -------------------- 
I . 

Tube V i  aking t c 2~0,165 : O 
lavé . rn . . 
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2 0 )  C e s  glucfdes sont des polyosides fom:?és de glucose 

e t  xylose qui t i r e n t  l e u r  origlno de Pa dQgradation de l a  

cellophane. L'hydrolyse acide de c e t t e  &erni&ro î s u r ~ i t , e n  

e f f e t ,  du glucnso e t  d~ xylose ( F S . ~ .  5 p. 78) 

30)  Outre c o s  glucides,  l a  cellophane en f e u i l l e s  ou 

en tubes l i b & r e  dans l e s  f r ac t ions  adialysabiss dn g l y c é ~ o l  en 

quant i té  non négli;peablc (vo i r  tableau XXI ; p  76). O r ,  l e  gly- 

cérol  apporte une cause d 'e r reu r  au dosage des acFdes s ia l iques .  

Il donne, on olfct, une coloration jaune avec Ic r éac t i f  au 

carbazol de DlSCWT ( 3 7 9 ) ,  une coloration ver te  avec l e  r éac t i f  

à l a ,  fiiph&nyia;.l$rie de WUXz3X c.% OSIN (380) e t  i n t e r f è r e  dans l e  

dosage des oses neutres l orcino3 sulfurique (E?OEJIX~UIL e t  

SCIX) (381). 

4 0 )  A l a  s u i t e  de ces travaux, il nous a donc sezblé 

indispensable de f a i r e  une étude syst&catique des di f férentes  

cellopi~anes z i s e  à notre dispoçi t lcn.  

C e s  dernières çûnt au nx-bre de t r o i s  : 

- l a  cellophane en fe::~ilZe ( l a  cellopl~aile frangaiae, 

rdf .  500 N) 

- l e s  cellophanes en tcbeo : r6 f .  TJojax (sopkiyc) 

réf. Visking 

a- Nous avons efiectu6 des diaxyaes de 100 n l  d'eau 

b i d i s t i l l é e  dans l e s  dif îSrenteç çar tes  de c o l l o ~ h a n e  non 

lavées e t  lavées 2vndant 24 h contre eau couraate puis r incees 

à l ' e a u  b i d i o t i l l é e ,  Les f rac t ions  adialysablea aprbs hydrolyse 

ont & t é  chro:.xa.t ograpbiées. Le lava$e & 1 eau courante Cki-r~ine 

l a  quas i - to ta l i t é  du glycérol.  Ce  r&swltat @ e t  valable gour 

toutes  l e s  colluphanes. P a r  conCr@ L a s  glucides ne son t  jûnais 

é l i c lnés  totale::ent. L e s  f e u i l l e s  de cellophane sn par t i cu l i e r ,  

::êse lavees,  contixxsnt a p p o r t o r  une p l n ~ p ~ r t r f ~ n  fion négligCa- 

51c de glycanes e t  xylanes, Les tubos da csllsphasae au contrai re  

no  cèdent que des t races  inf ines  dc xyloss aprhs lavage (pig. 6 ; 

Page 79 ). 



Figure 5 

Chromatographie des oses provenant de l'hydrolyse acide de la 

cellophane.Systèrne solvant : n-butanol/acide acétique/ eau 

( 4 : 1 : 5 )  

RLvQlation par le réactif au nitrate d'argent. 



Figure 6 

Chromatographie des oses provenant des feuilles et des tubes de 

cellophane avant et après lavage. 

Système solvant : n-butanol/adi.de acétique/eau ( 4: 1 : 5 ) 

Fkigration : 48 heures.Révélation par le réactif à lloxalate d'aniline. 
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b- Nous avons égalenent d i a l y s e  des  f r a c t i o n s  de 

1 

168 m l  d'urino danç des sacs  confectionnés p a r t i r  de f e u i l l e s  

de cellophane non lavees e t  lavees e t  dans dos tubes de s e l i o -  

phans lavé9 e t  non lavds.  

La d ia lyse  en f e a i l l e  ( sur tou t  non lavSe) e s t  plus 

l e n t e  e t  dorme des r é s u l t a t s  .?ri o s e s  t a taux  t r è s  inconstants  

e t  çup6rieu~s à ceux que donne l a  d i a ly se  rn tubes ( tableau 

XXII ; p. 81 ). Au con t r a i r e  l e  taux des oses nex-kres totaux 

cons t i tuan t  l a  f r a c t i o n  adia lysable  danç ie cas de d ia lyses  

e f fec tuées  en tubes de cellophane lavés e s t  assez constant : 

70 m g  (2  10) par l i t r e  d ' u r ine .  

Nous avons donc aaoptd l a  d i a ly se  en tube de ce l lo -  

phane apres avoir  f a i t  s u b i r  à c e t t e  Cer~>i&re ,  un lavsge 3e 

24 h & l ' e a u  courante, suivi d'un r inçage soigneux à l ' eau 

d i s t i l l é e .  ?Gais, malgr6 c c  t r a i t e n e n t  de l a  cellophane, nos 

r é s u l t a t s  présentaie_it  er-icor~ une i n s t a b i l i t é  t r o p  importante. 

Ctes t  pourquoi nous avo-ris ent replvis  une étude c r i t i q u e  de l a  

d i a ly se  e l l e -&le .  

Pour .?ixer l e  te~~2ps de l a  d i a ly se  contre eau d i s t i l l d e  

nous en avons eïiérepris son Gtude pendant des tazi?o var iab les .  

Jans m2e exp6ricnce dont l e s  r é ç c l t a t o  sont  raasen~bXQa 

dans l e  tableau =rj(171(~, 82 ) ,  nous avons d i a l y s é  des f r a c t i o n s  

de 1OC n l  d ' u r ine  pendant 3 Jgurs cos t r e  3 C 0  mî d'eau dist i l leSe 

renouvelée chaq-~e jour. Wo~s avons prolonge la dia lyse  tie cer- 

t a i n e s  f r a c t i o n s  de  4 à 9 jours.  

Les taux d toses  neu t res  e t  plus encore dtacidesuro-  

niques décroissent  régul ièrenent  pour devenir  s t a b l e s  dès l e  

7ène jour en ce qui concerne l e s  oses,  tandla  que l e  taux des 

acides  uroniques continue à d6cro i t re .  

Nous avions donc f i x 6  assez  a r b i t r a i r e n e n t  l e  temps 

de l a  d i a ly se  à : 



Con-araioon en ng p. l i t r e  de  la dialyse 

en cellophane en î o u i l l e  e t  en tube, lav6 e t  non lavée 

-- -- -w-- I - 1- --- ---r--=-__l 

: Acides . 
: O s e s  neutres : Osainines Acides 

Sialiqueo . Uroniqeies : 
"""-"""':"-"---------:--------------:--------------:-------------- 

t . 
Fe~mille a : 
celloph,uie : : : 
non lavée : . 

t : : 
""-'"""":--------------:-------------":--------------:-------------- 

O : 
Feui l le  : . 
cellophane : 8 :. 
lavée : a 

Tube Vinlcing': 
non lavé 

Tube Visking: 
lavé e 



TABLEAU XXIII 

Influence de la durée de la dialyse (résultats eri me; p. 1 . )  

Ilur Q e 
de  la dialyse : Oses neutres Acides uronlques 

t 

3 jours 

4 jours 

5 jours 



3 jours contre 300 r111 d'eau distillée, renouvelée 

chaque j OUI-, 

I jour contae une grande quantité dteac distillée. 

Nous ne pouvons, en orf'et, dialyser pendant 7 jours car on peut 
craindre, a ê ~ e  en prenant des précautions, des altérations de 

la membrane 3.e cellop5ane et des Pzrmmtations. 

?Calgr& cette dialyse prolongée los taux dtazides 

uroniques et d'acides sialiques restaient élevés et inconçt:mtse 

Nous avons déi:?ontré que la cellophane était encore à l'origine 

de cette cause d'erreur. On considè-re, en cfzet, que la dialyse 

est lige à la masse r~olSculaire et 21 la. taille des  olécr cri les. 
En réalit6, il intervient en outre les charges des ~oleicules8 

si ces dernières sont des anions, les charges négatives :lutclles 

portent sont repoussées par les charges négatives des ~~e~-~bra,ries 

de cellophane. 

Tlfex-érience suivante est, à cet égard, d6monstra- 

tivo : 

Jialyoe de la yl~.curonolactone et de- 1 ' acide glucvl- - 
ronigue - 
La glucuronolactone est un conposé apolaire. L'acide 

glucuronique, au contraire, est chzrgé négativecent. Si on 

sounet à la dialyse de la glucuronolactonc et de l'acide glu- 

curonique, avec, co3-e pro3.rri.t de co~para-son, le glucose, on 

voit d'après lu tableau Y;Y'IyJ (p .  84) que le glucose est 4lir:iné 

totaler.:ent do la fraction adialysrtblc en' 2 joilrs, ainsi que La 

gïucuronoïactone. AU contraire, 11 faut attendre 6 jours pour 

quc 1 ' acidc glucuronique soit élir~in6. 



TABLEAU YXTV 

Vitesse de zlialyse du glucose, de la glucuronoPactone 

et de l ' acide glucuroni-ue . 

:Quantit6o présentes dans la fraction adialysabl~ 
e . . O 

glucose : ghcuronoïactcanc : acidc glucul-o :iqu 

l 
. . -------------- ------------- ----------------- . O : 

:~uantité intro- : . . 
duite dans lc sac: 
de dialyse ( 100pril): 

. 
ler jour . 
2e jour : . 
3e jour . 
be jour 

5e jour 

4e jour 

TOTAL 



- 85 " 

O r  l e s  d i a l y s a b l e s  u r i n a i r e s  renferrjont des quant i -  

t é s  élevc?es d l a e l d e s  uronicydes. Une p a r t i e  e s t ,  c e r t e s ,  con- 

juguée soue l a  fo rne .de  mucopolyosides  acide^ m a i s  e l l e  ne 

dev ra i t  r eprdsen te r  qu'une proport ion inf ine ,  do  l ' o r d r e  de 

4 à 10 ng d l a e i d e  uranique p. 13.t~-e. C r  les eaux a t t e i w e n t  

JO mg p. l i 9 ~ a .  11 devait  donc subsister dans nos f r a c t i o n s  

adialgsables des qua?zbitds &&wv&as de glucuros~o-conjugu6s de falb 

faible p i d i s  ~n01Qcsalnfz-i~? sun.?us ad2~.iâysa'Ei,las pas 3a charge 

b fao t~o -nsga t ive  q u t i l s  por-kant, 

J I  a u t r e s  conjugués sec~bicnt  ne pas Gtre él ir i inés 

au cours de l a  d ia lyse .  Ce sont des s ia lo-conjuwéa 3e I'si.ble 

poids ~ i o l é c u l a i r e .  3GU.-Z-lLEON (382) a mis eiz évidence c~  

ph6noz~ène en i s o l a n t  un t r i s accha r ide  adialyoahle c ( > ! ~ ~ c > s &  de 

2 rés idus  d ' ac ide  s i a l i q u e  e t  d 'un r6s idu de galactose.  ~ 1 i d V c  

nous e s t  donc venue de v é r i f i e r  par c h r o ~ a t o g r a p l ~ i e  s u r  pa- 

p i e r  s l il r e s t a i t  Ses ~icro::.ul6cules. 

Nous avons donc f a i t  passer  un adia lysahlc  de 100 n l  

d ' u r i n e  sur des échangeurs d180ns. iJouc avons recueilli 11e2-  

f l uen t  e t  l ' avons  chrox:latcgraghi6 clans l e  syct&ne-solvant de 

F A 2 T i I I 3 G 3  (383) . Le chroiriatogramne ia 6% 6 révglé par l e  r é a c t i f  

à 1 ' oxala te  d r a n i l i n e  de 23A3T.?43SE (384)  . I.?om.?ale-lent, l a  

rév6 la t ion  deva i t  ê t r e  négati-vc. O r  l e  chrorm-bogral-:r;o q o i ~ t r e  

outre  l a  préaerrce 3c polyocidzs, du la-ctoae, saccharose, 

glucoso, arabincso,  xylose, r ibose  e t  fucos? (f igare 7 ; p. 8 6 ) .  

La d ia lyse  est dgnc l o i n  de  r é a l i s e r  un f r ac t i snne -  
- 

nent p a r f a i t  de l ' u r i n e .  al3.e e s t  incoripl>te.  Four c e t t e  ra i son  

nous avons essay& à f i . s o l e r  l a  f r a c t i o n  nzcro::oléculaire de 

Plur ine  par l a  - r é c l ? i t a t i c n  a lcoal ique.  

Les c m s c s  ù 1 e r r e u r  as-ortdvs par  l a  d ia lyse  ex- 

p l iquent  quo nous ayons t e n t é  2 ' i s o l e r  l e s  glycopsotéides -ûr 

précipitat3,on éthanolique. 



Figure 7 

Chromatographie sans hydrolyse préalable de la fraction adialysable (Ad) de 

l'urine, d'un précipité éthanolique ( P ), et du même précipité dialysé ( P. dial.) 

Système solvant : n-butanol/acide acétique/eau (4 : 1 : 5 ).Papier Whatman n03. 

DurCe de la chromatographie : 48 heures.Révélation par le réactif à l'oxalate 

d'aniline. 



- 87 - 
Cette technique, nous  l'avons vu, est utilisée par 

de noi-breux auteurs. 1i~l.i~ les modalit-Qs, variant dc à 

l'aulre, nous Zvons dû faire une étude syst6xatiqu3 des dif- 

ferentes façons de procéder. 

Le prer,ier problhne qui s'est posé a 6té celui de 

la concentration des urines, afin d'6viter ltenplai de volures 

élev6s d éthanol. 

La concentration G c s  urines sous vide avec un 

évaporateur rotatif dégrade trop les prot6ide.s. Nous avons 

adopté la lyophilisation. Jans cvs conditions, noua évitons 

en outre, les fcrnentations bact6riennes ou enzynatiques. Le 

acde opératoire est le sulvnnt r 

Les urines sent recueillies sus toluène. Après un 

séjour <le 2.k- h ?L  OC, elles sont filtrc5eo, puis ddgûe6es pen- 

dent 30 mn avec une jornpe v i d ~ ,  e n  pr6serice d'alcool octyii- 

que. Ora vérifie lue le pH est voisin de 6 et on introduit 
l'urine dans d3s flacons à plasxa de 500 nl à raison de 200 ul 

d'urine pas flacon. On ajoute 1 goutte de tol~ène ~t 1 goutte 

dtalcool octylique par fl~cor;. On crngèle x-otativa;nexlt de 

façon à ce que le liquide recouvre d'une couc7.?e unilozmô lep 

parois. ûn lyophiiiec à - 7Q0V. 
Quand la lyspliiiisation est t e ~ ~ l n é e ,  aa obtient' 

une poudre jaune qui est r~prise par do lteau diotill6o et 

amenée B p H  8 avec Cu l'ar;iixorrin<am;s pour facilita;: sa disno3Lu- 

tion. 

Mais il reste toujours une fraction insoluble qui 

ost recueillie par cexntriFu~;ation ct lavac deux foio de suite, 

Les trois srrrna,-r.sants sont ~ ~ Q l a n g é s  et am"ie~z0s ai une concentrai5.cn 

égale ni; dixièi1e du voluc?e d'urine initial. Cetee solution ost, 

d9.n~ tm second tenps, precipi-kée par 1'6t'nanol. 



Nota : - 
1 - I*Joua avons dtudiee l a  e o ~ p o a i t i o n  du rQsidu inaolctbXe 

(650 2g environ p. l i t r e  d 'u r ine )  a f in  de v & r l f l e r  q u ' i l  

ne eoneenait p 2 u ~  ds glucfder* 

393 dosages nous ont nsntré  q.us I n  q ~ a n t i t 6  de 

glucides qu'il renferi,znit & t a i t  négligeable f 2 ~g p. l i t r e  

d 'oses totaax,  0 ,s  cg p, litre d'acides uroniques) e t  qu'il 

renferce i t  essentbUer~enl des sels minéraux. Lfext rac t ian  

aqueuse dn produit lyophil is6e e s t  donc to ta l e .  

2. Nous nous sor;:::es ?enches, en ou-trr;, scr 12 cpostioil dc 

savoir  s i  l a  lyophi l isat ion e t  Is concentration au dixième 

ne causaiei2-2 pas m e  préc ip i ta t ion  d i f îdrente  d z  celle 

efTectuée sur lt~rine t e l l e  quel le .  

U n  ~ t i l l s a n t  iû ri&t?~odz déc r i t e  ;lus l a i n ,  noris 

avons donc préci-Tt6 yzr l ' é thanol  100 nl d ' u n e  urine non 

lyophil is6e e t  1 C  na de 12 oolutian provenant de P a  concentra- 

t i o n  nu dixièrr~e de l a  ziê--c: usine. Les ~ S s u ï t ~ ? t ç  -3.e ncus avons 

obtenus ne révèlent  pas de dilfdrencea i z p r t n n t e s ,  s ~ z f  dans 

l e  czs <es n c i d c s  u s o r ~ i q a ; ' ~ a  (vo i r  tableau 253 ; p. ô?).  

La Pyo-Z?_ilisation &tant  donc le rzeilletar t~oyen de 

concentrer l'.;sine, il ;?or:s r e s t z i t  h d6terc:~lner l a  concentra- 

t ion  en éthanol & u t i l i s e r  pour s r h c i p i t e i  l ' u s ine  r q r i s o  au 

dixibne do son Y O ~ U J B  I n i t i a l .  

Nous avons 2rocXdé à une étude de gradient de 

csncentration en éthanol, sel02 l e  psacéd4 se ~CZ:?L-ILSCI!  fi 
al (385). - 



Influence de 13 co*rcri?trul;ion Cers uzines sur l a  pr6cipi txt iou 
éthûnolique 

. Oses : Acides : O,5mineS : Acides ) 
: neu-Lres : Sialiques : : Uronimes ) 

. . 
TJrinc non lgrophi l isk 

( U r i n e  lyophiliske : . . 



3 1 d ' u r i n e  on t  e t 6  l $ o ~ i a i l i s & e s  e t  menées  a u  

d i x i g n s  l u  volume i n i t i a l  dans l a s  cond i t ions  e q o s é c s  ci-dessus.  

La. solut-icm f i a u l c  e s t  a j u s t é e  à p21 4. On l t a d d i t i o n n e  d i&  

volunne ogal  d ' & t l ? a o l  reProid5. & - 70@ C.  R.prCs cm telnps de  

repos  d'une heuse - SQo C ceztrifuga, On o b t i e n t  ahsi ~ i 3  

grécipi%& P e% tme sùlu-tian sumagea-ke, Le surnageant  e s t  50 
r e c u e i l l i  o t  sa a ~ n c e ~ ~ t r a - b i o n  en B ~ ~ E O E  e ~ b  amnkie .A 60 p,100. 
th proce$de JEL m&me ~ W S O ~ Y ~  QU@ p~Gc6denm~c1t.. On s b t i e n t  a i n s i  
succeeoivement cinq p d c i p i t é s  = P50, P70, PBO e t  PgO dont  

l a  c a n ~ p m i t l e ~  en glucidies ex 6ti6 ( i Z ~ ~ a r ~ ~ e ? ,  

Le:; r é s u l t a t s  que nous avone obtenus sc1.1-t ?as- 
senb lés  d a o  Le t z b l e a u  ??:VI (page /?)  . 

De p l u s  chaque Zrac t ion  a ét& é t ~ ~ d i é e  ezi i:~lilu.- 
i3o&lectro-plior6sz, Ln f i z u r e  G (page 9 2 )  moni-re que 1s concentra- 

t i m  en é t h a i o l  d o i t  a t t e i n d r e  90 3. AOC. pour p réc ip i t - c r  c o q ? l ? -  
-bc~~t?il-t t o u s  les composés afi t isSniques.  Four- c e t t e  ï r a i s ~ x ,  DOUC 

avons ado;?t8 l a  c o n c e n t r ~ t i o n  de 10 p. 1GC) en 6thano1, 

i'lota : iTous civons é t u d i é  1 ' a c t i o n  du pH s u r  l a  p r é c i ~ i t a t i o n  - 
dce ~lycopro7; idee  u r i n a i r e s  e t  c h o i s i  pH 4 5 p a r a t i r  d u y r c l  l e  

t a u x  de g luc ides  au varie ? lus .  ri pII 6, par e:ceii~pie, pow? une 

t e n c u r  irlcntique en sucï-2s. l e  ?réci;pit6 e s t  plus abondImiï e t  
s o u i l l s  dc s e l a  nin0rauc.  

a - D a i l s  un premier  +;emps, nous avors p r é c i s e  l e s  
c o ~ 6 ~ i t i o s ; s  d.e pur i f i ca - t iou  d.12. p r b c i p i t h  ét1;diioliquc. Au pFi e t  à 
12 concentrü-trion en 6tliriizol diltcrrninés ci-dessus,  i7ous avons 
p r k i p i t ; ;  100 ml d ' u r i n e  concentrée au dixième. 



Conposi t ios  centésimale en g luc ides  3e p r é c i p i t é s  

obtenus par Sractioiiuemen-b éthcwolique dss w:ines 

: Poids de : . • • 

poudre : Oses 
) 

i lcides ) : -4cides : Osa,niiicn . 
P r ' c i ~ i t é s  i olitenue : I : ~ J  eilt;2e 11 :S ia l iques  : : lJroniquev ) 

:(en m g i l )  : • . . . 2 
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Figure 8 

Immunoélectrophorèse des précipités urinaires P50, PsO, PTO, 

'80 * et PgO obtenus à - 20°C par l'éthanol refroidi à - 70°C. 



