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INTRGISUCTION

La présence de glucides dans les urines humaines est
connue depuis longtemps. Plusicurs oses libres, en effet, ont
été caractérisés il y a plus de cinquante ans par les méthodes
classiques d'analyse des sucres. C'est par de tels moyens que
furent mises en évidence les gluciduries, pathologiques ou
physiologiques, qgui se caractérisent par une élimination abon-

dante de sucres, faciles & identifier,

Cependant, chez tous les individus normaux, il existe
une faible élimination journaliére de 1 & 2 g de glucides totaux
représentés par des glucides "libres" (oses et polyosides) et
par des glucides combinds & des protéines (ou glycoprotides).

De mombreux travaux lz prouvent, Mais a part la caractérisation
de quelques oses et osides, les recherches des différents autecurs
ne sont que partielles et les glycoprotides urinaires sont trés
mal connus, Il est donc impossible, avec les connaissances ac-
tuelles de faire un bilan complet des glucides libres et conju-
gués des urines., Il est vrai que le probléme est délicat car
l'urine est un milieu d'excrétion de composition trés complexe.
En outre, les substances excrétées, les glucides en particulicr,
libres et surtout conjugués, s'y trouvent & de trés faibles
concentrations (400 mg par litre environ). Ce qui explique 1la
difficulté & les isoler et & les étudier, Pourtant les consti-
tuants de l1l'urine présentent un intérét clinique certain. En
effet, a la suite d'affections telles que les néphroscs lipoidi-
ques, on voit augmenter de fagon sensible le taux d'orosonucoide
ou d'haptoglobine j; dans le cas de maladies du tissu conjonctif,
comme par exerple le syndrome de Hurler ou de llarfan, il y a une
augmentation massive des mucopolysaccharides acides dans les

urines,

Avant d'entreprendre des recherches cliniques, il nous
a donc semblé indispensable d'établir le bilan glucidique des
urines normales, mais en raison de la complexité de composition
de l'urine, déja signaldée, il est nécessaire de travailler sur
un matériel de départ défini et partiecllement purifié, C'est

evsol wne
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pourquoi avant d'entreprendre l'isolement des glycoprotéines
urinaires, nous avons travaillé & la préparation d'une fraction
enrichie en ces constituants et débarrassée au maximum des subs-

tances étrangéres.

Le but de notre travail était d'obtenir, en plus d'une
étude des glucides libres, une telle fraction qui renfermerait
la totalité des glycoprotéines urinaires, et de mettre au point
un procédé précis et reproductible de dosage des "uronmucoides

totaux", prélude & leur fractionnement.

Dans le présent travail, nous avons dl!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 1l'urine ainsi que les ten-

tatives de fractionnement de ce substrat de départ.

Dans une troisiéme partie, nous avons exposé les
anplications données au procédé de préparation tant aux urines
humaines qu'aux urines de différents mammiféres dans un but de

biologie comparée.
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GENERALITES

Tous les individus normaux éliminent chaque jour
1 & 2 g de glucides totaux dans leurs urines. Ces glucides

sont représentés par des glucides librcs comprenant les oses

et polyosides, formant donc une fraction micromoléculaire,
appec 1ée couramment fraction dialysable (c'est-a-dire filtrable
a travers les parois des membranes de dialyse, comme la cel-

lophane par exenmple), et par des glucides combinds a des

protéines ou & des peptides et formant une fraction macromolé-

culaire glycoprotidique ou fraction adialysable.

1 - LES GLUCISES LIBRES DF L'URINE

La présence d'oses dans les urines est connue depuis
longtemps, voir a ce sujet, l'ouvrage de BELLINGIER et coll
(analyse des Harns) (1). Cependant, leur isolement et leur
caractérisation furent considérablement simplifiés avec l'ap~
parition de la chromatographie., Clest HONTREUIL et BCULAIGER (2)
qui, en 1953, appliquérent les premiers & l'urine une méthode
générale d'analyse chromatographigue et de purification des

fractions dialysables des urines humaines sur échangeurs d'inns.