Nous avons recueilli la première fraction surnagean- 

Le et le précipit8. Celui-ci, redissous dans 10 rll d'eau bi- 
A distillée a 6té d.2 ilsuveau prdcipité darls los ::ie;:es cor-iciitions. 

Nous avons donc obtenn un second précipité et  LIS^ devxièt:e 

fractio2 surnageante. En procédant encore m e  fais :ie la ~ ~ ê ~ l c  

manière, nous avons ûbtenu une troisibne fraction aux-nagoante 

at le pr6cipité final. La co~~positic~n en glucides des trois 

fractions surnageantes a onsuite été déter:;inéo. Nous avons 

observé que la troisiéne fraction surnageante ne contenait 

pi-atiquer~ent plus de glucides (voir tableau X ? T I I  ; p. 94). 
Deux reprécipitations du procipité dthanolique initial sent 

donc nécessaires pour le purifier. 

b - Dans un deuxiez;e te~:.?ps, nous nvo~îs dizlys6 et 

précipite la ̂ i ê ~ e  xrinc pour cor.iparer l'adinlysable et le 

sédiz~ent . 
Nous avons observé que les résultats n'étaient pas 

du tout concordants et que la prgcipitatisn alcoolique donxait 

des résultats biea plus 6 1 ~ ~ 6 s  que la dialyse (voir tableau 

XXVIII ; p. 95). 

En outre, en effectuant la clnroz?atographie sur 

papier du précipitE, préalablenent purifié sur échangeurs d'ions, 

nous avons observd qu'il était, conce lladialysable, souillé 

de cocposés de faible poids noléculaise (~igure 7 ; p. 8 4 ) .  Le 

problème de llisoler-lerit quantitatif c'es urorr~ucoïdes n'&tait 

donc pas résolu par la pré~ipit~tion éthnnoliq-e. 

Le précipité ét?iimolique étant souill6 d'oses et de 

polyosides, nous avons pensd qu'me précipit~tion suivie d'une 

dialyse éliminerait ces glucides en surcharge dans ln fraction 

macronoléculaire. Par un raisonnenent analogue, nous pouvions 

tout aussi bien tenter de purifier l:~ frsction adialysable des 

urines en la pr&cipita=t par l'éthanol, Deux procédés s'of- 

fraient donc à nous. Il nous ont conduit à la description d r w  

protocole expérimental original. 



Conposit ion cn z l u c i d e s  des t r o i s  f r a c t i o n s  
surnagecwtes obtenues a u  cours  de l a  p r é c i p i t a t i o n  é thanol igue  

(en mg p. 1,) 

( . . 1 
( . 
I : Oses Neu-Lres : Acides U~oniques 

: . . . . 
------.--uu------œ--- -----------------i-- œ--u--iiu-s--UI-L--- 

i ) 
I . . 1 . . . . . SurnageCant 1 . . . i . . ) . . . . . 

Surn?gecmt 2 
1 . 1 . . . . . 1 . . 

( ~3uimagean-t 3 
1 . . 

( 
. . ) . 1 

( . . ) 
( . . - 1 



Comparaison de la coaposition en ng par litre des glucides 

de l'aclialysnble et du précipité éthnnolique dl:ane rz&e urine. 

- .,..- - --Y__ ._W. Y 4  . --..)YI . . . . O . Oses : Acides : : Acides 
0sx;ine.s 

t Neutres : Sialiquee : : Uroniques 
* 
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NOUS avone & partlr du rlêce échantiilon clturine, 

apqliyu6 les deux proc&dés, L'un constituant lc conére-ex??&- 

rienee dé l'autre, 

Mous exposerons d'abord en d6tail les différentes 

étapes J.u procede que nous utilisons en travail de routine. 

a - Préparation de l'urine 
Les urines recuelllies sur un mélange chloroforme- 

toluéne, aprés un repos de 24 heures à 40  C, sont filtrées sur 

papier FJI3ATI~APT no 1 .  Un volu~e bien déterminé d'urine est alors 

dégazé sous vide, puis lyophilisé. La poudre obtenue est dis- 

soute dans de l'eau distillée et amenée à pP: : 8. Le résidu 

insoluble est dlininé par centrifugation après deux lavages 

successifs, afin d'en extraire totalesent les substances glu- 

cidiques. Les différents surnageaatç sont réunis et amenés au 

dixième du volume initial. 

b - Précipitation 4thanolique 
L'urine est ajuatee à pH : 4 avec de l'acide chlo- 

rhydrique puis refroidie à O 0  C, Le matériel macror-~oldcu1c:ire 

est -précipité par 9 volcri.,es dséthanol absolu. amené & la tempé- 

ra-cure de - ?O0 C. On laisse en repos 30 ::,inutes à - Z o o  6 .  Ei 

effet, durant la préc~2itation, la température est toujours 

maintenue en dessous de - 2Q0 C afin de licllter autant que 

possible l'action dénaturante de lt6thanol sur les glycopro- 

téines. 



i%is on centrifuge à 2.800 toars-ninute penrlant 

20 minutes, Le surnageant est soigneuse:-,ent décazlt6. Le 

précipit6 restant, dissous dans une quantite d'eau correspom- 

d m t  au volune initial d'urine cûncentrke, est ajustC à ?il : 

4 et 9 voiuL1ea d'ktkanol sont ezcore ajou%os aFin ifextraire 
la totalit6 di; nateriel :--icros!oiQcuïaire. 

La préci-itati.02 &tlïanolPquc? est rd3étée trois fois, 

c - &-dielyse Gu précipité 

Le précipité final est disaout dans ml vslu~e dleac 

distillée 6gal ?i deux fois 1- quantité drurine concentrée. La 

solution obtenue est dialysde en tube de cellophane (type 

Nojax 16) lavé 21; k & l'ea3 courante et rincé abondan~ent 2 

l'eau distillée. La dialyse est faite contre 1 0  fois son volu- 

me d'eau distillée, renouvelée chaque jour pznùant trois jours, 

en présence de chlorofor.xe-toluène et k o  C, 

On recueille ,la fraction adialysable qui est ai?onBc: 

&. une concentration Qgale à la moitié du volune d'grine inltisl. 

C'est sur cotte solutica finale q u ~  sont eÎCcctu6s 

les différents dosages : oses t l n n r i t r s s l t ,  acidrcc slaliqua, osa- 

mines, acide uroniqua 

La fi,pre 9 p. 98 illustra les diverses étapes de ce 

protocole. 

Nous avons fait des d~scegcs intem:16cfiaires Bar le 

précipité 6thaxoliqu.e. 

Les r&çulta%ç sbtenus sont consignés dans lo tableau 

=Ur ; (P. 99). 



Dialyse 

Urine t o t a l e  

B i l t r a t i o n  s m  p a p i e r  matman no  ' 

Figure  9 
Schéma du pro-bocole e x p é r i ~ e n t a l  u t i l i s é  
pour 1' iso lement  ies g lycopro t ides  u r i n a i r e s .  

I Prépara t ion  Lyoph i l i sa t ion  

1 V 
Dissolu t ion  d m s  e,l:L d i s t i l l b e  (-2 : 8) 

I 
Cent r i fuza t ion  + 1 

.$, 
Suzna;eL?nt I n s o l u b l e  

! t él iminé  aprés 
V 2 lav3.i;zs 

iiimené a PEI : 4 
F~i :c iy i - t a t io ;3  à - 20°C 
pax 90 p.100 é t i 1 ~ 0 l  
a.bso1u à - 70' 

Ce11 t r i f u g a t i o n  

I 
& 

Préc ip i -ba t ion  

6 thanol ique  

Su P r é c i p i t e  

d i s s o u s  44 d a a s  l ' e a u  d i s t i l l é e  
mené  pIi : 4 
Pr6cip i t ;a t ion  étl ianolique A - 70' C 
par $20 p.10Cl éthzirol  absolu  

k' 
Centr i fugnt ion  

t 
-1 ..-II.+- 

Surnageaat 
J/ 

P r é c i p i t é  
d i s sous  dm;.; 1 ' eau Ci i s t i l l ée  amen6 
à pH : 4. P r é c i p i t a t i o n  é t i i m o l i -  
que & - 70°C ;par 9 C  p. 100 6thanoZ 
absolu  

4 7  Surnagzant 
177 Y r e c i p i t é  d i s s  us ,  çLv s I t  eau 

v I Ells-qiBee 
Dialycc c o n t r e  eau d i s t i l l c e  - 3 

jours  

Dialysable  Adia lysable  
Dossges : oses  n e u t r e s ,  a c i d e s  

s i a l i g u e s ,  osamines, 
acides uroniques . 



TABLEAU XXXX 

Conpnsitton en glucides (en mg p. litre Cilurinc) 

des diff'Srcntss Fractions urinaires 

Précipitation par l'éthanol 

( 9 0  P. 1ûc) 

OSES 

OSA 

rnTJU.T 
'ITLtCI?T 

OSES 

OSA 

UTAI: 

"C13CI*T 

Précipite dialysé Adialysable précipitd 

/' "22 L 
Dialysable kdialys able Précipité Surnagecm t 

tZ/ \A 

1 \. -" 
65 à 105 I LcC -. 5 

4, 
29 à 5 k  



2 ,  DETj"XZki: =?OC%DE 

Ce procédé c o n s t i t u e  l a  con tre-e:cpérience du 

premier.  

Ltvxiue  e s t  d 'abord  d i a l y s é e ,  P u i s  l a  fract ioiz  
d iû lgsüb le  (dont 011 gayde une p z r t i e  î l i q u o t e )  a p r è s  l - ~ o p h i l i -  

s a t i o n ,  est- p r 6 c i g i t é e  p a r  l l & t h a n o l  dans l e s  iuenes c.onditions 
que précédemment. On sépare  l e  surnageant  du p r 6 c i p i t é  obtenu. 
Les dosages d.ea g l u c i d e s  soii t  e f f e c t u é s  s u r  l e s  t r o i s  f r a c t i o n s :  
a d i a l y s a b l e ,  p r e c i p i t ;  e t  r;urnageat. Les r 6 s u l t a - b ~  s o n t  ras- 
sem'blbs dans l c  -i;ablea~-t 1";~1X; ( p g e  99 .) 

P a r  l'examen de  ce  t a l e a u ,  0x1 voi-b cyu'eil as:r;ocian-l- 

l a  précipi-ta-bion l a  d i a l y s e  ou l a  d i a b s e  ?L l a  p r é c i p i t a t i o n  

l a  f r a c t i o n  nncromol6culaire obtenue p a r  l e s  derri p?oc&dés 
pr6:;ente des valeui?s concondai2tes e t  d'une d i s p e r s i o n  t r d s  
r é d u i t e .  

Ces résu7t-a-i;s s o n t  d ' a u t a n t  p l u s  ~ e a a r q u ~ 7 7 1 l e ~  s i  0x1 

l e s  compare à ceux obtenus 2a.r l a  d i n l y î e  s e u l e  ou In pr&ci? i -  
t a t i o ~  &t?-racol iquc seu7e , ?Ton seu lezen t  l e s  v a l e u r s  nc  corres-  
pondent pas d ' u  p roc&<~b 5 l ' a u t r e ,  mais e l l e s  s o n t  tr3:;  d i s -  

persées .  Par ai:Lleiirs, on -eut r ens .nuer  la r ic- iesse en a c i d e s  
uronic~ues et eii iicidec s i a l i ~ - , l e s  Ac l a  fr:.cticn a lcoolo-soluble  

de  l l a d i n l j r s a b l e ,  cc  qvi prouve bicïi quo l a  Ciinlyse s e u l e  nte:;t 
?as .- cozïgl&-be, 

La neme remarque e s t  A f a i r e  en ce  q u i  coccerne l a  

f r a c t i o n  d ia l -ysable  CTII p r i i c ip i t é  é thanol ique  de l l u r k ~ c .  La 

p r é c i p i t a t i o n  s e u l e  ent rar i le  doric d a n s  l e  p r é c i g i t b  den polyo-- 
s i d e s  alcoolo-ii lnolubles mais d i a l y s a b l e s  e t  qu i  n e  foil t  pas  
p a r t i e  du  m a t é r i e l  glycoprotéiiLique proprement d i t .  



iilaiç en a ç s o c i m t  p réc ip i t a t i on  e t  d ia lyse ,  la Prac- 

t i o n  m~.cromol&cukaire obtenue par l e s  deux procédés présente des  , 

valeus concardmtcs  a t  dfwie dispers ion tres redul te .  On a r ~ i v o  
en p a r t i c u l i e r  2 m e  valem en oses to taux  à -peu pr6s constante 

3. de dCG ng - 5. 
141algrG l a  valeur  égale des  delm procsdés, nouu z-vo:zs 

opté prEférentiel lement ~ O L V  l a  p r e c i p i t a t i o n  alcoolique s u i v i e  
de l a  d i a l ~ s e ,  ~ ~ o w r  des ra i sons  d 'o rdre  tecLknique : 

- La précipita-Lion de l ' u r i n e  b ru te  est' t~r':s A ~ i ç é e .  

Il n ' o n  e s t  pas de uême de l a  f r a c t i o n  ndialysabls  qu i ,  dcj6 
t r&s  pur i f i be ,  p r 6 c i p i . t ~  p lus  d i f  f i c i l e n e n t .  

- l a  d i a ly se  dti p r e c i p i t é  f o u n i t  un v h e  de d ia -  

lysable  rno5.n~ importôat qxe dans l e  c3s de 12 dia lyse  de l ' u r i n e  
t o t a l e .  Il e s t  donc pluc cor~aode fie t r a v a i l l e r  avec des volu~ileç 

de l i qu ide  rc1ativenei:t P a i i ~ l e s  d1  c...~.-t,rnt p lus  que ceux-ci doiveab 
$ t r e  concentrés a v m t  dlê t ' rc  dosés. 

B - TECITJIOLX O,? PiC?Ai~TiC!JT DTXS E?',Ii\ES - ----- & -.--,-------,---,------------- .-- ------------------------------------- 

Lturiz1e e s t  t r a i t é e  comne nom l 'avons  d é c r i t  

ii;? vo2:ixe de 500 rai d t u r i n e s  e s t  lg-opIlilis&, l a  
poudre obtenue e s t  r e p r i s e  par  de l ' e a u  ( 7 i s t i l l 6 e  pour former 
un voluzne f i n a l  de 50 m l .  Des f r a c t i o n s  de 10 m l  exec-benen-l; (cox- 
respondant donc & 100 m l  C t w i n e  b ru t e )  s o ~ t  a l o r s  p r e c i s i t é e s  
par  9 volumes d16tbs_vlo1. L1opé~a. t ioa  e s t  r5pbt6e t r o i s  :fois 
au t o t a l .  Les d i f f é r e n t s  surnagean-2s sont  ~ : e c u e i l l i s  e t  né l a l~ ; é~ i ,  

pour chaque f r a c t i o n  de 10 ml. Le p r é c i p i t é  f i n a l ,  d issous  dans 
20 a 30 m l  dlec:t~ d . i s t i l l & e  e s t  dialys;  3 jours conkm 20G m l  
dleail d i s t i l l e e  mrtineenue ,"j. + 11-O C e t  reiiouvelée clznque jour. 
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Les f r a c t i o n s  d i a l y s a b l e s  s o n t  rBunics e t  a j o u t é e s  a u  
d i f f é r e n t s  ç u r n a g c m t s  pour c o n s t i t u e r  l e  d i a l y s a b l e ,  que l ' o n  I 

concngtre par  6vaporat iun sous v i d o  A un v o l m e  de 100 m l .  La 
solutloz;, a i n s i  obtenue e s t  u t i l i s c c  gour  e f f e c t u e r  ]-'&tuCe ch i -  
mique e t  3. ' mi;wlyse ch-comato~raphique * 

Une f r a c t i o n  de 10 m l  d i l u e e  1 0  f o i s  e s t  u t i l i s é e  

pour l e s  dosar;es des  oses  "neut res" ,  e t  d e s  ac ides  ~woniques .  
Les osamines n b c e s s i t e n t  une ccncen t ra t ion  au q u a r t  de l a  so lu -  
t i o n  u t i l i . c & e  pou;? les oses  e t  une  p u r i f i c a t i o n  p r é a l a b l e  sur  

Dowex $O X 8 (I1zr,eski" 200 - 400) forme 2,ci.de. 

S a m t  aux a c i d e s  s i a l i q u e s ,  1' i n t e r f é r e n c e  avec l e s  
oses  e s t  t e l l e  q u ' i l  n ' e s t  guare p o s s i b l e  de l e s  dose r  en "rou- 
t i n e "  : on o b t i e n t  une c o l o r a t i o a  bleue.  Il e s t  doxc a b c e s s a i r e  
de l e s  i s o l e r  du s u l ~ s t r a t  amant de l e s  doser .  

Zn f r a c t i o n  non d f a l y s ~ b l e  du p r é c i p i t é  forme 

l ladialgs ,? .ble .  Il e s t  amen6 volume de 50 m l  e t  l a  concen- 
t r a t i o n  en oses  "neut res" ,  osaminen, a c i d e s  s i a l i q u e s  e t  a c i d e s  
uroniques e s t  dé-terilinée s u r  12 s o l u t i o n  ob-benue. 

Nous avons schéna t i sée  l e  processus d 'ob ten t ion  d e s  
fr?.ctions d i a l y s a b l e  et; a d i a l y s a b l e  dans l a  i i g u r e  10fp. 103.) 

CONCLUSIONS 

5ar 1 ' élir~ination systématique d'un certain nombre 

d'erreurs due à l'emploi de la dialyse, seuls et sans lavage 
des ~er;branes de cellop:~ane, ou dz la pr6cipitation éthanolique 

seule, et des dosages colorinétriques, nous posséaons maintenant 

une méthode reproductible d'isolement et ds dosage des glyco- 

protides urinaires, 



Urine filtrée 
5 0 C  ml 

lyophilisation 

Poudre - 3issolution dans eau diatillee 

Figure 10 

Schéna du protocole cxpérinental utilisé pour 
l'isolenent, le dosage et l'identification uos glucides 

libres et conjugu6s des urines. 



Cette méthode a l e  double avantage d.e nous f o u r n i r  

sépard~~ent la f r a c t i o n  !*:icrorno~cculaire des glucides oi: frac- 

t i o n  d i a iy sab le  e t  la î ~ a c t l o n  rnacroiaol~culai~.e.  
P -* 

Ainsi ,  son apnlica-tion l'étude des ur ines  fiunai- 

nes ,  puis ,  dans un e s p r i t  de b io log ie  comparée, C e s  u r ines  

de différents iSa;::~iÎ&res nsun a ,serl;iiç d c  é t a b l i r  l e  bilan 

glucidique complet des ur ines .  

Nous ver:?onz dol~c succ5essive.-:e~it l e s  rSsu1ta t s  

q u ' e l l e  nous a ap?ortéseans l ' é t u d e  : 

2 - de 12 fraction a . l ia lysable .  



Cet exposé concerne l'analyse chimique quantitative 
et l'analyse chromatographique d-e la fraction dialyc ;cible des 
urines humaines et des urines de différents Manaifères que nous 
avons étudiées : le boeuf, le veau, le cheval, le nouton. le 
porc, le cobaye, le lapin et le rat. 

NOUS avons dosé les oses "neutres" selon la méthode 
& llorcinol de TILLhYiXS et PHILIPPI (386) decrite p. 195 et 

les acides uroniques selon la néthode au carbazole de 
DISCIB (387) décrite p. 197 . 

Nos résultats sont exposés dans le tableau i ; g X  

(P. 109 

La .teneur en oses totaux (oses et polyosides) varie 
dans de largos limites quelque soit l'espèce. .Ce résultat n'a 

,. 

rien de surprenant puisqulil concerne essentiellement les oses , 

et les oligosides (comme le saccharose et le lactoae) qui 
prédozinent dans la fracticn dialysable et que leur présence - nous le verrons plus loin - est essentiellement liée 5 l 'a -  
limentation de l'animal. 

La teneur en acides uroniques est généralenent très 
élevée et dépesse méme daas le cas du boeuf, du cheval, du 

. 

mouton et du porc la teneur en oses totaux. 

La nature des composés glucuroniques présents dans 
les urines n'a pas été.précisée. Nous avons cependant carac- 
térisé par cbcromatogrciphie sur papier de l'acide glycmonique 
libre. Une autre fraction existe sous la forme de divers 
glucuronocon jugu-6s , 1' acide. glucuronique étant un produit 
de dbtoxication de l'organisme. 



Tableau XML: 

Composition en glucides de la fraction dialysable 

des urines de différents Mamaifères (en mg pour 

l.OC0 ml d'urine), 

Oses "neutres" Acides uroniques 

1 Boeuf 

t 32tc Veau a 196 
t (176 a 772) ( 70 à 312) ----------.----- -"--- - - - - - - - - - - -O-----  --------------------a------- 

t : 
Cheval : 616 : 856 

t (279 à w"7) : (4k.7 à 1 ,144) 
œ--------------.:------------------.œ"I):--------.------------------. 

œ-------.-------;"---------------..----:-------.---------------.----- 

Cobaye : 410 t : t 27 9 
t (207 Q 582) (156 à 430) 

,--------------- -----------..-----,,---t-----tt-t------------------- 
: t 

Lapin L 642 t 435 
8 (340 i 1 .~92) . : (215 A 751) 

-----------:-------- .--- I---- . . . ."--g---œ-----"------------------  



!!Tous avons l i u  l e s  methodes classiques d analyse 
chromatog'raphique des glucides à l ' é tude  des oses e t  polyosi- 
des de l a  f r ac t ion  dialysable des ui-ines huïnaines e t  d t a u t r e s  
mammif  ères,  

Ce-endmt l a  chromatographie des sucres n t o s t  pas 
applicable à l 'analyse d i rec te  des ur ines  à cause de l a  pré-  
sence de nonbreuses impuretos, 1 ' acide uriçv-e en p a r t i c u l i e r ,  
dont il e s t  nécessaire de débarrasser au pr6alable l e s  solu- 
t ions  glucidiques. 

IToiis exposerons d'abord t r h s  bri6vement l a  méthode 
de pwif icat ion q3e nous avons u t i l i s $  l e s  techniques de 
séparâtion ckiromatographique, l e s  procédés de rév6lation e t  ü t i -  
dent i f ica t ion  des glucides ur ina i res  enployés puis l e s  résul-  
t a t s  obtenus, 

A - PURI .F ICATION DXS SOLUTIONS G L U C I D I L r n S  ET -- 
CI@OIIIRTOGPd7B~ SE? P U I Z X  

La séparation chromatographique des oses pour & t r e  
net';@ do i t  $tye effectuée sur des solut ions  puri f iées .  En 
e f f e t ,  l a  pr6sence d ' ions  rnhéraux provoque des " t ra in6esU 
qui rendent d i f f i c i l e  e t  m8rne impossible l a  lec ture  des 
chromato~rammes. 11 convient donc d 1  en débarrasser l e s  solu- 
t ions  glucid&ques. 

* Ces travaux ont  été effectués en collaboration avec 
rbf. G, ST-~CKER,  



Cet-te déninéralisat ion e s t  r éa l i sée  par  l e  passage , 

successif su r  des colonnes de r é s ine  à échange de cations 

(Dowex 50 X 8, "mesh1I 25 ; 50 forme acide) puis dlariions 
(Duolite A - 102 D, "mesl.?" 25 - 50, forme forn ia te )  ~~~OITTLWUIL 

e t  BOULANGER ( 388) . 

La f r ac t ion  dialysable des urines correspondant 
100 m l  d 'ur ine brute e s t ,  nous .l 'avons vu, concentrée 100 m l .  

En e f f e t ,  l ' u r é e  e s t  f ixée  d'une façon sa-bisf:;isante par l e s  
6c:iangeurs d ' ions  à condition que l e s  d i a l y s ~ t o  soient  ramenés 
à un f a i b l e  volume. La solution e s t  a lo r s  pur i f ihe  par  isn 

passage successif  sur l e  Dowex 50 X O (2 X 30 cn) puis  sur l a  
Duolite A - 102 D (2 X 30 cm). Le l iquide e f f luent  auquel on 
ajoute 50 5 100 m l  d'eau de lavage des échangeurs d'ions e s t  
r e c u e i l l i  e t  évaporé à s i c c i t é .  

Le rés idu  e s t  r e s r i s  par  1 m l  d'eau d i s t i l l é e .  Les 
substances insolubles  sont éliminées par  centrifugation e t  
10 & 30 p l  de l a  solution surnage,mte sont soucis à l 'analyse 
chromatographique sur  papier dans l e  système so lvar t  de 
PRHTI!IDGE (389). 

n-butmol [acide scétique/eûu (4 : 1 : 5) 
en papier Whatman no 3 pendant 48 h 

La révélat ion e s t  effectuée & l ' a i d e  des r é a c t i f s  suivants : 

- m é e  chlorhydrique de DZDOITD3Ii (390) 
pour l e s  cétoses 

- orcinol  de KidVS!P~;IiIfD e t  NO2DBL (391 ) 
pour l e s  cétol~eptoses e t  c6tohexoses. 

1, URINE HUI,~L&IITS-, : 

L'application des m6tliodes d'analyse cliromatograg~~i~,,  
sur  pa2i .c~ e t  des teclz~iques de rCvélation spécifiques des 
glucides que i2ûus venons de c i t e r ,  nous a permis de ca rac té r i se r  
de t r d s  nonbreux monosacck~arides, o1ii;osides e t  polyosides. 



.. . Les ~ o l y o s i d e s  
*---i --W- 

Nous ne nous somuea penchee sw lJ6-GU& de  Ces 

~:.br:.i;~accs qui ont  f a i t  l1 ob je t  d3 t r ~ v d u x  approfondis ;:ar 
S2?EVIZjGi ( 3 9 2 ) ,  La l i s t e  d . e ~  1,olyouides iden-biPi6a a &-te 

I 
4-bnbl ie  au tab leau  1 p. 9 . Houa en avons seulenent ?.2o%%kre 

1. ! existence en cP*~'omatogr:-.phiat ( f i gu re  II ;p. : 10) l e s  
(+ ;. . Lu;_ons -#- .- par différe_rites concentratioi: d16 thmol  dlv.i!s. col a h ~ e  

--c charbon sur  l a q u e l l e  htai-i; i>aasé dialysable, 

Ces c o r n ~ o ~ é s  s o u t  ~né~.moins  t r 6 a  i ~ p o ~ t : - - ~ U s  i!ui s q ~ e  
-5.117 l a  plupxz-L i l s  s o n t  des produi ts  du m6-tabolirrn*? 6.; \ ' ; 'hdi  . 
vii:-u. 2 2  r i f e t  a i  oer-bainç son% a l i n e n t a l - r e s  (lûc-bo-c?, ms\ hW-, 
.?-ccharose , k a  /-,.) Arc, Glc <-Y Ai7ri, 1 -  1 ,  X3-Z.4a Xyl ) 
y K..; nutyer; ~;on-t d 1  o r i g i n e  ~1.ycosrct~inr ique czi. i l s  1 ~;:i'er he-hk . - 

c:--î ;-wc;,-)or'sions .vax~;li&bl.c.s 6-u 8;alac-Lese, du mr3-3osei CI? f umee , 
- 3 .  (le LLL ;;li:cosrmlne, fii; la ga3uctosüwiaei: e-b ilc ?. i - ,c i&~ g\.a\i q*C! - 

X3zr c;.illeli~s, s i  on aome-i; [?-es i n C ? % ~ i ~ i i X ~  ?i +ivewg 
.-, l !iiiilcs .> al i s~an-baizcs  ( surcharges g1ucidi.q-~lc ou 123:0%5.c?. ~ - u C  

C # 

->édz-te v,,:';atc+.rieïz eV nême ï.&gime de j e h e  gluciiiiqil,s : e a u  . . 3 

.;; ~ l c m d c  ro1.13~3 j:endcn;?_-t; 5 jours)  on n o  coiîui-~t;o aupu.. c.hah j e  
'it -7 t &::XI:; ?.el; osides Ir ' o r i ~ i r ;  e gLyvogro.t6?<~iqu~;:; , P?ri- CQL\-PTP 

c c  -a8;11c-c; o:-jil es vz.:?ientr ~~x~.~.?-ltative~~!c~i-i; e t  g ~ ~ c ' i : 2  t.i-:~.':i-~;eh Q& 

-1 1115-ivI.(iu 3. lf auJi;re. Ce,? ~: j . .~ ' j . . a t i~ i l~  sa;t @ L i  ~oi:t i-cu;i&r 
* .! 
LI,O~I cies groxipes scml:iiiïîs de .S i n d i v i d ~ s  . C:C-V~IT?;~S;-L u:.?~ c d   LW 
, , IlcJ;e?-ogt?rîuit6 c s t  observco $. .trinu6ri~u~ rlu z~&ae g ~ c r : ~ , ~  % k p h  

. .. 
E k Clraut ;lc! pari; l a  c,o-i,ipositio3 RE uses iie ces  G S : . G * ~ ~ .  ne w - 
-~ . :poi~c?  ~ u c c c ; : ~ ~  C S ~ I U C ~ U T ~ ~  sc tae l lenenb c a r a c t b a i s 2  ci-~en 

;?*L + J- b . ~ , , ~ r ; e r ,  -- :T :> ;O grot~pes sa~îg~ii2:';'; OU t i s s u l a i r e s  - t?ur o1Lg.i i; e 

dsîîc czicoze tir! pro33.Gxe. P a  leuil cor~posi*lon,  i l s  poix i;..j e d  
su i. , . .-i;-bc?.~'i_r~ à cep-tains g m g l i o s i d e s  t:i.:;sul~.5.re,~ c,t: 1 - - -1  

i,-. u-:L~ cJ e &yc G l ir -i fie iiî c ouriu , 

iTQa~noins -Gous ces  p~oblèraer; dépassc:îi- 3;. cadrede CP 
-:-zt~-vail c-i- xc p?u~e:ilt  y ê t r e  C:-OS&S CI? di3-$ .C,:I, . 



Ckrcmatographie des polyosides de la fraction dialysable des urines humaines 

(élution par différentes concentrations en dthanol d'une colonne de charbon) 

S y s t b  solvant t n-butanol/acide ac8tique/eau ( 4 : 1 : 5 ) O  

Papier W h a W  n03. k é e  de la chrmtographie r 6 jows. 
Révéiation par le réautif & l'oxaiate d'aniline. 



b- Les  monosacchari2es 

Bcprellaa t l e s  t r avaux  dr; 1.1i ,IIT;3UIL e t  230UïXkTll;l:II: &s3) 

su l e s  oses neut-res, nous avons achevé avec i3TIL.XIT'L: ( 5 3 k )  

I iden43-f icatiini, des o s e s  %eu ';resU de l a  frü.ctiolî din1yrsu:-t-.. 

lTo?ns ea avons é t a b l i  l a  l i s t e  deas l e  %ableau .EGCI ; (p : " 2 ' 
avec Icur .baux d éliairia-t ion j o u r i ~ a l i é r e  . P\Tous zvo;ls pl; ~ir.-, tCe 
en 6vir3.cLlce t a n t  p a r  ch rom,*^-i-ographie , cpe pas des  crLt-è-nc E 

pl~ysicochiiniques,  l a  pzésencc de 6 a ldoses  c k  de 6 c é t c - e s  
parcni l.esqu.els f i g u r e  iû 3 (+) al-ibulosc STRICCkX29 C:-OT.,@3r i. & 

T(j.î'J'P'3" - .- LATIIL (395) (Pigu-es If), 13, et; 14 3 p. 113). 

C e r t a i n s  de c e s  oses avaien-L d6,ià ét-6 nis en dv-ydeha 
&:i1~ l l u r i n e ,  Comie nous 1' avons déjà s i g n a l 6 ,  FU!? PZ;;l';tiiI' et 

:!OItl: ( 3 9 6 )  ûvaient i so l i i  e t  c a r a c t é r i s é  l e  r i b u l o s o  et- L- D-Y\- 
l i~? -ozc ,  ',BIT;< e t  I-Z.?SS (397 ) p a r  ~7,7-~oilatogra?hi.e bid!L-:c;;:~l: WA - 
z~eLL9 s u r  p a p i e r  on-l- rnol~i ;~& q - i i l i l  exis-bc7i-t G g luc ides  -ni 

I 

fcu2n5csaient; avec l e  r é a c t i f  à l l o r c l n o l  l e s  col.o:ca-t,ir~r S 9 4  

v i â i ~ u e s  cies c6-Eoses. Parai eux, l e s  a u t ~ u r s  no-i;ciien% 2;. 

- r&seuce de deux sll'ostcü~ceç izîcon:.iucs q u i  correspc?:i3-e~l-b ~CLX  

[:- ucide s ;~QC nous atTon s is01C;s SOUS 1~:s dEinoriina.-i-i.0i2~ c1 

5.-s&tofructosc e t  d 1 ~ 7 1 u l o s e .  

@:in-t ii TiWTiEUIE e-t; BOUS;Uj.$G3:? (398 ) , i l o  :: j-z. ,, t a\ e d  
.2 

ou t ro  l a  préscnoe de gals .c tosc,  g iucose ,  naonose, îu70- i  :Y ~ S P  

u J ~  arz.bi~iosc ba présence d f m  co-tose iilcozn~x e-i; q u i  a f - , ' - 3  
:;.deni-ifiE au D - n l i u l o s e .  

0x-l.r " l e  d e ~ ~ l u c i d e s  u r i n a i r e s  : .--.--- -- 

La. presence  de  c e r t û i n ç  oses  da-.~~ I ' u r i i ~ ~  lm~~-> ' W C  

cornne l t a l l u l o a c  p o s a i t  des problèmes . iTous nous somnc, 
~ ~ c x c I ~ B s  sur l a  ques t ion  de l ' o r i g i n e  dcc oses m i n  a - . ~  -i-,l.v c,. .- 



EliminaLion jourmalière des mcnosaccharides des 

urknes huaaines d f après STF3CKXR f 39 9) 

Elimination jour~alière 

AL~OSSS 

D - galactose 
D - glucose 
:-L --  ann no se 

L - arabinooe 

, L ! !  



Figure 

Figure 13 Figure 14 

Figures 12 - 13 et 14 
Chromatographie des oses "neutres" de la fraction dialysable des urines 

humabes. 

Système solvant r n-butanol/acide acétique/eau ( 4 : 1 : 5 ). 

Papier Whatman n03.Durée de la chromatographie : 48 heures. 

Révélation par le réactif à ltoxalate d'aniline ( figure 12 ),par le 

réactif à l'urée chlorhydrique ( figure 1 j ) et par le réactif à llorcinol 

(figure 14). 



- 114 - 
Pour cela nous avons s0uni.s des  i n d i v i d u s  sa.ins à divers régimes 
n l i ~ ~ e n t a i r e s  : 

1 - un régime de surcharge  glucidia_uc 
2 - m regime de carenc.3 g luc id ique  avec a l i r i l e ~ t d t i o n  

p z o t i d i ~ u e  ( v i m d o s  e t  oeufs)  
3 - r6gime vt igétar ien (v&g6"cux ex~1usi-creilieiz-t;) 

irous avons pu a i n s i  d i s t l n s u e r  t r o i s  c a t é ~ o z i e s  de 
glu-cides ( f i g u r e s  15 e t  16 ; p. 115). 

- C e r t a i n s  ae d i û ~ a z a i s s e n t  jamais de l ' u r i n e  

e t  r e s t e n t  c o n s t a n t s  : i l s  s o n t  donc d ' o r i g i n e  
m6tabolique. Il s ' a g i t  d 'une nart du ga lac tcuc ,  
mmnose v t  fucose  l i é s  au raétabo1is;ûe dea glc;~co- 
p r o t é i n e s  e t  d 'ctutre p a z t  du x ibu lose ,  ~ r y l ~ t l o s e  et; 
sédoheptulose l i é s  au n ié t~bol i sme des  :;lucides 
l i b r e s .  

2 - s u i v a n t  l e s  regimes a l i m e n t a i r e s  I)LW con t re ,  
d ' z u t r o c  d i s p a r a i s s e n t  ou augnien-iïent : l e  glucose : 

L 1 a l l u l o s o ,  l e  sênnoheptulose,  l e  saccharose e t  

l e  5 cé-bo-fructose parmi l e s  c é t o s e s ,  
013 p e u t  donc en dédu i re  q u ' i l s  o n t  une o r i g i n e  
a l i m e n t a i r e ,  

3 - quelques uns e n f i n  s u b s i s t e n t  t o u t  en s u b i s s a n t  
de:, var ia . t ions.  Il s'agit de l ' a ~ a b i n o s e ,  du. 

x y l o s e ,  cTi i'ructoose, de 1' allohep-l-uloaz. 
I ls  zurûiei î t  doac une double, o r i g i n e ,  m6taboli- 
que e t  a l i n c n t a i z e .  

2. mDnS Il3 i'FUOAIPZmS : 

Nous avons f a i t  l a  même &tude  sur l e s  u r i n e s  d t a i ~ i a l ~  

couraui,Us, t e l s  que l e  boeuf, l e  veau, l e  cheval ,  l e  mouton, 
l e  porc,  puis l e  cobaye, l e  l a p i n ,  e t  l e  r a t .  



Figure 

Figures 15 et 16 

Chromatographie de la fraction adialysable des urines d'individus sains soumis 

à divers régirnes alimentaires. 

:;ystène solvant : n-butanol/acide acétique/eau ( 4 : 1 r 5 ) /a 
1 . j  

Piipier llllllatman n03 . Durée de la chromatographie : 48 heures. \ -:- s ,, 
%*- .. . 

Riv:lation par le réactif à l'oxalate d'aniline ( figure 15 ) et par le réactif 
h 1' w6e chlorhydrique ( figure 1 6 ) . 
B1 , N, , N :urines nomiales. V1 , V2: urines de sujets soumis à un r6gime végétarien 3 
G : urine d'un sujet soumis à une surcltarge glucidique . El , E2 :urines de sujets 
soiu;cis B un effort physique important. P : urine d'un sujet soumis à une surcharge 

protidique. 



Les r é s u l t a t s  obtenus sont i l l u s t r é s  par l e s  f igures  

17 e t  18 ; p. 117). 

Le r é s u l t a t  l e  plu-ç in te ressant  concerne l a  rem~wqun- 
b le  i d e c t i t é  de c o ~ p o s i t i c n  cn glucides des urines qui p e r m e  
d'envisager l ' ex is tence  de matabolismes conmms aux diff6rent$s 
espocec: de Miamif&res. %1 e f f e t ,  l e s  ~~~onosaccl?arides des u ~ i n c o  
de b:ammif~rea c i t é s  précédem:~ei~t sont l e s  nemes que ceux qui  

ont  6th i d e a t i f i é s  d m s  l e s  urines h m a i n e ~ ,  (voir  tableau 
XXXI ; p. 112 ), Ce-endan-l; de p e t i t e s  diff6relîces exis tent  : 

l ' u r i n e  des pzincipaux H m ~ i f é r e s  ne zenfenne p r a t i Q c n c ~ ~ t  pas dc 

3 - c6to-fmc-kose n i  d ~ a l l u l o ç e ,  cétoses qui n 'ont  ét6 m i s  en 

évidence que chez l e  cobaye e t  l e  r a t ,  anirae.ux de l a b o r a t o i r e  
recevcl1.1-t uie nourriture glucidique préalablement t r a i t & e .  

C e u  observationn confirment que l e  3 - c6tolxrrctosc 
c t  I 1 a l l u l o s e  i1e préexis tent  p ~ s  dans l la l imentat iun nais qu ' i l s  
s e  lon~eni ;  en r é a l i t é  dwiilz-i; l a  cuisso:~ des a l ixents  r e ~ l f e r ~ m n t  
du glucose ou du fructose - ce qui explique leu2 presence d m s  

l e s  urines humaines. 

Ce-tte et-ude ~ 1 3 ~ 3  non-bre que toutes  l e s  uzines i-c 
~a3unifi.res y compris c e l l e  de l ' home  renferne des oses, 
des polyosides e t  de l l c ~ c i d e  wionique & ra ison do 1,5 -al 
l i t r e ,  

Par e . i l leurs  l a  na ture  des glucides e s t  l a  même 
quel le  que s o i t  l l ecpace .  La physiologie 'es oses e t  o l i g o s i d ç ~  
pr6seiîi;e donc une grande unit6 d'une espèce 2 l 'outre .  



Figure 17 

Figures 17 et 18 

Chromatographie de la fraction dialysable des urines de différents ~amrnifères. 

Système solvant r n-butanol/acide acétique/eau (4 /1/5) 

Révélation par le réactif à l'oxalate d'aniline ( figure 17 ) A>% 
Révélation par le réactif à l'urée chlorhydrique ( figure 18 ) \:IL.: 

e c  1 
H r homme; B : boeuf; Vr veau; Ch : cheval; II : mouton; P: porc; Co r cobaye; 

L : lapin; R : rat. 



Cetto étude zevêt deux aspects. R n  efiet, avant 

d'analyser la cor-.position q ~ ~ t i t a t i v e  at qaalitative des 

glucides glycoprotidiques 12.9s urines hunaines et des urines 

de &iammif&res, il nous a paru ndcessaire de fractionner ces 

préparations dans le double but : 1) de parvenir à iaoler des 

nouveaux cornposQs et 2) ci'acquérir quelques précisions sur la 

nature des substances quP constituent le substrat dont nous 

avons décrit pr6cédemrraent les ~~odali-kés de préparation, 

Ces recherches ont donc f a i t  llob jet des deux 

chapitres suivants : 

- le fracti~nnenent du substrat glycoprotidique 
- applications au dosage tct & la conposition r~olairc 

des urines kunaixïes et; de Ib;amnif&res 

Quatre méthodes ont étd apgliqiaées que nous allons 

décrire ainsi que les résultats qqz'elles nous ont apaortées : 

1 - fraetiomesent par chromatographie sus Dowex 
1 x 4  

2 - f ractionnea;~ei~t pzli 1 éthanol 

3 - fractionnonent par le suifate dtarnmonium 
k - fractionnerient par gel filtration sur S éphadex 

G 50. 

??~us avons utilisé une résins éckazageuse d'anions 2 

le Gowex 1 X 4, ''rneshV 200 - 400, f'or~e formiate. 

* Ces travaux ont été réalis6s en collaboration avec Madonoi- 
selle SPIB ct i71adarao F. VAILLUlJT - 3ZLACT;OIX. 



Aprho activation c?e la résine par le procéd6 de 

COI-ZR ( 400) la forme forniate de la résine est obteriue les 

passages successifs de soude 3 N, d1e2u distillée jusyu'h 05- 
tention cl 'un pE neutre, puis d acide f or~~iaue concentrQ, e n f  i r l  

d'eau distillee jusqulà ce que le pH du liquide effluent ne 

soit plus acide, 

La rssine ainsi traitée est 2rêto à 6txo introduite 

dcns la colonne (100 X 5 crz). Quand. cette operation est t o r ~ : ~ i -  

née, la colonne est Lnstallée en C'7-rasbre froide & + 40 C c h  - 
se déroulent toutes les opérations ultérieures pour Qviter 

les fermentations et la dénaturation des glycoprotides. 