Je cette fagon, les auteurs mirent en évidence la

présence constante dans les dialysats de sujets sains, les

sucres suivants

- le glucose, le fructose, l'arabinose et lec xylose

4 des taux variant de 30 & 50 mg/l
- le fucose, le mannose et le saccharose (3 & 15 ng/1)

- le rharmose, le galactose en faibles proportions et

des traces de ribose. /
e e » o * 8
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identifier un

-

Par contre ils n'arrivérent pas
certain nombre de glucides : entre autres un dérivé cétosique
migrant dans la région des pentoses, sous le fructose et deux
osides dans la zone des disaccharides dont 1lthydrolyse res-~

pective fournit de 1l'arabinosc et du xylose (STRECKER) (3).

L'élution par 1'acide formique dilué de 1l'!'échangeur
d'anions fournissait la fraction acide renfermant des conjugudés
uroniques a acide glucuronique et des esters phosphoriques des
oses. La fraction basique éluéc de 1l'échangeur de cations était

dépourvue de sucres aminés,

Utilisant la chromatographie bilimentionnelle sur
papier, WHITE et HES (4) identifiaient un peu plus tard le
lactose, le galactose, le glucose, l'arabinose, le xylose, le
L-fucose, le Dwribose et la Deglucuronolactone par le citrate
dtaniline et le mannoheptulose, le sédoheptulose, le fructose,

le xylulose et le ribulose par le rdéactif & l1l'orcinol.

PLEURY et EBEREARC (5) ont retrouvé également la
plupart de ces glucides avec des fréquences variables, FLEUR
MALANGEAU et EBERHARD (6) étudiant les urines de prématurés ont
mis en évidence du lactose, du glucose et du galactose dans
la plupart des cas et par®ois du saccharose et du fructose., Ils
signalent aussi trois sucres inconnus dont 1'un serait du

xylulose,

Enfin PUTTERMAN et ROE (7) s'intéressant plus par-
ticulidrement aux pentuloses ont isolé de l'urine normale du
L-xylulose (environ 4 mg par litre) et de L-Ribulose (1 mg par

litre).

La question de 1ltidentification des oses de l'urine

humaine a été reprise en détail par STIECKZER (8).

wocw f wws



Peu de travaux existent sur les osides de l'urine

humaine et les résultats obtenus sont hétérogénes,

MCNTREUIL (communication personnelle) avait en 1958,
isolé 10 osides du dialysable urinaire dont il avait précisé

la composition,

La wéme année DATE (9) travaillant sur 1l'urine de
femn e enceinte, avait mis en évidence six oligosaccharides
identiques aux osides du lait isolés par KUHNM (lO) et NMONTREUIL
(11). Mais ces oligosaccharides n'ont pas été retrouvés dans

les urines normales,

Plus récemnent LUNDBLAD(12){13)a isolé des urines de

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

gui sont sérologiquerient inactifs. Par contre, BOURRILLOIN et
GOUSSAULT (14) ont isolé un fucohétéropolysaccharide adialysable

possédant une activité sérologique de spdcificité 0 (H).

Par ailleurs, CORNILLOT et BOURRILLOM (15) ont mis
en éviderice un triholoside adialysable coiiposé de 2 résidus

d'acide N,acétyl-neuraninique et d'mn résidu de galactose.