Fractionnement du 1 lladialysablev u r i n a .  - 
U n e  quantité de 1,-3 à 1,6 g de la poudre obtenue 

par lyophilisation de lradia17sabLe (ce qui corres2ond à 20 1 

drurine d'homme bruits) est dissoute dans 28 ml d'eau distillée 

La solution obtenue est av.en6e à pS 8,7 et d67osée avec pré- 
cautions au SO'.a. et 12 colonne. 

Lfdlu-éfon e s t  réalisée ~uccos~ive<icn& par : 

- 1 1 d'eau distkl36e, en ur.e fraction unique clésignae 

sous le non de fraction neutre (FE) 

- 5 1 d'acide chlorhydrique 0,1 ET recuelllLo par Fract2o:~c 

clc; 3 G  r11 par urie collect sur au toi:iai;ic:ue Tochr,icon, 

Chaque tube est repéré on UV à 276 mn, et de cette 

façon on  are les pics F I ,  P2, P3, Pb, Tg, P6 et P 7 
(voir figrzre 19 ; p. 120). 

-I,5 1 d'acide chlorhydrique 3 N en fraction unique 

pour décrocher de la réslne lus conposés les plus 

acides, Cette fraction est dosignée par llubrdviation 





Les. effluents chlorhydriques sont dialysés contre 

eau dAstillde et lyopl~$lisée. 

Toutes ces fractions sont ensunte analysées pas voies 

chimique, élsctrophor&tique et im~~unoé lec t rophorQt ique .  

Nous exani~erons successiveinent les ccn-ositions 

centésimale et nolaire eE gliacides d s s  diff6rerrtes fractions, 

leurs aaalyses en éloctro-borhse puis en icrmino-électrophorèse. 

Composition centésimale . - 
Les résultats obtenus sont résumés d a i s  le tableau. 

jWLII (p. 122). Les valeurs des pics PI:, D P nty figusent -5'  6 
pas. En effet, Ph et P fournissent de très faibles quantités 5 
de produits et le pic P6 a 6t6 identifié à ltacide urogique. 

La plupart de ces fsactfons n'offrent pas de caractères 

très particuliers. 

Le pic 7 est le plus importznt. Il est trss riche 
en glucides totaux ( 6 0  p. ~cG), particulièrenent ex aci2e 
slalique et il renferne 2,T 2.  102 d'acides uroniques. 

Ceux-ci sont surtout abondarits dans le Traction FqN. 
4 

2 O  ~omgooition molaire : 

Nous avons rassexbl6 les résultats obtenus das le 

tablaair =III ( p o  123). 

a - les oses net?iG= 

Toutes Les fractions contiennent du galactose, du 

glucose, 5-2 nannose et dv. fucose. 

Seule la fraction F' contient du xylose (il en 
3N 

existe aussi des traces dans la fraction P ) (voir figure 20 j 7 
p .  124). 
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Figure 20 

Chronatographie sur papier des oses "neutres" des hydrolysats des fractions 

obtenues par chromatographie sur Dowex 1 x 4 de ltadialysable urinaire. 

Système solvant : n-butanol/acmde acétique/eau ( 4 : 1 : 5 ) 

Fapier Uhatmsn n03. Durée de la chromatographie : 72 heures. 

-54vélation par le &actif à ltoxalate d'aniline. 

T : témoin oses ; Gal. : galactose ; Man : mannose ; Xyl : xylose ; 

I"Uc : fucose. 



h- Les osamines 

Toutes les fractions contienner-t des osaninea qni ont 

été idexztlfïée~ & la glueosaxine, prédominante, et & la galac- 

toaai-kirse, 

:- L'acide sialique 

L'acide N-acQtyl-necraniniqils est pr6sent dws toutes 

les fractions, en proportions croissantes depuis la fraction 

FM jusqulà la fraction F 3I.. 

d- Les acides uroniques 

La fraction 3N contient de l'acide Pduronique identi- 

fié par électrophorèse en tamp~n borate. 

3 O  Etude électrophorétique 

Les deux rractions qui ont retenue notre attention 

sont les fractions P 
7 

et F311, les autres étant tr&s hétérogknos, 

La fraction P7,  en blectrophorése sur acétate de cellulose sa 

sépare en 3 constituants prot6idiques révglés par le rdactif 
à l'anidoschwartz et en 4 constituants r6vdlés par le rdactff 
au bleu alciaz, Il atagit donc là soit de mucopclysac&harides 

acides soit de glycopeptides tr&s acides, 

LÎ fraction B31i, est très intérennmte czir le bleu alcian 

révéle 3 bandes oyant le co!iLponitement de l'acide ehondroZ%ine 

sulfurique A. ou C ( c o ~ ~ o s é  majeur), de l'acide chonCro3tine 

sulfurique B et de l'acide hyaluronique. Trois autres bandes 

n'ont pas encore ét& identifiées. 

40 Etude i ~ : : : ~ u n o - ~ l e c t r o p ~ ~ o r é t 5 ~ u e  

La fraction P a égalenent retenu n o t ~ e  attention car 
7 

elle révèle serrle.-ierî.i; l'existence de 5 constituants antigéniques. 



CONCLUSIONS 

L'étude préc8dente montre que deux fractions sont 

intéressantes : il s'agit du pic P et de la fraction F 
7 grr 

1. La fraction F nous a en eîfet apporté des renseig~ements 
3N 

précieux d'un triple point de vue : 

- elle contient do lIaci.de iduronique, ce qui confirme 
l'existence dans les urines d'acide chondroïtine B. 

- elle est acide et renferme =e proportion 6levSe 

de mucopolyosides. 

- elle contient :lu xylose. 

Ces deux Jerniers points sont étroiterient liés et 

expliquent la présence du XL~OI 

X n  eTfet, nos travaux sur la dialyse nous avaie:>t 

montré ~ U E ?  malgré le lavage des mer?braneo de cellophane qui 

éli~inait entre autre le xyloçs qu'elles pouvaient contenir 

(voir p. +T ) les adialysables urinaires continuaient à er 
renf erner. 

Nous avions alors pensé que le xyloce faisait bien 

partie des glycoprobéides et n'était pas un artefae*. En effet, 

E03EN (401) , (402)~ avai t  ?-S:-mntrQ que La ~Êqdcnce terninale 

d e s  ases qui rattache 1 - o  ?-ucopolyosides acides aux r4sidx.s 

de sérine de la frzction protidique est : 

galactose-9 galactose ->xylose 

Par ailleurs deux séries d'expérience nous ont crcuv6 

aue le xylose urinaire Qtait bien lié aux glycoprotéines. 



1 - nous avzns fait des injections de glucose rnarqu4 
au "C & des rats dont nous avons recueilli les urines. Celles- 

ci, après pr6cipitation par ltdthacol et hydrolys3, on$ Sté 

chroc~atographiées et l e s  chrcriatogram:-es ont été soucis à 

ltautorû5iographiee A la r&vélation, nous avons pl: voir que I-! 

xylosc Qtait radioactif (figure 21 ; p. 128) . Ceci naus prouve 
donc bien que Le xylose est li6 au 26-tabolisne de Itorganis~ne. 

2 - nous vencns 5e voir que la fracticn 3' cbterlue 
3 N  

au cours du l'ractiorme-~ent s u  Eo;.~ex 1 X 4, après hycirolyse 

contient, outre de l'acide glyccronique et :le la galactosanine, 

du galactûse et du xylose. Ces r&sultats, l i b s  au fait que 

cette fraction est acidz et renferre des mucopolyosidcs, sont 

bien en accord avec les travaux de ;i,i';CX.T. Ils confirillent que 

le xylose, loin d'être un artefact dû aux mexzbranes de cello- 

phane est bien dtorigFne rnuco~olysaccharidiques. 

2. Quant à la fraction F sa relative si.r..plicit6 ~ o u s  a incité 
7'  

à pousser plus l c i n  scn &-Lade et A telzter de 12 sous-fracti~n- 
ner, espéra3t aipasi i a o l e r  les diPTerents cenatituants qui la 

composent. 

Nous avons tentC diexplorsr ln conp3sition du Pic 7 
de deux façons differentes : 

- par c'nronatogrzpkie préparativs 
- par électro:Aor&se ardparative 

Différents sulports ont 6-td  utilisés. !<ais qu'il 

s'agisse do la gel filtration sur différents Séphadcx (8.5Ç, 

G.75$ G.100 et G.200) ou de la c5ronatographie sur 23AT cellu- 

lose et ECTZOLA cellulusc (m6thode dtA.LJTfNOFWLOS et coll (403)) ,  

aucun r6sultat valable nt;? ét6 obtenu car les fractions séparées 

sont très hgtérogènes acssi bien en analyse chfmiqun qu'en 

immnoélectrophorèse. 



Autoradiographie de la chromatographie sur papier de l'hydrolysat d'adialysable 

dturines de rat maxquQes au 14c. 

Système aolvant / n-butanol/acide acdtique/eau ( 4 r 1 r 5 ) . 
Papier Whatman n03 .Durée de la migration t 48 heures . 
Durée du contact en autoradiographie / 1 mois. 



Seule l a  ch-conat ographie su2 DEi~i7 - Sépl~aderz pr&conis&a 

par &!!3ZlLSCIT (404) a dom6 qu'lques r é s u l t a t s .  E l l e  a pepiilis, 
eu effek,  d ' i s o l e r  rXeu=.: f r ac t ions  in té ressantes  car 

- e l l e s  sont sondéralement i.uportante 
(GO p. 100 d-e glycopro-hides Glués) 

- e l l e c  ne  contiennent pas d'acides uroniques- donc 
pas de muccpolysacchaîaides 

- e l l e s  sont  tr6s r iches  en  lucides e t  ne soj1-G pas 
m %i;g6n iques 

- e l l e s  ont 1-a mêne composition en glucides que l e s  

~ lycopro t6 ides  sériques 

Il faudra i t  donc é tua ier  1e-t.w c o ~ p o s i t i o n  en acides 

aninés e t  l a  nature d.u poiiît d 'a t tache du :;lycaae avec l a  p a r t i e  
protidique. C e s  Lravaux permettraient p e u t - ê t ~ e  de prsc iser  
leur origine s o i t  de glgcoprot6ines sériques ( l ia i son  asp=vagi- 
n y l  - ~lucosaminc) s o i t  de glycoprotéiiles dtezcr6t ion ( l i a i s o ~  
O-~lycosidique). 

Quant aux aut res  fr<ic-kiona obtc:luea, e l l e s  ne fon t  

que d.e montrer ltln6t.érogézï&ité du Pic 7. Il. contient- au moins 
Q 3. 5 glycoprotides en plus clefi mucapolysaccharides acides. 

2 O  Electrophorèse préparative en f i lm l iquide 

Cette méthode a é t é  ~ Q n l i s é e  avec l'appareil Elphor - 
Yap II. 22.12 ne nous a ï;lall?_.emreusemeYI-C don116 aucun r6sultal- 
e:~loi- t ;able car  l e z  f r a c t i c a s  sont t r è s  mm.1 individualisées ct; 

doneu.zwen t hé7tero&&nes à 1 f i m m w i o - é l - e c t r o p h ~ e .  



B - CONCLUSIONS GEI*TTMLEÇ -- 
La chromatographie sur 3owex 1 X 4 nous a donné peu de 

résultats satisfaisants. 

Elle nous a néanmoins permis de r'ésoudre définitive-nent 

la questio~ du xylose urinaire en prouvant que sa présence 

était de nature r~ucopolysacchariaique. 

Mais c'est la son intérôt principal car elle fournit 

des fractions très hdtérogènes et même le Pic 7 qui nous aem- 
blait Nexploitablen s'est rg-~élé trés conpïLexe. 

>ans 12 nise au point de notre méthode c?tisolenent 

des glycoprotides, nous avons utilisé un gradient r:iscon-ki~z 

de concentration en éthanol pour déterminer la concentration 

maximum enployer. Nous avons Centé d'appliquer à notre 

fraction glycoprotidiqi~e ce tizê---e procédg déjà décrit par 

BOUPJ3ILLOM et col1 (405) et i'?A.C.GAT,X et JTVCNS (406) .  

Nous sommes partie de la fraction glycoprotidique 

urinaire correspond.ant à 10 1 d'urines brutes. Noue l'avons 

précipitée par I:n graGient di3c~nti.n~ de concentration en 

éthanol selon la .Piguse 22 (p.131). 

Chaque fraction obteïme est dialysée trois jours 

contre eau diotiilée puis lyophilisée. 



t'Aclialysc2ble'1 u r i n a i r e  amené â. pIJ. 4- par HCI 

é t h a n o l  (- 70°c) 

Coacen t ra t io l  en é t h a n o l  de 50 p. 100 

menée  à 60 p. 100 en é thano l  

I P ~ é c i p i t é  

s o l u t i o n  FGO 

s o l u t i o n  F 
70 

s o l u t i o n  Fg0 

amenée G 90 p. 100 en étlicmol 

s o l u t i o n  90 

Figure  22 

schéma du fract ionnement  d e n l ' a d i a l y s a b l e "  u r i n a i r e  

par  l ' é t h a n o l ,  



La composition en glucides de toutes ces prdparations 

a 6té déter!:~inéeo sar las net -odes dhcrites pr6cédo!:7r?ent t3t les 

résultats sont réunis dans le tableau X f T I  9 1 ) .  Une Qtude 
imrnunoélectrophor6t~e a Cgalex~ent été faite sur chaque Trac- 

tion (voir figure 8 ; p. 9 2 ) .  

Ces travaux ont étd réalisés en collaboratiox avec 

G. SPIK et F. VAILLANT - C2LACICIX. 
2ar exanen de ces dilférents résultats nous voyons 

que toutes les preperations sont hétérogènes. Seule la fraction 

F est plus simple puiaqu~elle ne présente que 2 ou 3 arcs 
90  

de précipitation. 

Leur composition en glucides ne prdsentc- p ~ s  56 

caractère particulier sauf lc Traction F 90  qui nontre une tenzvr 

élevée en acides uroniques et en acide sialique. 

Biais des essais de sous-fractionnement de cette Fraction 

par chromatographie sur Dowex 1 X 4 se sont révélés décevants. 

En cÎZet, malgré s o n  apsarente simplicité en imuno- 

électrophorèse. elle renferme au coins 6 constituants glyco- 

protidiques. 

be fractionnement ethanclique dss glycoprotideb 

urinaires ne nous a pas a-porte de résultats nouveaux car les 

fractions obtenues sont tros hétérogènes. 

Par contre il nous a nontré que l'éthanol & 90 p 100 

précipite à pH k la totalitÊ dos -roteines urinaires. Ce 
procéd6 est donc une n6thode de choix, nous l'avons vu dans 

le chapitre précedent, pour obtenir wz bon matériel de départ 

pour llétudo des glycoprotides urinaires. 



Nous avons rspris, pour l'a-pliquer aux uiinss, le 

frac tion-r,er.ient de i~:O1?TR33IL et al ( k 0 7  ) au sulfate d aL:ry>onium 

utilisé poui llovosilucoXde. 

Cette méthode per:;et l'isole e11t de P~@ctio~m glyco- 

prctidiques grâce à ltaûsociaticn dtun gradient discont:~ -TU de 

concentration en sulrata àtan:~onium et de pz. 

A - FFJ~CTIOTJIIE~ :';311!F 
IY_ ---ai- 

1  Méthode 

Le fractionne~ent a été effectué selon lc mode apé- 

ratoire scPQnatisé dans la figure 23 ( p .  134). On recueille 

ainsi 1 0  fractions : 9 precipit6s (de P l  à P ~ )  et un surnageant 

S9 ' 

Toutes ces fractions sont dialysées contre eau dfs- 

tillée (de 3 jours & uno ser.aine) et lyophilisées. 

2 O  Etudes des PractFons 
I_-+ - 4 .- AI-*- - 

a- Chaque fraction a été étudiée en inrmnoé~ectropho- 

r8se. Tous les >récipit6s ( p l  à P ) se sont : iontréo tr&s hété- 
9 

rogènes avec de nombreux arcs de précipitation. Au contraire le 

surnageant final S ne donne qu'un seul arc de conporteacnt 
9 H2 avec Io sérum de lapin a~iti-protéines urinaires (~i~i;re 24 3 

Ces recherches ont été effectuées en association 

avoc G. S P I K  et F. VAILLMXÏT - DALAC2OIX. 



I 

2 g I Ia tér ie l  de départ  + 100 nl de C l  N a  0,15 iU -. 134 - 
a jus té  à pH7 
-:- 50 n l  de solut ion 
aqueusu de sulf z-be dlammoniwn 
saturé  à p1-I 7 

3 
* 

Précipith P, 
1 

ajust& ,IL -0'7 LC,G M C 1  17 
* 

4 
1 Préc ip i té  F2 

ajustC à pH 3,8 sar E C 1  i J  .,, 
3 Précipit6 T, 

3 

a justé 2 pIi 7 par iniqoIi 
+ nênc vnl-iarne 4t.ime solution de 
s u l f a t e  d- l amLo;;i~m saturée ii 
PH 7 * 

? r l c i p i t é  PL, ,- 

a jus té  Û pII 4,6 par nC1 TT * 
YPhipi t"  

a jus té  à pi3 3,E par HC1 W * 
) WécipitB P6 

a jus té  & ~ 1 1  7 par  NH$OH 
-t s u l f a t e  dl ammoniu~~i c r i s t a l l i s é  * 

3 Précipi té  P 7 
Surnagernt S 

a jus t6  3 $3 4,6 par ,1331 If * 
+, Précipi té  P8 

a jus té  2 pH G par  FI21 TT 4 

C > Précipite EE, 
1 

\ 

* Sous l e s  s r é c i p i t 6 s  sont r e c u e i l i i s  par  centrifugation aprSs.un repos 
d'une nubit 2t L I O C .  

Figure 23 

Schéma du fractionnement des protéides u r ina i re s  par 

l e  s u l f a t e  dl amnoniun. 



Composition centésimale en ~ 1 - u c i d e s  
de 12 f r a c t i o n  S 3 

Immuno-électropliorèse dc 1 . C i  Ir. ~ c t - i o n  S,. obt5iiue l'sr r e l ~ i r c l c ~ ; e  
J 

de 1' vad ia lysab le"  u r i n a i r e  p a r  l e  s x l f  ate CL' ~mioniuin. 



- 136 - 
b- C'est pûurquoi nous avons poussé plus loin son 

analyse en étudiarit sa composition centésimale en glucidas. Les 

résultats ont été rd-is dans le tableau XX31Tl ((p. 13% Ils 

noGs nontrent la richesse de cette fraction en glucides et par- 

ticulièrement en acide sialique. La présence dtacids uronique 

en qttantitd non négligeable- a égalenent attird notre attention- 

c- Mous avons donc sourzis S à l'électroghorbsc efi 
9 

asétate do cellulose .& FM 3 e3 tampon syridnee/acicie f o x * ~ ~ i q u v / o a u  

(1 : 2 : 46). Elle rious a rév6lé la présence de trois bandes 

de vitesse analofle T'acide hyaluroniq-uc et aux aciaes c5cn- 

droitincs A (au C) et B (révélation au bleu alcian). 

Le Cractionnencnt par le sulPate dlanxoniun foxarnlt 

de nonbreuses fractionc, mais très hétérogénes sauf une : l a  

fraction Ç que nous avoas plus par+iculi&renent B~udi6e. Devant- 
9 

son apparente simplicité, nous avons poursuivi 1lQtude de cette 

fractaon en essayant de la souu-i'ractionner par des ndthodes 

chrozat ographrques d &changeurs d ' anions 

La fractior~ 5 a été souzise B la chro;iratographie 
9 

sur Dowex 1 X 4 ("ce~h" 200 - 400 g â o r ~ l e  forniate) daac les 

irênea conditions quo celle:; d 6 c ~ i i ; e o  p. 716 et sur XCYPSOLA- 

CTLLULOSE (~8%hodc dfirllTTCNGTfUùOS +et zi) (kO8). 

La première méthode donne trois effluents djffdrents, 

la deuxibne en donne quatre. Toutes ces fractions sont sonx~ioes 

à l'analyse gluciciiquz pour loar composit2on c~ntéslvmle 

(tableau Y Y X  ; p. 137) à l~i~~uno~lectrophorése pour leur 

composition en Amcopolysaccharides acides. 



Conpasaison de la composition centésimale en glucides 
entre los fractions l%auw et lrHC1ll Q,02B obtenues par 

chronatosraphie su r  calonvle d'Be thela-cellulose et les 
frac2iona "eau" et "WC1 0,1 TTtf obtenues p a r  chromatographie 



Les différents réa~ltats obtenus nous rîontrent que la 

fraction S est hétérogène. Elle contient au noins trois cons- 
9 

tituants glycopeptidiques, outre les nucopolysaccharides aeicieç 

qui sont @lués de la Doailex 1 X 4 par 1'H.X 3 N .  Ces différe1:ts 

procédés. chronat agraphiques eriploy8s 8 ép,~rénent psrna-t  t cnt 

donc dl éli~iiner les r~~uccpolysaccharideç acides st 3 ' obtenir 
deux fractions intéressantes dans chacun des cas, l'une pauvre 

en acide aialique ( 5  p. 100) l'autre riche (15  p. 100). 

Le couplage de ces deux néthodes chroriatographlaucs 

permettra peut-être dans l'rivanir de nsttrc en évidence des 

entités physico-chimiquenent bien définies. 

4 - PRACIIOl~~lLT3i A <NT F AH GEL FILT:2ATPON S U 2  SEPIIA2X ---------------------------------------------- ---------------------------------.------.------- 
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Ce mode de fraction?~enent nous a ét& suggéré par la 

publicatior?. de travaux récents de V & W I ,  SZFCIT2:LLI et I)Oicl.P.LAI+i 

(409) sur l e s  ~~ucopolysaccharides acides de i l u r i ~ e  hulnaine. 

Nous l'avons appliqué à no-itro natéricl fie départ. 

300 à 600 ng d'extrait urinaire sont passés sur une 

colonne de Séphadex G-5C (3 X 100 cc). Le d6place:nent des  

composés est effectué par passage d'une solütion de chlorure 

de sodiun 0,06 Td - cn fractions de 10 nl recueillies auto- 
matiquencnt sur un collectcur Technicon. 

Chaque fraction est dosee pour déterminer sa conpo- 

sition en glucides totaux. 

Ces travaux ont été effectués en association avec A. LOTEZ - 
HZNI.JETTE. 



4 - Le pic 3 ne contient pas d'osanines nais seule- 

nent des oses "neutrest1 et des acides uroniques. î'iais aucun 

constituant n'&tant révélé par Pe Bleu AlciGan en 6lectro~hor&se, 

il ne doit pas s'agir de ~uco~olysaccharides acides. 

3 - Le pic II renferme une proportion plus importante . 
de glucides ( 5 0  p 100), 11 ne ccntient pas d'acides uroniquzs, 

donc pas de ~zucop~lyscrcc~a~icies acides. Sa nature e s t  donc 

glycopeptidique. 

11 regferne donc ou de l'acide glycuronique libre 

ou des Glycuronoconjugués de frible nasse r.-ol6culaire. 

- 

5 - Par ailleurs l'étude do la conposition en oses 
des différents pics gontx-e que les pics I et 17 sont constitués 

de galactose, de mannose et de fuccse ( v o ~ s  figure 26 ; page 142). 

Ils sont donc bien de nature glycoprot6inique. 

Les r&sultats q u ~  nous avons cbtenus peuvent se 

résumer de la façon suivante (voir tableau XXXVI ; p. 140) .  

1 - Le dosage dans chaque fraction &lude, des oses 

vncutres", des osaainos ot : E  l1acide sial5qv.e ecrxet dc repérer 

le passage de d,eux pics (pics I et II). Le dosage des acides 

uroniques fournit deux pics dont l'un (pic A) coïncide avec le 

pic 1 et dont l'autre (pic B) se dissocie du pic II qui est 

plus rapide que cc dernier (figure 25 ; p.  147). 

2 - L'étude de la conpositior- du Fic I,qui colncide 
avec le pic 12,  montre qu'il renferme une proportion de glucides 

assez faible ( 3 0  p lof2 de glucides totaux). Cc sSsultüt, n s s c -  

ci6 au fait q x e  ce pic se déplace avec le "frontn du ~01v-.clit 

permet de conclure qu'il est de nature glycoprot6inique. 

Llanalyse éle~tropkordti~ue sur scétate de cel-lulocc, 

nontre la présence ~c nuco~olysnccharides révélés p r  18 bleu 

alcian. 







Figure 26 

Chramatographie sur papier des hydrolysats chlorhydriques des fractions 1 h 4 

désignées sur la figure 25. 

Système solvant t pyridine/acide acétique/eau ( 1 r 2 r 2 ). 
Papier Whatman nO1 . Durée de la chromatographie / 24 heures. 
Révélation par le réactif Z i  1' oxalate d'aniline . 
G d  r galactose ; Glc : glucose ; Efan : mannose ; Fuc : fucose ; Xyl : rylose 3 

Rib t ribose. 
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Dans le pic B, se trouva zm glycoside du glucose que 

nous n'avons pas encore identifié. 

C - CONCLUSIONS 

Le fractionne~cnt sur Edpiiadex, s'il ne nous a pas 

apport6 d'entité pure, nous a apgorté des renreigneaents trés 

intéressants sur la composition de la -p-é?aration qua nous 

avons mise au point pour doser les glycopsotQines urinaires, 

1 - Le substrat de dosages est en fait un i~élango de 
- - - - - - L i - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

glycoprotéines et de glycopeptides, mais cette 
------------------i-------------- 

mise au point ne nous gêne nullement dails nos travaux de dosages 

car il s'agit de coï'posés apparentés, dérivant probablement 

les uns des autres. Nous isolons donc les glycoprotides totaux 

'de l'urine et non pas les glycoprotéines totales. 

La nature glycoprotidiquo de notre fraction est 

encore confirmée par le fait que l'on trouve, à côté de pro- 

portions très importantes de galsctose, mannose et fucose des 

quanti-6s beaucoup plus faibles de glucose. 

2 - Prablène de la nature des acides uroniqucs de 
- - - - - - - - - - - - - - -O-- - - - - - - -"- - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

"1 ' aclialvsable'~ urinaire et clu dosago des 

Le fractionnement sur Séphadex C-50 de ltadialysable 

urinaire a, de plus, permis de mettre un ;3oint final à la 

question restée en suspens, lors de la aise au point de notre 

néthode d'isolement des glycoprotides urinaires, de l'instabi- 

lité dn taux des acides uroniques. 

Nous avions pens6, en effet, que les 2-cides uroniques 

adialysables 'etaient en totalité d'origine mucopolysaccharidi- 

que. Cette hypothèse nous paraissait fort séduisante car si 

elle s'avérait exacte, nous avions là une méthode de dosage 

des glycosaninoglycannes des urines. 



Or, la quantité d'acides uroniques présente dans notre 

adialysable urinaire était bisn sup4rFeure aux 2uantitGs d'acides 

uroniques correspondant aux g1ycosar:inoglycannes isoles par le 

bromure de c6tyl triméthylan~ioniun (ou c 6tavlon) utilisé par 
21 ,ls2.;.t~UT'?I? (41~) I4F;-:OT3A'JX (411) et I'!ZY;?,'rt (1;-12) (voir tableau 

XXLVII ; page 145). 

Nous en avions déduit, surtout après l'étude critiquc 

de 21 FS.? Al-liY (413)  sur sa propre néthode qce le Cétavlon ne 

précipitait pas la totalité des ï.~uco~olysacchari~es urinaires. 

Sn effet la 7-:&thode au cétavlon de CI "ZILWTI'E, 

appliquée à. no-tre adialysabls urinaire provoque une précipi- 

tation de 35 p. 10G environ des acides uroniques totaux, ce qui 

correspond aux valeurs du pr6ci-ité de D I  i?E.,.&TTI3 sur l'urine 

totale. 

La fraction s u r n a g ~ ~ t e  de ce précipité Cétavlon trai- 

tée par 9 volmes d'éthanol & - 70° C fournit un précipité 
renfermant une quantité d'acides uroniques aciialysables ac 

?:oins égale il celle contenue dans le ~étavlon. 

Lvadizlysable urinaire renferme donc à la fois des 

acides uroniques précipitables par le Cétavlon et de3 acides 

uroniquzo prdcisita~les par 116thanol mais pas ~ + r  le Cétavlon. 

, CetYe ex-érience nous avaét suGyers l'existence de 

~ucopolysaccharides acidefi sous deux for~les : 

1 - ~ucopolysaccharides lids à une s6quence protidique 

précipitables par le CBtavlon et l'éthanol. 

2 - nuco~olysûccharides libres non précipitables 
par 1c Cotavlon. 

Et c'est la nuthode de fractionnenent de gel filtra- 

tion sur Séphâdex G - 5 0  qui nous a permis d'élucider le problème. 



TABLEAU XXXVLI 

Excrotion des m c o p o l y s a c c h a ~ i d ~ ~  acides do 

l'urine Ezunalno d'aprea dlff&rsrUs âutaurs 

(oxprir.&e en m g  d'acide $lum.runiquo) 

Auteurs 
d'isolenent 

lrdcipitation 

Précipitation "Adialysable" 

par 1 ' 6 thanol urinaire 
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Pour cela nous avons soumis 2 la chroaatogranhie 

- un adialysable urinaire 
- un pr4cipit6 Cétavlsn obtenu kt partir de l'urine 

tlatals - le surnageail% du précipith Cdtawlan apr8ç élimina- 
tfon des micvonoZ~culoe par prdoipltation éthano- 

15~at3 

Nous avons 7 x  ;)rQc&dec:~ient qu' elle nous fournissait 

deux pics décelablas zn W 5- 278 LY, riches en acides uroniques 

et appeléa A et B (figure $5 ; p.  ;#). 

Le 3i.c A traité par le CétavPon donne un prc5cipité 

qui renferns la totalite des acides uroniques &a pic. 3n outrc 

il contient des osacines (voir tableau Y G X V I I I  ; p. 1.7) et 

l'analyse élo~trophoréti~ue sur acétate clc cellulose montre 

la présence de ~;il;~copolysaccharides rovél.5~ par le bleu alcian. 

Le pic 3, par contrz, nali-r6 sa ric?~eaae en acides 

uroniques, ne précipite pas par 1s Cgtavlon, na% renferme pas 

dlosacines et lie donne aucune réaction avec Io bleu alcian 2 

l'6lectro~horèse sur ac6tatû de celluloae- 

3lle ne fournit qurtm seul pic detoctable en CV A 

278 7, corrcsp iidant zu volur~ 6 '  excllision <lu gel et renfermant 

outre des oses llneutrcsw et des osanines, une quantAt6 d'acides 

uroniques Qquivaiente à celle du pic A de llnadialyaable" uri- 

naire (voir tableau ;üSXVIII ; p. 147). 

Elle donnz un diagrarx-le de fractlonraermnt comparable 

à celui de lla.dlalysable,avec deux ~ i c s  A et B. 



Co~position centQsina1e des fractions obtenues par 

gel filtration sur  S6~pba2.e~ (2-50 & p c r t i i  dca ex t ra i t s  

urinaires pr&yaréa sar 2rQcipiLztion &thanolique. 

Fractions 

Cétavàon 
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Mais le pic A est beaucoup moins inpor'cant, il-no 

contient pas d'acides uroniques et le taux on osailines erit 

très dininue (voir tableau XXXVIII ; p, 147). 

Le pic B, par contre, a une co~~sosition équivalente : 

il renferme des acides uroniques nais pas d'osanines. 

A titre comparatif, nous avons tracé les diagrannos 

dlélution des acides uroniques de l'adialysable, du précipité 

Cétavlon et du surnageant Cétavlon (figure 27 ; p ,  149) .  En 

accord avec les résultats du tableau XXXlrIII ( l k y ) ,  on 
voit que les acides uroniques précipités par le Cétavlon (cor- 

respondant donc EUX caucopolysaccharidcs acides) sont retrouvCs 

dans le pic A de ltadialycâble urinaire, Quant au surnageant 

il ne contient que des acides ~lcronoléculaire du pic B. 

CONCLUSION 

La chromatographie sur Séphadex G-50 nous a Zonc 

permis non seulement G e  confirmer la valeiir, un instant contes- 

tée, de la néthode de prdcipitation des rrucopolysaccharides 

acides par le Cdtavïon de F E - W T E  (417)~ laais aussi dtex- 
pliquer 2 t @ ~ c & ~  d'acides uroniques de l'adialysable urinairc- 

A côté des acides uroniques nucopolysûccharidiques, 

qui existent en quantite constante, nous trouvons une quantité 

égale et mgne supérieure d'acides uroniques liée sous forne  

de glucuronoconjugués de nature nicronoléculaire. 

Ces derniers existent en quantitd variable, ce qui 

nous donne les larges flkictuuntions rencontrées dans. le dosage 

dc ces conposés, 



Fractions 

- a d i  a l y s a b l e  u r i n a i r e  
- - - - - -  p r é c i p i t é  Cet  av lon ........... s u r n a g e a n t  du p r é c i p i t é  c é t a v l  o n  

..<;- \ Comparaison des diagrammes d'acides uroniquea obtenus avec l'adialysable urinaire du p6cipité 
,-2 ' 

( E ~  + aicooiique, le mecipite ceta~1, et 1, s-t du w ~ ~ i p i t e  ~etav1011. 

En abcisse r absorbame des colorations données par les acides uroniques. 

ESi ordonnée : quantité d'acides urbniques en &ml. Y 
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Par ces travaux expos6s précédeoncnt, nous avons vu 

connent a dité nise au point une néthode reproductible de 

précipitation quantitative des l~nacroaolécules~t de l'urine. 

Ce nateriel de départ a OtA souais à diverses teritatives de 

fractionnenent ; Elles ne nous ont pas donné de résultats bien 

satisfaisants en ce sens que nous ne soPliles pas parvenue à 

isoler des entités pures conne nous l'espérions au dbgart. 

1 - Ils nous ont permis d'isoler des fractions parti- 
culi&rcnont riches en glucides et moins hétérogènes que les 

autres. Il s'agit du pic 7 obteriu par chronatographie sur 3owex 
1 X 4, du précipité P et du surnageant S obtenus rospective- 

90 9 
nent par le fractionneri?ent & l'éthanol et au sulfate d'annoniun. 

Les prenières tentatives de ~0x1s-fractionnezxent de 

ces fractions nous l?issent espérer que l'enploi conbiné d e s  

procédés de fractionnement chromatogra;2hique et éleckrophoré- 

tique, nous donnera la possibilité dlidentiîier dcs entitds gly- 

coprotidiques bien dSfinies dans les urines. 

2 - La chronatographie sur Dowex 1 X 4 a parnia 
d'apporter une solution dérinitive au problLne du xylose urinai- 

re. Il est :iforigine r~ucopolysaccharidique, ce q u i  est on 

accorU avec les travaux C e  2 0 3 E N .  Il cst donc bien rattaché 

au nétabolisne des glycoprotdines. 



3 - Enfin, la chro'natographio sur Skphadox G-50 nous 

a fourni de précieuses prdcisions sur la composition de notre 

substrat de dosages. Il s'agit non pas uniquement de glyco- 

protéines urinaires nais d'un ndlange de glycosrot&incs et de 

glycoseptides, qui se sépare en deux fractions diffdrantcs 

au cours de la chromatographie. 

Notre "adialysablen urinaire est donc de nature 

glycoprotidique. 

Par ailleurs ce nodc de Sractionnenent nous a app~is 

que les acides uroniques que nous dosons ne sont pas seuierent 

d'origine mucopolysaccharidique Puisqu1ikne fraction i~~porhmte 

(plus de 50 p. 100) est de nature nicronoléculairc (pic B). 
C'est donc ce qui explique leur instakiiitb. D c  plus nous 

avons pu ainsi confirmer la valour de la néthode dtisolsoont 

et de dosage des glycosnninoglycanncs do 31FERXANTE ( 4 1 6 ) -  

Le grand int6rôt de ces études do f~~actiorinement 

a donc été de nous éclairer sur la nature des produits lsolés 

par notre aéthode de prdcipitation. 



Nous avons applique notre methode reproductible 

dlisolenent des glycoprotides urinaires 21 l'étude statistique 

des urines nornales, Zn effet, nos propres résultats caEculés 

en mg par litre d'urine présentaient, dlun individu & l'autre, 

une trop grande dispersion malgré toutes les an8licrations 

apportées et exposées préc8der:z:ent. No'tre but était d'obtenir 

des r6sultats beaucoup plus constants qui puissent servir de 

point de comparaison dans l*étude des urines pathologiques, 
P 

Nous avons donc pensé calcuZer le taux des glycoprotides des 

urines en par 1'6li;clination par 24 heures. 

Puis nous avons étudid l'influence que pourraient 

avoir des fnctecrs tels qrze le sexe, l'&go, 11alir3entation et 

l'activité sur la taux des  glycoprotides. 

A cette étude de l'élimination quantitative des 

glycoprotides des urines de 24 h chez des individus sains, 

nous avons ajouté l'anslyse chronntographique et la cocpositlon 

nolaire des glucides glycoprotidiques isol6s. 

Enfin, daas LUI bu* de biologiz conparSe, nous avons 

Qgnlerwnt analysé qum-titativeiiicrlt et qunIitatkve~errt les 

glycoprotides des urines de différents M.arilr;lif Ares. 



Cette fraction concene, nous le rapielons, le 

précipite éthanolique dialysé (figure 1 0  ; p. 103 ). 

Pour les raisons exposées ci-dessus , noua avons 
étudié de façon statistique ln conposition en glucides glyco- 

protidiques des urines de 2& h. de sujets sains. 

Pour réaliser cg travzil, nous avons entrepris de 

doser 12s urines de 24 heures de 50 hor-?-:es et de 50 fa-t;les 

âg6s de 20 à 50 ans (c'est-à-dire à la période de pldhitude 

physique). De cekte façon nous zvons pu étudier ln const-ce 

de l'6lir:lnation dcs glycoprotiCes par 24 h, 

Nous avons prooédé de la façon suivante : 

- L'urine lu lever est rejetée. (31 note l'heure 

- puis toutes les urines de la journé9 sont recueillies 
et on y joint l'urine du 1cndce3nin matin, prélovée 

21; h. après l'élinination do l'urine de la vcillc. 

'routes les urinas soxt recu~illies sur m6lango 

de toluhne - chlor~for~~e zt rain-kenues & k0 C. 



Les o s e s  llnouLresn oaf, 6t4 AcsQs par la mBthode 
.LI 

co2orirr_étrique & l'orcinol sulfurique de TILLlrLni.TS et PZZUIP2I 

(419) modifiée par FSt;IPTGTOPT (k20) (voir p. 195 ) ; los nclcles 

uroniques par In nQthods au carbazol,~ sulfuriq.ue de 3 I S C L B  

(421 j (voir p. 197) en utilisant les forimles do correction 
decrites p.197 et p. 198 , 

La3 acides sialisues ont &té dosés par la .:16thode 

colorim8trique a la diphénylanine de PJEWE3, et 0 . C ~ ~  ( 4-22) 
(voir p. 195 ) ,  et les oscir~ines par 12 ~?lt;iioEte colorfn4trie;luc 
la p.dinéthylnninobcnzaIdé5yde ci XLGON et 1.40:-&f!îT ( b2$,  ( ~ o l r  
page 200). 

Nous avons rnesomblé nos résultats d e n ~  les éabloau 

XXXlX 155) et XL (p.156), en calculant pour chaque 10% de 
50 urines les variations des v~.leurs xmyennes des dosagos et des  

écarts-type sur les cinq preaicrs cas, p ~ i a  les dix proniers 0x1 

allant ainsi jusqu'az cinquantième cas. 

Leur examen nous nontrc que 1) la corîcentration des 

constituants glucidiques des glycoprotides urinaires est 

homogène quand on ranène les i6sultats 5- lt&lizinatio:? par 

2. h,, surtout si Ilon co~-~sidère qu'il st?yit de substa.-ir:cs 

bioîogiques. 

L'dlinination q~otidiemie des oses, 3.e l'acide 

N-ac&tylneura~:~i.~~~ique (MTJQ~), 2ea  osîr:;ines con j ~ ~ é s  est assez 

régulière pour constituer une  constante, 

+ 
Korz~~os : oses llneutresN = 6 9 , 2 3  - 10,63 mg 

PIIJ&T 
+ = 51,94 - 7,32 ng 
+ 

os niline s = 37,64 - 5,023g 

+ 
Senles : oses "neutresn = 59,40 - 10,223 ng 

RW U T  
4- = .3 - 7,82 mg 

osamines = 3 1 ~ 4 3  2 5 , ~  mg 
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On peut cependant rertarq-uer qu l il ex i s t e '  une l&gère 

diffdrence suivant le sexe, l e s  taux C'excrétion chez l a  fenne 

88ant plus bas que chez l ' h o ~ ~ e .  

La const,-nce e o t  encore plus d6aonotrative au niveau 

des rapports en t re  glucides, notamment dans l e  rapport 

oses "neutresH 

oses flneutrestl + 
Hommes = = 1,33 - 0,106 

AIdl'dl 

oses "neutresw 
+ = 1,87 - 0,182 

O s amine s 

Fennes = oses vneutres" + = 1,974 - O,12h 

oses "neutresll + = 1,32 1 0,171 
O s amine s 

La différence constatée entre homye ct Terne dans l o s  

taux des glucides devient t r è s  rédui te  fians l e s  rnpports. 

Par c o n t r ~ ,  l e  taux des acides uroniaues alnci quc l e  
oses "neutres 

rapport r e s t e  soumis à dfassez  grandes varintiom. 
acides uroniqucs 

Cette inconstance v ien t ,  nous l 'avons vu p. 143, dl: Sai t  q . c l i l  

subsis te  dans l a  f rac t ion  rnacronoi6culreire, rxilgré l1 aosocintio:-~ 

de l a  dia lyse & l a  pr&cip i tn t ion  bthanolique, des glyccroilo- 

conjugués non glycoprotid.icp~es qui n' o n t  pas e t  6 élirsinés . 
2 )  Par a i l l e u r s  l e s  calculs  de l ' écar t - type  nous aontrcnt  que 

l e s  valeurs se  s t a b i l i s c n t ,  neno pour l e s  acid2s uroniqueq, 

à p a r t i r  du 15ène e t  20ène cas. 



CONCLUSIONS 

Noua pouvons donc conclure B In constLa.nce Ae lléli- 

mination jnurnnlierc des glycoprotides des individus aaina âgé$ 

de 20 50 ans. Soulipons quc ce travail n ' a  été possible que 

grcîce à la zise au point de notre nQthocie dfisolesent des 

glycoprotides . 
Il était nécesza. i re  car Ic-s résultats apportés par 

Icç différents auteurs qui ont travaillé le nêne sujet ne snnt 

pas concordrzts, coznportent des lacunes et postegt sur trop 

peu de cas. 

2 - DISCUSSION 
mm-------- ---------- 

1 - SE ce qui concerne lo dosage des hexoses, los 
O 

valeurs trauvécs par L.:M.!ZPJifS.T et al ( 42k.) et f3EZGGdLW (424) se 
recoupent .lais sont très inférieures aux nôtres. Far contre 

+ celles trouv6os par KING &zL (426) sont si?nilairos (77,6 - 
l9,l mg) m a i s  leur Qtude ne porte que sur dizaine de CES 

et la dispersion des résultats est très grande ( C C  29 à 91,95 mg 
par 211- h). . 

2 - Etant dûnnd llinperfecticn des nethodes de dosage 
du fucose nous ne l'avons pas c1étcr:-in&. Pais !i,%IrZPIT -t__2_1 

O 

( b27) et BETG2-*?LC,ü ( b28) donnent 3.0s :3êr;les valeurs (7,6 et 7,1  
mg par 24 h). 

3 - Les résultats trouvés pour le dcsnge des aci3es 

sialiques sont aussi très diff4rents suivmt l e s  auteurs. 

HI'J!~=RJ~~LPII et 21 (429) pas sûrs de leur pjnésenc~ ne les dosent 
pas. 

Les autres auteurs ont des valeurs très différentes 
O 

et très dispersées (RZZGG&W)(~~O) 24,4 m g  par 24 h ;(KITTG et el) 
f (431) 40,7 - 7,5 ng par 24 h avec unc vp-riation de 28,26 à 

47,9 mg ; nous-mane dans nos anciens travnux Je 20 k 0  Ing  P r  

2lc k. (20.i1mT) ( 4.32) . 



4. - Seules les hexosaxineo ont des valeurs cohérentes 
ohez les diffërents tuteurs (~l',i:.rfi jJ.l et al.) (433), (KING et al.) - 

O 
(BOAS) (43&), (iCIpiG et ~ i l . 2 2 ~ 0 ~ ~ )  (4351, (~X;ZGL-S) ( 4 3 6 )  :25 à 20 ~ , g  

par 21: h). Mais PA encore chez K l I Z  et al. (li3'3) on constate 
une grande dispersion de résultats (13,75 3 3 , 3 0  par 2h h). 

5 - Quant aux acides uroniques, les résultntç sont 

très ifanteisistes. ;.'ais la plupirrt des auteurs nv Ics dossnt 

pas, par exevlple KING et al. (438) qui les trouvent en quantite 
très instable. P-IA.ï.3G!!.A?T et al. (Lr39) ne sont pas sûrs de leur ---- 
méthode et avancent très pruciez:r-.,ent la valeur de 3,69 ng par 
24 h nais avec beaucoup de restriction, Nous-r?S..;e, daas nos 

anciens travaux ( B O U ~ ~ W )  ( 4b0) ) , avions une grande dispersion 
(de 6 à 35 ng par 24 h - valeur noyerme = 20 zng). Mais aê;m 

dans nos travaux statistiques, nos résultats restent asses peu 

constants, cor~pards aux valeurs obtenues pour l e s  autres oses, 

Il est cependant h noter que, homis dans nos derniers 

travaux, aucun auteur ne tient compte de l'interférence des 

acidesjhroniques dans le dosage des oses llneutresn qui sont dono 

dosés par excéo. 

Grâce à I'élininûtion de différ5ntes causes d'erreurs 

dues aux dosages et aux n&thodes de préparation des glycoproti- 

des urinaires, nous so a:r.es 2arventae h doser coirectazônt 16s 

différents conposés glucidiques des glycoprotidz~ urinaires. 

Cette expSrinentation nous a?-oite G e 8  valeurs " s  tatistiquesn de 

référence que nous pourrons coafronter avec d'autres resultats 

notamnent en pathologie. 

Cependant, nous avons voulu vérifier auparavant 

lfaction de certains facteurs physlologioues cor2ve l'âge, le 

sexe, ïfaiinentation et l'activité et voir s'ils affectaient 

les moyennes déterninées ci-dessus. C'est ce qui fait l'objet 

du paragraphe suivant. 



B - 3:NFLU3iTCE uZ 2'ACTSUZS FE.IYSIC)LOGIQUZ!S SUR 

Nous exaii,iaerons szsccessiverent les résultats que 

nous avons obtenu &a dasant le@ canatitcants glucidiques des 

glycoprotides des urines da 24 h. en fonction de l'âge (urines 

d'enfants, urines de visl l lards),  du sexe {influence du cycle 

oestral chez Pa f e m ~ e ) ~  de la nutr%%%on a$ de Ifactivité, 

Nous avons étu~ié pr&céder?rnent les xrinea Sfindividus 

adultes et en pleine force physique. Nous avons :y-ozc examiné , 

d'une p?t des urines S'enfants (2 b 16 ans) et Cireutre part des 

urines de personnes âgées de plus de 60  ans. 

a- Urines d'enfants de 2 à 16 ans .............................. -------------------------y- 

NOUS avons pzocdd6 do la d n e  f a ~ o n  que poxir Iss 

resultats des u-ines dfadultes. Nour; avons dosé les consLituanSa 

glucidiques des glycoprot i d z v  d ' environ soixante enfants des 
deux sexes âgés de 2 16 ans. 

Les résultats sont consignés dans les tableaux XLI 

(p. 161 ), et XLII (p. I 6 2 .  

Ils montrent que cllez les enfants  le taux des glyeo- 

?rotides crozt r6guPièrc:cnt avec l'âge et rejoint la ta- des 

adultes l'âge dc la puberte (-?ers 12 a n s ) .  0x1 n'observe pas 

de différences significatives enLre les $illes et les garçons. 

Par aillvurs, si le taux cies glyco~rotidcs varient 

avec l'âge, bec rapports entre les differents constituants 

glucidiques restent constants. 

Ces résultats sont on accord avec ceux obtenus pour 

la conposition nolaire en oses I1neutresr1- 



TABLXPIU XLI 

Eli:?iuration journa l ie re  en rng des glucides 

g lycop~ot ld lcpes  des  u r ines  d,e gargons &gés 

de 3 h 16 ana. 

__Y-- ----a--. --W.-. - - - ' -SU_ 

: . * : 
oses Aci:!~ *Osatîincs Acides Os c O s e  O SC Ags - : - :  - 'trncutrcbf s i a l i q u e e  totales 'uroniques A . S  OSA 

: : t 
---mm-- a------- -------- --------- . . -m i - - - - -  - - - - - m i -  ------.-- -------- 

t 1 t : 
28,88 22,53 

t : 17,61 : 6,98 b 2 8  : 1,64 

: . . 0 . 
37954 : 28970 23919 : 6 , 9 6  1,31 : 1963 : 

-----II -------O -------... --------- --------- -------- -------- -------- 



Elinination journal5 êre en Fqg des glucides 

glycoprotidiques dee urLnes de f i l l e s  &des 

da 2 à 15 03s.  f 



galactose 

glucose 

mannose 

xylose 

fucooo 

qui ne ~~~ontrent pas de r~odifications importantus avec les 

résultats obtenus pour les adultes (voir plus loin p,  573). 

b- Urines de Dersonnes âgées de glus de 60 ans 
----------L--i------- ------- ------------, -----_----------.--------------------------- 

Con~-za précédemment nous avons dosé l e s  urines de 

24 heur-§ de prsonnes des deux sexes, âgées ici de 50 85 ans. 
Los résultats figurent dans le tableau XLIII (p.164 ). 

On peut y voir qu'il n'y a pas de variations signi- 

ficatives du taux des différents glucldes congugu6s et que les 

linites des moyennes statistiques établies pour les individus 

sains et physiologiquenent stables. Ces résultats sont égalexenf 

confirmés par lg&tude de la cortposition molaire en rosoç 

llneutreal' (tableau XLIII ; p. 164) seule la cornposition en. 
glucose est r-odifike fortexent n e i ~  cela atteint plus les 

glycopeptides que los glycoprotéin-cs q u i  ne renferment pas de 

glucose. 

2 - Influence du cycle oestral chez la fenne 
Les urines de ferme sont charg6es dlhornones gona- 

dotropiques sn quantitQ variable selon le cycle oestral, ?Tous 

avons donc voulu vérifier ai cette quantité d'hormones fluc- 

tuantes influait de façon importante sur la concentration en 

glycoprotides, 

Pour cela, nous avons recueilli des urines de 24 h 
de trois fermes di-fférentcs de façon régulière pendant doux -ois 

consécutifs et nous avons d ~ s 6  13s constituants glucidigues des 

glycoprotides. Les résultats 3e l'une de ces 6tudes sont 

consignés dans le tableau %Lm (p.  163.  





TABLEAU X L I V  

Variations des glucides glycoprotidiques 
urinaires en fonction du cycle sestral chez la fenme 

(exprizz14s en rag par 24 heures) 

7 
- a-" -..* 

Oses Acide Osamino s Acides Oses - Oses ! Oses 
'kutresn sialique totales  toniques A . S  OSA AU 

ler jour 47,83 32,oo a,35 6,90 1 ,49 1,74 6,89 

t 
5ème jour 52,17 38,OO 31,45 8,40 1,35 1,70 4,23 

i 
7 b  jour 49,80 33863 28,35 7,20 1,48 1,74 4990 

-- 
9ène jour 43,72 31,90 28,lC 5,12 1,37 1,716 7990 1 

- 

i 
I h e  jour 54,20 37948 15,73 5,63 1,k-O 2,05 9,lh 

.h 
i F 

3he jour 55,27 32,oo 28,29 7,95 1 , 1.1.1 1,95 6995 

s m e  jour 53,49 36,53 35,22 7923 1,46 1 ,78 7940 -- 
7ème jour 46,82 27957 24,88 5,51 1,38 1 7908 

$me jour 56,lO 38,€36 31,56 6,85 1,%5 1,79 8,27 

1 

7&ne jour 51,70 82,48 27,75 5,80 7,49 1,87 8991 

MOYENNE 51,44 35,12 28,71 6,75 1979 7956 1 
I 

, 
f - i 



Ils montrent qu'il n'y a pas de variatio~s si,mifioe- 

tives, On peut nêne noter au passage la constance assez remar- 

quable de I*excr&tion urinaire chez un même individia- 

!Sous pouvox~s dor,c conclure de cette étizde que la cycle 

oestral niintervient pas dans les variations l'on yourrait 

enregistrer dans m o  urine de fenme, 

Mous avons voulu v.rif ier que, si llaliilenta-tien in- 

fluait fortement sur 1'6lininakion des glucides libres (voir 

origine des monosacchsrides de la fraction dialysable, p. 111  

il n'en était rien ec cc qui concerne lûs glucides c~njugués 

des urines. C'est pourquoi nous avons souais dlPfé~ento indi- 

vidus divers régimes alir:entaircs : 

1 - un régine surcharge glucidique 

conprenant une ingestion 9 c s ~ i - i û  c!e sucre, conTi- 

tures, dattes, nie1 et bière. 

2 - un régizc & surcharge protidique 

cozprencnt exclusivenent dco oeufs, de la viande, 

c-lu poisson et; c'.u fromage. 

3 - ua rQgige vCgQtarien 
cor~posé uniqucxent Le Fruits, tooate, carottas, 

salade st thé. 

Nous avons rasser1bl5 los rSsultats des dosages der- 

glucides conjup6s 5 2 s  urtnes de 24- h 6-ns ie tablcm XLV 

(P. 167). 

Nous zvons établi &galerient la conposition -1olairs en 

oses llneutrosu qui Pfguro d x ~ ~ s  le tableau XLVI (p.16s). 

L'exa:cr. de ces rdsultats non-kre que l'alinsntation 

n'a pas d' influence sur le taux d'éliz?inatlon des glycoprotides 

des urines, 



Elirination journali&re en ng des glucides glyco- 

protidiques au cours rie diff drant  s rdgines alinentaires; 



Composition ~ o l a i r o  en oses nerstrea dos urines 

de 24 h au cours de diTf6rents rdginss alinentaires 

10 rdsicius de galactose) 

R é g i m e s  

. . . O ----------------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
: O : O 

0 . . : 
Surcharge O . 

O 

: 
glucidique 10 e 215 8 t : 

1 
O * ; 

-----------------:----------:----------:----------:----------:---------- 
: t t t : 
: 1 :' . : 

Surcharge t t 

1 
695 ",5 : 

I 
protidique : 

t : O t 2 
-----------------:----------:----------:----------:----------:---------- 

2 O t P . 
t . O 3 

lie gime O . . . : 
végétarien t . • . . O . . O O O . - - -- 

f 



4 - influence de l'activité 
Nous avons recueilli dos urines de 24 heures sous 

forme de fractions au cours de la journée. Un effort ~wsculairc 

i~portant y a été réalis6 (course à pied de 10 kilonètres cn- 

viron), Mous avons effectué les dosages glucidiques totaux 

sur chaque fraction et calculé pour cbque fraction le dsbit 

horaire. 

Les résultats sont r a s ~ e ~ ~ b l é s  dans le tableau XLVII 

(P.  1 7 ~ ) .  Nous canstetons, & llexanen de ce tableau, une aug- 

mentation dn taux glucidique dans le débit horaire après l'cf- 

fort, ce qui semble correspondre & une augmentation du taux 

des glycoprotides. 

Mais l'urine totale de 24 houres reconstituée et dosde 
ne montre ?as dtaugE'ientation significative du taux des glucides 

conjugués. 

Donc si l'effort c~usculaire intense ssmble provoquer 

une légère augmentation du taux des glycoprotides, cette aug- 

mentation s'inscrit dans les linites des constantns dlélinina- 

tion. 

Cette étude nous avait été inspirée par les travaux 

de TAYEAU, JZMSEM et -WISS (4 -k-1 )  qui ont prouvé que le phéno- 

mène d'obstacle de JQNAGGIO était dû uniquenent &. des variations 

quantitatives des glycoprotdides urinaires; 
.a 

Quant .& POCEITi,M~JS et VAN X3RCHOVE: (442) leur étude 
est trèsmienblable à la nôtre mais leurs résultats ne portent 

que sur les fractions urinaires recueillies juste avant et 

après l'effort. De plus ils ne se sont intéressés du point de 

vue quantitatif qu'aux dosages des protéines. Il ne nous est 

donc pas possible de les conparer aux nôtres. 



TABLZAU XLVII  

Variations glucidiques (en mg sar quantité 

d'urine éliminée dans chaque fraction) des glycoprotides 

urinaires à la suite d'un effort msculaire inportant. 



Lfa-slication du procédé origlnd d'isole~ont des 

glycoprotides urinaires à l'étude systénatique des urines de 

24 h. d'individus sains de 20 à 50 ans nous a conduit à des 

valeurs constantes qui vont nous servir de rcfdrcncc en 

recherche appliquée. Nous avons, en cff et, vérifié que c l e s  fac- 

teurs tels que llSge (urines d'enfants et de vieillards), le 

sexe (variation du taux des hornones lioes au cycle oestral 

chez la femne), lfalixentation et lfactivité (influence dc la 

fatigue) ne provoquaient pas de variations icportmtes dans le 

taux des diffkrents glucides conjuf,pés. Les légères différences 

que l'on peut enregistrer rentrent,en effet, dans los limites 

des moyennes statistiques établies pour les individus sains et 

physiologique:?ent stables. 

II IùZPTTIFICATION ET DOSAGE CKI~,GI~ATOJ.P-\AFE~I.?,UE .......................................... .......................................... 

Nous avons procédé selon les nCthodes décrites 

dans l'appendice technique (p.  201 &.P.  209). 

Noue rappellerons que lfhydrolyse des oses "neutresv 

et des osanines est quantitative, celle des acides uroniqucs 

et des acides sialiaues est d'une part inconplète et d'autre 

part s'accoripagne d'une destruction partielle de ces conposés. 

La détermination de la co~~position molaire concerne unique-cnt 

les oses "neutres" et les osaninos. 



1 - LES OSES "NEUTRES" 
Nous avons d6ternin6 la composition molaire on oses 

vncutresn des préparations glycoprotidiques à partir de 300 mg 
dl lladialysablev urinaire lyophilisé, par le :~rocédé de 3ATE 

(443) nodifié. Noua avons Sgalecent utilisé la méthode au ferri- 
cyanure de NONTREUIL (4h4)  nodifié. Les résultats obtenus 

sont rassemblés dans le tableau XLVLII ; (p. 173) et illustras 
par les figures 28 et 29 (p .  174). 

Noua y voyons que lcs glycoprotiAes urinaires ren- 

fernent du galactose, du glucose, du nannose du xylose et du 

fucose. 

Ces résult 4 -  CO f-'rn2nt ceux de BdÛNTRXJIL (4i!-5) 
$'A5 agsf 

MONT-WUIL et BOULUGTR ct BISERTE et al ( j ib6). Cependant la 

présence du glucose et du xylose ntest plus une &nippe. Le 

glucosc provient des glycopeptides que Iton isole au cours de 

la proparation en rl6~:c temps que les glycoprotéines (voir le 

fractionnement sur SCphadex G.~50(~. 138 ), 

Qusnt au xylose, nous avons vu (p. 126) qu'il était 

d'origine ~ucopolysaccharidique. 

Cc;>er,dant notre ~rocéd6 d'isolement des glycoprotides 

a réleuit consid6rabler:cnt la -uantité d~ xyloos trouvéc -par ces 

nutours dans les urines hunaines et surtout a pcrnis de la 

stabiliser. 

Par ailleurs, nous avons pu voir que la conposition 

nolaire en oses "neutres" n'cst nffect8e ni par ïtâge (voir 

p. 163 et p. 164 ) ni par le régine alimentaire (voir p. 168 ) 



Conposition molaire en glucides des adialyaables 

dthonne et de f e m e  adultes (pour 10 résidus dn 

galactose) 

CAL 

GAL : galactose ; GLC t glucose, I*LATI : mannose, XYL : xylose 

F3AP-J : nannoae 

A. U z acide uronique 

A. S : acide sialique (acide M-acétyl-neurar-linique) 

GlcNB2 : glucosanine 

GalNEZ r galactosanine 



Figures 28 et 29 

ChKianatogmphie des oses aneutresa canstituant les glucides glycoprotidiques 

des m'ines humaines. 

Hydrolgse par HCl 1 , g  à 1 OO°C pendant 1 h 30, 

Système solvant r n-butanol/aaide acétique/eau (4 r 1 r 5 ) 
Papier h t m a n  N03 . Durée de la cbraiaatog.raphie r 48 heures.(figure 28)e 

@the solvant r pgridine/wétate dl*éthyle/eau ( 1 r 2 r 2 ). 
Papier Sleicher e t S m  2040 b. Durée de la chranratog~aphîe r 18 heures 

(fm 29)* 

BMïatiaol par le réactif B lloxalate d'aniline. 



2 - LES OSAMINES 

Les urines hunaincs renf~rnent un nélange de pluco- 

sanine et de galactosamifie. 

Ltidontification de celles-ci ont &té efloctuées sur 

la base des résultats expérimentaux suiv2nts : 

1 -  ln d6sa~7inntion oxydative donne de ltarabinose 
l yro~e  

et du+&L.aa (figure 30 ; p. 170). 

2- la chromatographie sur coloxme de Dowex 50 selon 

GAXgELL (447) fournit deux pics, le prerier correspond ln 

glucosanine (et ctost le pic majeur dans toutes les urines quo 

nous avons dtudi&es), le deuxiéme correspond à la galactosanine 

(figure 31 ; p. 177). 

3- 1'Qiectrophorèse des osanines N-réacétylees qui 
seule permet de séparer la N-ac6tylglucosanine, la N-acétyl- 

galactosanine et la. N-acétyl-nannosar~ine, révèle la présence de 

N-ac6tylglucosa-:~ine et de N-ac 'tylgalactosaiiline (Plgure 32 ; 

P. 178). 

Le rapport glucosar-ine 

galactosanine 
a été calculé à partir de la 

chrornatogra;:lhie sur colonne selon GARJELL. 

11 est 6gal à 3 chez lfhonne et la ferme adulte 

(tableau XLVIII ; p- 173). 

Ce rapoort subit des modifications en fonction 

de l'âge. 



Figure 30 

Identif'ïcation par chromatographie sur papier des osamines de l'adialysable 

de llurine humaine par d6saminatioop oxydative par la nFahydrine - mdthode de 
GARïBLL et coll. (448) . 
Système solvant t n-butanol/acide acétique/eau ( 4 t 1 t 5 ). 
Papier Whatman nQ3 .DurBe de la chramatographie t 48 heures, 

BMiation par le réactif l'oxalate d'aniline. 



HOMME 

Figure 31 

0,7 

Qa * 

Q5 

094 * 

0.3 

C'lrramcitographie selon GABDELL (449) aur uolonne de Dwex 50 des osamines 

de ltadialyaable d'urine humajne. 

En ordonnée t abarorbanee des aolorations donnbs par la méthode dtELSON et 

0.2 a 

140 150 160 1 70 volume 

- 

I 

I 

Glucosamine 



Figure 32 

Comportement électrophoré tique des NLacétylosamines obtenues par la N-réacétybtion 

des osamines libérées par hydrolyse chlorhydrique ( H C ~  4N, 1 OO°C, 4 heures) de 

1 hrine humaine. 

ElectrophorEtae réalisée en cuve en ntoitll .Tampon borate de pH 9,2 B 10 v/cm 

pendant 4 heures. 
Révélation par la réaction d 1 ~ I C H  "indirecte". 

T : solution témoin de ~-acétyl~lucosamine( G~CN-AC), de aT-acétylgalactosamine 

( G ~ U U ~ )  et de N~cétylmaanosamine (Bhd-Ac) pures. 



Chez les-jeunes enfants, il diminue. Ce r&sultat 

s'explique par le fait d'une augmentation de la quantito de 

galactosanine acconpagnBe d'une dininution de la quantit6 de 

glucosanine, ce qui provoque un abaissement du rasport jus- 

qu'à 1,80 (figure 33 ; p.180). 

Par contre, ce rasslort augmente très sensiblement 

chez les vieillards jusqu'à atteindre la valeur de 4,33. Cette 

augmentation est due essentiellenent & un abaisseqent du taux 

en galactosa~ine (figure 33 ; p. 180). 

Ces variations sont probablement en relation &troite 

avec le taux des glycosaninoglycannes, 

3 - LES ACI33S SIALIQUES 
L'identification des acides sialigues par chronato- 

graphie sur papier montre que les urines hur:aines contiennent 

uniquement de 1 'acide N-acétyl neuraminique (figure 39 ; p. 190 ) . 
4 - LES ACmES URONIQUEÇ 

Nous avons utilisé les néthodes décrites p. 

Nos préparations glycoprotidiques, conTe le iontre la figure 

b1 (p .  191) contiennent uniquenent de l'acide r~lucuronique. 

Bien que les urines renfer~ent de l'acide iduronique 

(lie au Dermatane sulfate ) nous n'avons pu le rgettre en 
évidence directement. Il faut pour cela des fractions enrichies 

en ce g1ucosat:-inoglycanne , 

CONCLUSIONS n 
Les glycoprotides des urines hunaines renferment 

donc du galactose, du glucose, du nannose, du xylose et du 

fucose conri,e oses llne~tre~lt. 









Par contre, les rapports oses "neutrosw/osanines et 

oses wneutresfl/acides sialiquos sont d'une constance satisfai- 

sante quelque soit ltespèce. Seul le rapport oses nneutresw/ 

acides uroniques presente des anplitudes beaucoup plus inpor- 

tantes. 

Mous en arrivons donc aux --zêrilea constatations que 

pour les urines humaines. 

3- Des différences ae;~blent se  ani if est or 1tQtude 

des rapports oses wneutresw/osanines et oses "neutres"/acides 

sialiques dtunc espèce à l'autre. 

Elles montrent donc que la composition des glycopro- 

tides et leur nature varient avec les espèces. C'est cifailleurs 

ce que nous a confirmé l'étude chronatographique exposée ci- 

après . 

Nous avons procédd de la mêae façon que pour los 

urines hunaines en appliquant les mêrses méthodes. 

1 LES O S X S  " M E W T P ! S "  

Les r6sultats obtenqs pour les différents Ma~-xiifères 

étudiés ont bt6 rasse:3blés dans le tableau L (p.  184) et 
illustrés par les figures 34 et 35 (p.125). 

On y remarque que quelque soit l'espèce, Ifho-re y 

coripris,les glycoprotides urinnires ronfeme du galactose, du 

glucose, du nannose, du xylose et d u  fucose. Des nétabolisnes 

communs règlent donc la biosynthèss des glycoprotides urinaires 

chez les 3iffCrcnts Mannifères. 





Figure 35 

om.&ographie des oses %utresW constituant les glucides glycopotidiques 

(fraction adiaiysable) de urines de différents Mammifbres. 

Hydrolyse p r  HC1 1 ,511 8 1 OO°C pendant 1 h30. 

Systhe solvant r n-butanol/acide acétique/eau ( 4 : 1 r 5 ). 

Papier b t n t a n  n03 .Durée de la chromatographi8 : 48 heures ( figure 34 ) 
Système solvant : acdtate d' 6thyle/pgridine/acdtate d' dthyle/eau ( 5 / 5 / 1 / 3 ) 
Papier Sleieher et Sohüil 2040b. Dur6e de la chromatographie : 18 heures. [figure 35) 

Révélation par le réactif 8 l'oxalate d'aniline. 

T : aolution témoin d'=es purs. Ga1 r galactose . Glc : glucose. Man r mannose . 
Xyl t xylose .?uc : fucoae. 



Ce~endant la répartition des oses varie d'une espbce 

à l'autre tout en restant dans les cênes rapports. Notons en 

particulier la richesse sn fucose dos urines huTlaines qui dif- 

feront en cela tr&s fort des autres urines de ?lammifères. 

? O  LES OSAZiIMES 

Mous avons dé~lontré que toutes les urines de Mm::iîères 

ici étudiées renferrlaient de la glucosa~!ine et de la galactosq- 

nine, Conr20 pour les urines hnaaines, leur identification ont et6 

effectube h prtir des résultats expdrimentaux suivants : 

a- la désamination oxydative donnc do l'arabinosc et 
lyro9e  

du q+eee (~igure 36 ; p. 187). 

b- la chronatogra$xi.a sur colonne de Eowex-50 selon 

GAG3XLL (451) fournit deux pics correspondant h la glucosaninc 

et à la galactosanine (voir diagranne coï-respon2ant aux urines 

hurlaines p. 177). 

c- l(é1ectrophorèse des osanines N-réacétyl6ea révèle 

la presoncs de N-acbtyl-glucosa2ine et de N-galactoaanine 

(~igures 37 et 38 ; p. 188). 

Le rapport g l u ~ o  r;a;;ii~c a été calcul6 h prtis: de la 
galact osni:ine 

cl-irornatographie sur colonne de GARIELL. Les r6sultats figurent 

dans le tableau L (p .  184). 

Conge dans les urines hunaineo, la glucosanine pré- 

domine dans toutes les urines =ais la r6partition des osanines 

varie largenent d'une espace à l'autre. 

3 O  LES ACTdES SIALIQUES - 

L'identification des acides sialiques w r  chror-iato- 

graphie sur papier donne des résultats fort intéressants. 



Figure 36 

Identification pax chramatographie sur papier des osamines des aùialysable des 

urines de knmifères par désamination oxydative par la ninhydrine (méthode de 

GARDEU et colle (452) ). 
Système solvant r n-butanol/acide ac6tique/eau ( 4 : 1 : 5 ) 
Papier What;man n03 . Durée de la chromatographie r 48 heures. 
Révéiation pas le réactif B l'oxalate d'aniline. 

Ara : arabinose.Igx r lyxose. 



Figure 

Figures 37 et 38 

Comportement électrophorétique des N-acétylosamines obtenues par la N-réacétyhtion 

des osamines libérées par hydrolyse chlorhydrique (HC~ 4N à 100°C pendant 4 h.) des 

adialysables des urlnes de Mammifères. 

Electrophorèse réalisée en cuve en "toitn.Tampon borate de pH 9,2 à 10  cm pendant 
4 h. Révélation par la réaction d'EXRLICH 5ndirecten. 

T : solution t6moin de N-acétylglucosamine (~lcN-Ac),de N-acdtylgalactosamine 
( G W ~ )  et de ~ - a c é t y l m a n n o s a m ~ n e ( ~ ~ c )  p u b s .  

H : homme ; B g boeuf ; V : veau ; Ch : cheval ; M : mouton ; P: porc ; Co : cobaye ; 

L : lapin ; R t rat. 



Los glycoprotides du cobaye, du iapin et du rat . 
contiennent uniquenezit d-? l1acide il-acCtyl-neurarxkniquc coime 

1 'urine hu~iaine (Figure 39 ; p, 190) .  

Par ûonlre celles du bocnf, du veau, du choval, du 

mouton ot du pssc ssnfemcn* daas des prsportians variables , 

iaqa et dû ltacide 

N - a c A ~ ~ ~ ~ i n i g u ~  mals ausei de 1 ' aside N ,  O diacéty.1-neura- 

sJ-n&,itu~ st d~ atmde N , Q  tr$-ac6.i;~1.-neurax?Mnielue (figure 40 ) 
_i 

a* ~ g o J ,  

Toutes nos glycoprotidiquas c o m x  E e  

nontre la figure 41 ( P .  191) contiennent de l'acide glacvroniqtie. 

?dous 1' avons d6r:ontrd par électrophorèse en tampon borate (ta):- 

pon de HAUGE et LARSEN (453)). 

C'est le seul acide uronlque que nous ayons pu nsttre 

en évidoncc, 

5 CCNCLUSIONS 

Er6%uds das g2yco7parotfdes uriislaires r.?ontra que Ic 

n%taboIisna de ces sub@fmxcos est lo mana chez toutes les es- 

pesss : 3a f rac t lcm abialyâabSe Be3 ur5nes do ?,~zn~iif&re~ r ~ n -  

feme toajaurs  du galactos@, 213 glucase, du rzannoso, du fucose, 
rl 

du xyloso, des ~ e ~ i l n o s ,  4s 2taci:.?c H-acotyl-nsuraniniquo @-t do 

Z'acSds gPwuronlqum. G e p s n B m t  3a répart5tlon de chacun 2o ces 

glucides varîo d'via3 e&p$eâ h Ztaulre. Chquo espéce animale 

possbde donc, sn ce qui concarno L e s  glycoprotidss urinaires, 

une çp40îficlt& a&%nba-lfquc qui lui es% propre. 



Figures 39 et 40 

Camportement chromatographique des acides sialiques isolds des adialysablee 

dturines de Mammifèreso 

Systhe solvant t acétate dt éthyle/acide acétique/eau ( 3 t 1 t 3 ) 

Papier WhaW n03 ; migration pendant 24 heures. 

Révé1.ati.m par le reactif d'EEEtLICH. 



Figure 41 

Identification pâr électrophorése de l'acide uronique des adialysables 

des urines de M è r e s .  

Cuve en "toitn. Papier Vhatman n03.Tampon de HAUGH et LARSEN (454) de 

pH 9,2 , v/cm , pendant 1 5 heures. 

Révélation par le réactif au naphtorésorcùiol . 



r - 

CONCLUSIONS GENERALES . . 
b C 

Les conclusions générales que nous pouvons tirer de 

ltonscmble de ces travaux sont les suivantes : 

1- par l'élimination systématique d'un cortain nonbre 

d'erreurs, nous sormes parvenuo à ~ettre au point uns méthode 

reproductible diisolenent des glycoprotides urinaires, Cette 

méthode nous a permis une e ploration complète des glucidcs des 

urines humaines et ee différents Tliannifères Sn nous fournissant 

on deux fractions séparées les glucides libres et les glucidcs 

conjugués ou glycoprotideo , 

2- les tentatives d'exploration du natériel glyco- 

protidique par différent2s méthodes de fractionne~ent chxnato- 

graphique ne nous ont pas donné entière satisfaction en ce sens 

que nous ne sorAmes pas parvenue à isoler des entités bien défi- 

nies. Ils nous ont cependant permis : 

a -de confirmer l'origine ~mcopolysaccharidique du xylose uri- 

naire 

c- d'isoler des fractions particulièrement riches on glucides * 

les fractions P 
7 - PgO et S  alg gré leur hétérogénéité, les 

9' 
premières tentatives de sous-fractionnernent de ces préparations 

nous laissent ossérer que l'emploi combiné des procédés de 

fractionnement chromatographique et électrophorétique nous don- 

nera la possibilité d'identifier des entités bien d&inies. 

3- 1'Qtude de la fraction dialysable des urines de 
l'homme, du boeuf, du veau, du cheval, du mouton, du porc, du 

cobaye, du lapin et du rat nous a montré qu'elles renferne des 

oses, dca polyosides et de l'acide glucuronique -& un eaux voisin 

- 

l 

L 

_'* 
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b- de préciser la conposition du substrat en cl<;-iontrant qu'il est 

en fait un mélange de glycoprotéines et de g1ycopo~;~tides n6lange 

qui se sépare d'ailleurs en deux fractions bien distinctes par 

chromatographie sur Séphadex G-50. La présence des glycopeptides 
pemet ainsi dfoxpliquer la sr6sence du glucose dans notre pré- 

paration, 

I 
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de 1 , 5  g par litre. La nature dc ces constituants glucicliques 
est la m ê c e  quelle que soit 11es2èce du Idannifore. La physio- 

logie de l'excrotion des oses et oligosides dont la pr6acncc -t 

le taux sont en gradde partie liée à 1a nature de l'alimentation 

et des polyosides qui se rattachent au nétûbolisme dos gly- 

coprotéides, ne varie guère d'une espXce à l'autre, 

4- ltétude des glycoprotides urinaires de lfhomne et 
de différents Mam.ifèreç nontre que le motabolisne de ces subs- 

tances est le ritê,-~e chez toutes les espèces, Ce-andant une rd- 

partition des oses propres & chaque espèce aninale lui donne 

une spécificits 3Qtabolique. 

5 -  l'application de notre procédé dlisolonent des 
glycoprotides aux dosages des glvcides glycoprotidiqucs des 

urines de 24 heures dlindividus en bonne santk nous a fourni 
des valeurs constantes statistiques, Nous avons vérifié que 

ni l'âge, ni le sexe, ni l'aliz~entation, ni l'activité n'in- 

fluaient do façon sensible sur ces constantes. 

Ces valeurs statistiques vont laintenant nous semir 

de référence dans 116tude des urines pathologiques et tout 

spécialo~ent dans le problème de l'ini'lncnce du cancer, un dos 

buts essentiels de cet ensenble de travaux que nous avons 

entrepris. 



MEXPHODES G3NERALES D ' ANALYSE 

APPEN -7LCE TECHNIQUE 

La bibliographie (p. 212) et la table dea matihres ( p  194) de 

1tAppendiae teahnique sont independantes de la premihre partie 

du mémoire, 
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EDES DE DOSAGES OZS GLUCIDES TOTAUX 
C 1 

A - LES OSES NEUTRES =-""""-"-- --..-----------I 

Nous avons dosé les oses neutres par la mdthode 

colorimétrique à ltorcinol sulfurique de TILL3?AMS et PRILIPPI(1) 

modifiée par RIMINGTON (2) en introduisant le terme de correc- 

tion destiné à éliminer l'interfdrence des acides uroniques. 

1. Principe r 

Les aldohexoses et les méthylpentoses donnent, à 

chaud, et en milieu sulfurique une coloration jaune orangé 

intense, due à la condensation de ltorcinol avec les ddrivés du 

furfural qui ont été caractérises parmi les produits de dégra- 

dation des oses par l'acide sulfurique. 

2. Mode opératoire : 

On introduit successivement dans des tubes essais 

trés propres de même diamètre 1 ml de la solution doser 

(100 à 400 g d'ose totaux) 2 ml d'une solution de 1,5 g d'orci- Y 
no1 pur dans 100 ml d'une solution aqueuse d'acide sulfurique 

B 30 p 100 (vtv) et 15 ml d'une solution aqueuse d'acide sul- 

furique pur à 60 p.100 (vtv). 



Les solutions sont mélangées soigneusement A l'aide 
d'une tige de verre dont l'une des extrémités est applatie et 

on maintient ensuite 20 minutes exactement dans un bain-marie à 
+ $O0 C - 2OC. 

Les tubes sont refroidis rapidement sous un courant 

d'eau et aprbs un séjour de 45 minutes à ltobscurit6, l'inten- 

sité de la coloration est déterminée à 510 mm. La coloration 

reste stable pendant 6 heures la température du laboratoire 

et pendant 24 h à + 2OC. 

3. Comuosition du tBrnoin interne t 

La rdaction n'est pas rigaureusemenU reproductible 

et il est indispensable d'introduire dans ohaque série de  dosa- 

ges un ttt6mo.in internew renfermant 200 - g de galactose, man;:. r' 
I 

et fucose dans les proportions respectives de 10 r 6 t 4 
SPIK ee MONTREUIL (3) ont en effet ddmontr6 que à quantites 

Bgales les différents oses donnent des colorations dont les 

absorbances varient dans de larges proportions. La solution de 

référence doit donc contenir les mêzes oses qui entrent dans 

la composition des glycoprotéides étudies et dane des rap; 

de concentration identiques aux rapports molaires des différc:;; 

oses pr6alablenent déterminés par chromatographie sur papier 

selon le procedé de DATE (4). 

4. InterfBronce des acides uroniques 

,,. :. , ., r' L 8 : .  , , " , ' A  ' r  : . ' 2 '  , . , : - '  :"d . . 
. _ Ir.._ 

8 .  ' 
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Les acides uroniques donnent une coloration, non 

ndgligeable, avec le réactif à ltorc$nol sulfurique, puisque, 

quantités Bgales l'absorption des acidee uroniques est la 

moitié de celle des oses(~~IK)(5). La presence d'acide glycurc. 

nique dans les urines nécessite donc I1introduction d'un knr- 

de correction, gr$ce aux résultats fournis la fois par l:, 

dition d8unensolution ténoin interneN d'acide glycuronique 

(50yg par ml) dans le dosage des oses neutres à ltorcin.- 

par le dosage des acide<s taroniques par le carbazol sulfuriqcl. 
- 3 

- 8 l+t:L:; 

ï , ;  , j ,  --:?<'- *. 
I . + 1  

I , l b l  

, 
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La teneur en oses neutres (en m g  par m l  de solutio*,) 

e s t  donnée par l a  formule suivante t 

absorbance de 1 n l  de l a  solution &,doser  avec 

l ' o rc ino l  sulfurique, 

c e absorbance de 50 g d'acide uronique avec l e  carbaz-- 

sulfurique, 
P 

Jl = absorbance de 1 nl de l a  solution doser avec l e  

carbazol sulfurique, 

b 3 absorbance de 200 g d'oses avec l 'orcinol  sulfurq- Y 
a n absorbance de 200 g d oses avec 1' orcinol sulfuriq7-:?, Y 
d a absorbance de 200 ng d'oses avec l e  camazol su l fur i -  

que 

B - LES ACIDES URONISUES 
IPP==P======3==IiP=3 

Nous avons u t i l i s é  pour l e  doszge des acides 

uroniques l a  nbthode au carbazol de DISCHE (6 ) .  

1. Principe r 

Le dosage co ïo r i~~d t r ique  e s t  fondé sur  l a  r6aec', 

que donnenet: l e s  acides uroniques avec l e  carbazol en milieu ' 

sulfurique : une coloration pourpre se développe, due corne 

pour l e s  oses, l a  réaction des dérivés f 'urfiraliques formx- 

par chauffage en milieu acide avec l e  carbazol. 



2. Mode opératoire 8 

Dans des tubes à essais trés propres on introduit 

1 ml de la solution à doser (contenant au riaxinum 50 1 0 0 ~  

d'acide glycuronique) et 6 ml de acide sulfurique concentre - 
(en refroidissant dans un bain dteau glac6e), On melange 

Boigneusement et on maintient pendant 20 minutes exactement 

dans un bain-marie bouillant. On refroidit contre eau courante 

et on ajoute alors 0,2 ml d'une solution Qthanolique de car- 

bazol à 0,1 p 100 nl. Le mélange est de nouveau soigneusement 

agitd.. 

Une coloration pourpre apparaft qui augmente diin- 

tensité à l'obscurité. Après un sejour de 3 H à lfobsc6rité 

l'intensité de la coloration est mesurée à 535 m. 

3. InterTérence des oses t 

Les hexoses donnent avec le réactif au carbazol 

sulfurique une coloration. jaunâtre. L'interférence des hexoses 

peut être élirninde en appliquant une formule de correction. 
! 

La quantité d'acide uronique total est donnée 

(en mg par ml de solution) par la formule : 

où la signification des ternes est identique & celle de la 

formule de correction des oses neutres. 



C - LES ACIDES SIALIQUES 
P=I1=E=====J====L=PC 

Les acides sialiques ont été déterninée par la 

methode de NIAZI et STATE (7) modifiée par WTRWER et ODIN (8). 

1. Principe 8 

Les acides eialiques sous l'action des acides du 

réactif de DISCHE à la diphénylanine donnent un chronogéne qui 

se condensant avec la diphénylamine fournit une coloration bleu- 

violacé. 

2, Mode opératoire : 

2 ml de la solution à doser (100 à 200 g dtacide 3= 
sialique) sont introduits dans des tubes à essais et chauffés 

au bain-marie bouillant pendant 30 ninutes exactement, en pré- 

sence de 1 nl d'acide trichloracétique & 15 p 100 nl d'eau. 
bidistillée et de 6 ml de &actif de DISCHE 

acide acétique glacial a 90 ml, acide sulfurique pur: 1 0  ml) 

après une soigneuse agitation. 

On refroidit et les tubes sont naintonus à l'obs- 

curité pendant 30 minutes. La mesure de l'intensité de la colo- 

ration est effectuée à 530 nn. 

Les dosages ténoins sont faits avec une solution 

aqueuse contenant 100 ug d'acide N-acétyl-neura~inique par 
I 

ml, 

. - _ _  
La coloration est stable pendant 6 heures. 



Les osamines ont été dosées suivant la méthode ori- 

ginale dtELSON et MORGAN ( 9 )  modifiée par BELCHER et coll. (10). 

1. Principe : 

Les osamines, préalablement libérées de leur combi- 
naison glucidique par une hydrolyse chlorhy&ique, sont d'abord 

ac6tylées par l'actlon d'une solution alcaline d'acétylacétone. 
Il y a formation de plusieurs chromogènes que Ilon condense 
ensuite avec le para-diméthylaminobenzaldéhyde. On provoque 
ainsi l'apparition d'une coloration rose-violacé. 

2. Mode op6ratoi-r.r : 

La solution à doses (500 & 1.500 g d'osamines P 
totales) est d'abord évaporée à sec et hydrolysée pendant 
4 heures en tubes scellés sous vide par de l'acide chlorhydrique 
L'acide chlorhydrique utilisé est préalablement redistillé pour 
éliminer toute trace de sels de fer qui catalysent la destruc- 
tion des osamines, surtout en présence d'oxygène, 

Aprés refroidissement, llhydrolysat est évaporé 
à sfcoité sous vide, ce qui élimine l'acide chlorhydrique. 
Le résidu sec est repris par une quantité d'eau bidistillée 
telle que la concentration en ospmines ne dépasse pas 100 g 
par ml. 

Y 

Dans des tubes à essais très propres à 1 ml de la 
solution à doser on ajoute successivement 1 ml d'une solution 
alcaline dtacétyl-acétone (2 ml d'acétyl-acétone pure pour 
48 ml de solution de carbonate de sodium anhydre 1,25 N) et 
2 ml d'eau bidistillée. Le mélange, bien agité, est maintenu 
bouché hermétiquement, au bain-marie bouiîlant pendant 10minutes. 



Il est ensuite refroidi, additionné de 5 ml d'éthanol absolu, 

agité et de nouveau placé au bain-marie à 75OC 2 2OC pendant 
5 minutes 1 m l  de réactif d'Ehrlich modifié (1,6g de para- 
diméthylaminobenzaldéhyde dissous dans 30 ml d8acide chlorhy- 
drique concentré) est alors ajouté lentement et les tubes sont 
maintenus encore 30 minutes à 75OC. 

Après refroidissement, ils sont de nouveau addition 

nés de 5 m i  d'éthanol absolu. Après une dernière agitation soi- 
gneuse, ils sont laissés pendant JO minutes à llobscurité. 
Les absorbantes sont mesurées à 520 m. La coloration est 
stable pendant 24 h à l'obscurité, 

Pour chaque série de dosage, on effectue un dosage 
de "témoin interne" sur 1 ml d'une solution contenant pg 

* 
de glucos amine. 

II - DEXCERI~KCNATION DE LA CONIPOSITION MOLAIRE 

A - I D E N T I F I C A T I O N  ET DOSAGE CHRO!+UTOGRAPHIQUE DES 
= E ' a = = = = = = = = = = = = Z E = ~ = = = = = = L 3 = = = = 3 = r P ~ = = = - = = = = = =  

O S E S  "NEU'PRES 
==========II== 

3, Principe : 

Les oses "neutres" conjugués sont quantitativement 
libérés par une hydrolyse chlorhydrique. Les hydrolysats sont 
purifiés sur des échangeurs d'ions et les oses sont identifiés 
et dosés par chromatographie sur papier. 



2. Mode opéra*oire : 

a) H s o l p e  et révélations - ---- -d--..----------I 
200 mg de glycoprotides urinaires sont hydrolysés 

à 100° C par 20 ml d'acide chlorhydrique 1,5 N pendant 2 h. 

Après refrofdissement, les hydrolysats sont dilués 
avec de l'eau distillée à 100 ml environ. Puis ils sont passés 
successivement sur des colonnes (2 X 40 cm) d'échangeurs de 
cations (Dowex 50 X 8, <'me~h'~ 25-50 ; forme acide) et d'anions 
(Duolite A - 102-D ; "mesh" 25-50, forme formiate). Le liquide 
effluent auquel on joint les eaux de lavage des colhes (500 ml) 
est concentré à 35OC sous vide à un faible volume (5 à 10 ml). 
L'évaporation à siccité est effectuée en dessicateur en pré- 
sence de soude, en ajoutant de temps en temps du méthanol pour 
éliminer les dernières traces d'acide chlorhydrique non retenu 
sur l'échangeur d'anions. 

Le résidu sec est repris par 0,s ml d'eau et soumis 
à l'analyse chromatographique sur papier dans les deux systèmes 
solvants suivants : 

1. n-Butanol/acide acétique /eau (4 : 1 : 5) pen- 
dant 48 h sur papier Y-hntman no 3 @?AR~?RIM)E) (11) 

2. pyridine/acétate d'éthyle / eau (1 : 2 : 2) 
pendant 24 heures sur papier sleicher et schûll 
2040 b (JERMYlT et ISHERWOOD) (1 2). 

La révélation des oses "neutres" est effectuée à 
l'aide du réactif au phtalate d1 aniline de PARI\IIIDGE (13). 

b) Dosage - -  
Les oses "neutres" sont dosés par deux procédés - 



8 ) .  Io) Procédé de DATE C14) modifié : 
*+, Id , A ,  5, 7 
72:.:c'rd 7 ;," - 8.:- 6 'Jq y;hty. ' b ' i  

: "t&?j<k +:-:: Les taches dt  oses "neutres" révélées par le réactif 
au phtalate d'aniline sont traitées pendant 4 h à 20' par 10 ml. 
d'une solution d'éthanol chlorhydrique (éthanol : 800 ml, acide 
chlorhydrique 1 N : 100 ml, eau : 100 ml) - procédé de HUGHES 
et JEUnOZ (15) et lfabsorbance des solutions est mesurée à 
400 nm. sur chaque chromatogramme, sont introduits des témoins 
internes contenant des quantités connues d'oses. La précision 
obtenue est de 1 p.100. @ONTREUIL, XPIK et KOUAI~XKA) (16). 

2O) Procédé de MONTREUIL (17) modifié 8 

Les rectangles de papier renfermant les oses, 
repérés grâce à des témoins latéraux que l'on révèle, sont 
élués avec de l'eau distillée et les oses sont dosés par une 
méthode réductimétrique au ferricyanure :les oses réduisent, en 
milieu alcalin le ferricyanure de potassium en ferrocyanure ; 
l'addition daun sel ferrique provoque la formation de ferrocyan* 
re ferrique (bleu de Prusse) que l'on maintient en solution par 
l'addition d'acide oxalique. Ce procédé est également précis à 
1 p.100 près, 

1, Principe : 

Les osamines sont d'abord libérées par une hydrolyse 

chlorhydrique, Elles sont ensuite identifiées i 

a) par désamination oxgdative et identification du 
pentoise formé 

b) par IT-acétylation et identification des N-acétyL 

osamines 

c) par chromatographie sur échangeur de cations 



Les hexosamines sont d'abord libérées du groupement 

poLosidique par une hydrolyse chlorhydrique réalisée dans les 
mêmes conditions que pour le dosage quantitatif (voir p. 1: 
acide chlorhydrique 4 N à 10O0 C pendant 4 h, L'acide chlorhy- 
drique est ensuite éliminé par une évaporation prolongée en 
exsicateur en présence de soude, en ajoutant de temps en temps 

1 goutte de méthanol sur le résidu. 

b) Identification des osamines et r a e t  molaire 
----~WIIIIII------.-.-.-.-~.-.-.-.----- ----B.--- 

Io) Méthode de désamination d.e GARDELL et col1 (18) 

La glucosamine (ou la mannosamine) et la galacto- 

samine sont désaminées à chaud par la ninhydrine respectivement 
en arabinose et en lyxose. 

B - Mode eratoire : 
-11- .--a- 

Le résidu sec de llhydrolysat, repris par 25 ml 
d'eau distillée, est d'abord passé sur une colonne (2 X 10 cn) 
de Dowex 50 X 8 (llmeshll 25-50 ; forme acide) pour éliminer les 
Oses "neutres1'. Les osamines sont ensuite déplacées par le 
passage de 100 ml d'acide chlorhydrique 1 N b  Le liquide effluent 
est évaporé jusquf& siccité. 

Le résidu sec correspondant à 1 à 5 mg d'osamines 
est dissous dans 3 ml d'eau distillée. On y ajoute 1 ml drune 
solution de ninhydrine (0,48 g de ninhydrine dans 100 ml de 
citrate de sodium 0,l M de pH 4,7). 



012 maintient 2 'I0O0C pendant 30 minutes. La solu- 

t ion obtenue e s t  f i l t r é e  e t  purif iée par un passage sur une 
colonne d'échangeur de cations (Dowex 50 X 8, 'lmesh't 25-50 - 
forme acide ; 2 X 10 cm) puis d'anions (Duolite A - 102 D, "me&" 
25-50 ; forme formiate ; 2 X 10 cm).  Le l iquide eff luent ,  dé- 
barrassé de l a  ninhydrine e t  des produits de dégradation des 
acides aminés, e s t  évaporé à s i cc i t é  e t  l e  résidu e s t  soumis 
à l tanalyse  chromatographique dans l e  système solvant de 
PAKTXIDGB (19) (n-butanol/acide acétique/eau 4 : 1 : 5 ) .  

La révélation des taches de pentoses e s t  effectuée 
à l ' a ide  du réac-t;if à l toxa la te  d 'anil ine de PARTRIDGE (20) 
(coloration rose). 

L' identification en e s t  aisée puisque leurs  
valeurs de R-Glucose sont lessuivantes : 

Arabinose : 1,2 
Lyxose : 1,4 

20)  Identification des N-acé~losamines 

La séparation éleotrophorétique des N-acétyl osani- 

nes est beaucoup plus facile que celle des osamiries et elle 

pemet l'identification des dérivés acétylés des trois osamines 

que les autres procédés, décrits ici même, ne parviennent pas 

discriminer t la glucosa~iine, la galactosamine et la manno- 

samine. La réacétylation des osanines est tréa simple à 

réaliser et elle est quantitative. 

La N-réacétylation est effectuée suivant le procédé 

de ROSEMAN et L W W I E G  (21). Une partie aliquote de lthydrolysat 

purifie sur échangeurs de câtions et renfermant 2 ng dthexosani- 

nes est dissoute dans 1 nl d'eau distillée. On ajoute A la 
solution 1,5 ml dtune solution aqueuse de bicarbonate de sodium 
A 0 , 5  g p. 100 ml puis 2 gouttes dtanhydride acktique. Le mélange 

est agité et laissé pendant 24 heures à la tenpérature du labo- 

ratoire. 



ûn dlirnine ensuite les ions minéraux par un 

passage successif sur une colonne de Dowex 50 X 8 ; "meshm 
L L I  

b,> $: .' 25 - 50 ; forme acide ; ( 2 X 15 cm ) puis de holite A - 102  DI,.^,:; 
%eshn 25 - 50 forme forniate ; (2 X 15 cn) . 

L'éluat neutre, est lyophilisé et soumis à une 

analyse électrophorétiq-ae sur papier. 

L'électrophor&se sur papier est rdaïiode avec 

une solution de borate de sodium à 1 g Pour 100 ml dans une 

cuve d'électrophoréae en "toit", sous une tension de 10 ~ / c n  

pendant 4 ha Les dépôts sont faits sur clu papier ühatman no 3. 
Après l'dlectrophor&se, les papiers sont icn~édiatenent séchds 

l'étuve i?i 105O C pendant 10 à 15 minutes et les chromogènes 
de KüHN fornés en nilieu alcalin par les N-acétyl-osamines 

sont innédiatecent révélés par pulvérisation d'un reactif 

diEHRLICH nodifié (22) 

(p. dinéthylaninobenzaldéhyde 1 g 

Ethanol 30 nl 

Acide chlorhydrique concentré 30 r11 

n-butanol 180 m9. 

30 ) Méthode chrogatograpF-ique de G W S L L  (23) 

Le résidu sec d'une partie aliquote de l'hydro- 

lysat chlorhydrique correspondant au minimum à 500 pg d'osarni- 
nes totales est repris par 0,5 al d'acide chlorhydrique 0,3 N. 
La solution est déposée au sonriet d'une colonne d*bchangeur de 

cations (~owex 50 X 8, "neshqt 208 - 400 ; O , 7  X 40 cm), préa- 

lablement régénérée par l'acide chlorhydrique 4 N et lavée par 
100 ml d'acide chlorhydrique 8,3 N. Aprhs l'écoulenent de la 1 
solution, les osanines sont deplacées par l'acide chlorhydrique 

0,3 N. Des fractions de 0,5 ml sont recueillies toutes les 10 
I 

minutes à l'aide d'un collecteur automatique dsns des tubes 

jaugés à 15 ml. Les osar~ines sont dosdes dans cliapue tube, 

après neutralisation par la soude 0,3 N , par la néthode de 
BELCHER, NUTTEM et SAS-BROOK (24) prdcéde.?.ri,ent décrite (voir 

P a  ). Des courbes sont ensuite tracdes : le premier pic qui 
apparaît est celui de la glucosanine (et (ou) de La namosamine) 

et le second celui de la galactosanine. 



Les quantites respectives de chaque osamine sont 

déterminées & 2 5 p 100 prbs en effectuant la some des quanti- 
tés dosées dans les tuhes correspondant à chacun des pics. 

Cette méthode permet donc à la fois l'identification 

et le rapport de la glucosanine et de la galactosamine, 

C - IDENTIFICATION DES ACI3ES SIALI€JCJES ................................... 

1, Principe r 

Les liaisons des acides sialiques sont très labiles 

et ces composés sont libérés aisénent par une hydrolyse sulfu- 

rique douce, Les acides sialiques sont ensuite purifiés sur 

Qchangeurs d'anions et sour~ia à l'analyse chro~îatographique sur 

papier. 

2, Mode opératoire : 

a) Hydrolyse : " ---O--. 

:-::; A 1 
Lthydrolyse des liaisons sialosyl est effectuée par l 

l'acide sulfurique 0,1 N au bain-marie & 80°C @V~NNERHOLI~)(~~) l 
pendant 1 heure, Lshydrolysat refroidi est amené à pH 6 par 1 

l'addition d'eau de baryte. Le précipité qui se forne est 

élininé par filtration ou centrifugation et Iav6 plusieurs fois l 
avec une solution aqueuse d'acide acetique à 1 p. 100, 

b) Purification r 
O"------.--"" 

,\ A 
-4 - - F 

C _ 1 ;. ,L 1 T-- - 
La solution est passée à  OC sudcessivernent sur u@e 

colonne d'échangeur de cations (~owex 50 X 8 "nesht' 25 - 50 3 

forme acide ; 1 X 10 CE) puis sur une colonne d'échangeurs 

d'anions (~owex 1 X 8 ; lJmeshu 200 - 400 ; Torre forniate 
1 X 1 0  cm). Après un lavage soigneux, à l'eau distillée, les 

acides sialiques sont déplac6s de l'échangeur d'anions par le 

passage de 150 nl flacide fornique 0,3 N(SVXNNEP~HOLM)(~~), 



La solution dlélution est lyophilisée et le résidu sec est 

repris par de l'eau distillée pour être soumis lta&alyse 

chronatographique sur papier. 

c) Identification des acides sialiques : 
- - - -1--- -"m"---- -1---"-- - - - - - - -*- - -  

La chronatographie sur papier est réalisée dans 

les deux systèï~es solvants : 

- n-butanol/n-propanol/acide cn~ornyarique 0,1 N 

( 1  : 2 : 1) chronatograpkie descendante pendant 

1 8  h, sur papier Whatnan no 1 (SVENMERHOLP:: et 

S V E ~ E R H O L ~ ~ ~ )  ( 27 ) , 

- Acétate d'éthyle/acide acétique/eau ( 3  t 1 : 3)  
chro~iatographie descendante pendant 18 à 216 h 

sur papier 7lhatnan no 3 (NOP~AL et OISZTH) (28). 

Les acides sialiques sont révélés l'aide d'un 

réactif au paradirnéthylariinobenzaldéhyde (SVEPTP~I~REI:OL~~ et 

S V E N N E ~ O L M )  ( 29 ) 

p. dinéthylaninobenzaldéhyde cc5 g 
Acide trichloracétique 5 g 
~thanol/eau (v : v) 20 nl 

n-butanol 60 al 

L'identification des acides sialiques par chSomato- 

graphie sur papier ne présente aucune difficulté, Au contraike 

le problbne de l'hydrolyse quantitative des liaisons sialyl, 

effectuée sans dégrader les acides sialiques libérés, reste 

entier, sauf en ce qui concerne le cas o:~ le sialoconjugué ne 

renferme qu'un seul acide sialique. Dans l'état actuel de la 

question, l'analyse chroziatogrnphique n'est appliceble 

l'identification des acides sialiques. Elle ne seut pernettre 

de déterciner les rapports nolaires dans lesquels sont répar- 

tis plusieurs acides sialiques dans un glycoprotide (sPIK)(~o). 



D - IDBTTIFICATION DES ACIDES UROIJIQUES 
................................... 

- " 1  

La détermination et la composition molaire en acides 
uroniques ne présente aucune difficulté lorsque ce dernier ne 
renferme qu'un seul type d'acide uronique, Au contraire, le 
problème devient insoluble quand plusieurs acides uroniques 
entrent dans sa compositionb Ilest en effet impossible de libé- 
rer quantitativement les acides uroniques sans les dégrader car 
les liaisons uronosidyl sont parni les plus stables, Les méthodes 1 
chromatographiques et électrophorétiques de séparation sont donc 
essentiellement appliquées à lli.dentification de ces comgosés 

(='IR) (31 1 . 
1, Principe : 

Les acides uroniques sont identifiés dans la solu- 
tion dtélution par llacide formique de l'échangeur d'anion (Duo- 
lite A - 102 - D, "meshW 25 - 50, forme formiate) utilisé pour 1 
la purification des hydrolysats chlorbydriques des glycoprotides 
(voir p 1 08) . 

Mode opératoire : 

Après le passage de lthydrolysat sur les colonnes 
d16changeurs de cations et dlanions (voir p. 108) la colonne de 1 
Duolite A - 102 D est soigneusement lavée à l'eau distillée, 
Les acides uroniques sont ensuite déplacés par le passage de 
500 ml d'une solution aqueuse d'acide formique à 5 p.100 (v : v). 

L'éluat est évaporé à siccité et le résidu est 
repris par de lleau distillée à laquelle on ajoute 1 ou 2 go1,."-- 
dlammoniaque de manière 6 obtenir les sels d'ammonium des acides 
uroniques par ouverture du pont lactonique. 

La séparation des acides uroniques est plutôt obte- I 
nue par électrophorèse sur papier. 



- 210 1. 

011 effectue une première électrophor&se préparative 
à pH 3,9 en papier Thatman no 1 d m s  une cuve en " t o i t "  (tampon 
de ElICHL (32) : pyridine/acide acétique/eau (3 : 10 : 487) ; 
7 V/Cm pendant 15 h), On révèle une bande l a t é r a l e  de l t é l e c -  
trophorese de façon à repérer  l ' endro i t  de migration des acides 
uroniques. Et par  é lu t ion ,  on obt ient  l a  f rac t ion  pure des 
acides uroniques. Ceux-ci sont séparés par  m e  seconde électro-  
phorèse effectuée dans l a  m6me cuve, sur papier Whatman n o  3 dans 
l e  tampon boraté de IUUGH e t  uMm (33) (borate de sodium 
0,Ol M de pH 9,2 e t  0,005 Ni en chlorure de calcium) pendant 
15 h à 7 V/Cm. 

La révélat ion e s t  effectuée avec l e  r é a c t i f  à 
1 ' oxalate d 'an i l ine  de PARTKIDGE (34.) après élimination des $+;! 

+--W. f: 
$k2,I-; 1 ions borate. Celle-ci e s t  r éa l i sée  en pulvérisant  sur l e s  deux t! 

gacea de 1 ' électrophorégramrne une solution de méthanol contenant 

1 p 100 (v  : v) d 'acide acétique(SPIIZ)(3~). n , + - 8 7  l 
i .LY,I-: ' 

p io j ;  ' 1 ,;;>,, +: !f-~ ,'< :/ 
-" r .,TI 

Après séchage des papiers à l a  température de l a  , , ' i g tq  
pièce,  on pulvérise l e  r é a c t i f  à l t o x a l a t e  d 'an i l ine  

La révélat ion peut e t r e  auss i  effectuée avec l e  
r é a c t i f  au naphtorésorcinol de DEDONDER (36) (naphtorésorcinol 
100 mg ; acide chlorhydrique 2 N : 20 m l  ; éthanol absolu ou 

T? - propanol q. s.p. 100 ml) qui révèle uniquement l e s  acides 
uroniques. Ceux-ci apparaissent sous forme de tâches d'un bleu 
intense su r  un fond rose. 

111 - ETUDE IIIQ~~TOE~CTj?OPHORE'pIQ~ 

Les immuno-électrophorèses ont é t é  r éa l i sées  
selon l e s  méthodes de SCHEIDEGGEB (37) e t  de GPABAR e t  c o l 1  (38). 



La méthode consis te  à i n j e c t e r  à des lapins,  par 
voie intramusculaire, 1 m l  d'une solution antigénique (renfer- 
mant de 0,5 à 2 g de protéides totaux pour 100 m l  de sérum 
physiologique) en suspension dans 4 m l  d'adjuvant de FREUD ob- 
tenu en ajoutant  à 3 m l  d 'hu i le  de v a ~ e l i n e ,  1 g de lanoline e t  
10 mg de BCG. 

Les in jec t ions  sont effectuées à 1 semaine d ' inter-  
v a l l e ,  pendant 4 semaines, en f a i s a n t  c r o î t r e  l a  dose de solu- 
t ion  antigénique ( 0 ,S  - 1 - 1,5 e t  2 p, 100). 

Après un nois  de repos, l e  la2in sub i t  un deuxième 
cycle d ' in jec t ions  identiques. Cinq à s i x  cycles sont nécessai- 
r e s  pour obtenir  de bons anti-sérums, 

Lorsque l e  nombre d 'a rcs  e s t  maximal, 40 m l  de 
sang sont prélevés par  incis ion dtqne veine de l ' o r e i l l e .  Après 
centr i fugat ion,  l e  sérum aati-protides u r ina i re s  e s t  conservé 
à + 2OC, 

La r é a l i s a t i o n  des immun~-électrophorèses s 'O ffec- 
tue  en deux ébapes. La première étape consis te  en une électso- 
phordse en gélose du produit  à analyser dans un tampon véronal 
de pH 8,2 e t  de force  ionique 0 , l  sous une tension de 4 à 5 V/cm 
pendant 2 à 3 heures. 

La deuxième étape consiste en une diffusion du sérim 
anti-protides u r ina i re s  e t  des substances antigéniques. Les 
a r c s  obtenur l o r s  de l a  formation du complexe antig6ne-aizticorps 
sont révélés  par l e  r é a c t i f  à ltamidoschwarz, après une élimi- 
nation soigneuse, p u  l e  sérum physiologique, de l 'excès  de sérum 
anti-protides ur inaires .  
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