HUDTUNEN et MIETTINEN (16) ont aussi isolé et prdécisé
la structure d'un triholoside avec de l'acide Nwacétyl-neurani-
nique (2 =3) lactose. Poursuivant ces travaux, en 1966,
HUTTUNEN (17) a montré la présence de 6 & 8 oligosaccharides

renfermant de 1i'acide MNeacdétyl-neuraninigue et a isolé L dl'entre

I

eux dont il a préecisé la structure.

i wf % s



I1 nous faut signaler aussi les travaux de
BCUXRILLON, CORNILLOT et ZJABAT (18) sur les constituants
glucidiques de l'urine riches en fucose, Je la fraction S50,
surnageant de la précipitation de 1l'urine par 5C p 100
d'éthanol, apr:s diffdérentes chromatographies sur DB4LL cel-
lulose et filtration sur Sephadex, ils arrivent a séparer
des fractions riches en fucose. Jeux de ces fractions sont
glycannigues. L'une d'elle est constitude uniquencnt de
fucoglycoaninoglycannes de poids oléculaire variant de
1.000 & 6,000, L'autre renfcrme trois polysaccharides riches
en fucose, différant entre cux essentiecllerent par leur pour-

centage en fucose et acide sialigue,

Mais la aussi, le probléme a été repris en détail
par STRECKER (19) qui a réussi & isoler une cinquantaine
d'osides dont il a diterminé la composition et méme pour

certains d'entre eux, la structure (tableau I) (p 9 )

2 - LES CONSTITUANTS GLYCC RCTILIQUIS SE L'URINE

Les glucides conjugués de l'urine, désignés sous
le terme général de glycoprotides, représentent la fraction
adialysable des urines. La composition en osec des sucoides a
été précisde pour la premiére fois par ICHTRIUIL et BOULANGER
(20) d&s 1953 (voir aussi ICNTREUIL (21). Leur étude chromato-
graphique aprés hydrolyse avait permis & ces auteurs d'iden-
tifier, en quzntités import:ntes, le galactose, le rannose,
le fucose, des osamines et l'acide glucuronique, et en pro-

portions moindres, le glucose et le xylose.



Oligosaccharides

TABLEAU

I

des urines humaines d'aprés STRECKER (22)

Non

azotés

(Glc - Pru) ; (Glc, 2 Fru) ;
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s
s
e}
-
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: (2Gal,Man,Puc,Glc M¥,Ac) :(Gal,Fuc,Gal N.Ac)-y Glc
® I | °
: - Gal f(Gal,2fuc,Gal N.Ac)pGle
: : (2Gal,Fuc,Gal N.Ac )-»Glc)
(2Gal,2Fuc,Gal N,Ac ),x.c-lc§,
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avec Acide N - Acétyl
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(2 Glc AU) = Glc

)
)
(Glc AU, Glc N.Ac) =-» Glc
2 isonéres)

--> Glc

Glc AU == Glc N, Ac
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Ultérieurement, des travaux d'ordre chimique,
électrophoréticue et irmmunologique ont permis de déterminer
en partie la composition de cet adialysable, de la comparer
a celle du sérum (voir tableau II) (p 11 ), et aussi de
caractériser puis d'isoler queclques uns des glycoprotéides

présents dans les urines de sujets sains.

Actuellement, quatre sortes de composés de nature

glycoprotidique ont &été caractériséds, Il s'agit :

1°) des composés d'origine plasmatique

2°) des mucopolysaccharides ou glycosaminoglycannes
3°) des uronucoides

ho) des glycopeptides

A cette étude nous avons jugé intéressant d'ajouter
un chapitre, Il s'agit du probléme des modifications apportées
par le cancer au niveau des glycoprotides. Wous avons fait
une trés breéeve revue générale de la question sous la rubrique

"olycoprotéiles et cancer".

IPOSES D!'CRIGINE

Ce sont surtout des travauxm de nature électrophoré-
tique et immunologigue qui ont permis de mettre en évidence les

. o

protéiaes des urines normalcs. Ces études ont en commun de
confirmer l'origine sérigque de nombreux composants de 1l'adialy-
sable urinaire (voir par exe e 3 GOTO, SEKINCTO, KIYOIMIYA et
YAHAZOE (24) ; GRANT (25) ; PATTE, BALDASSAIRE et LORET (2Z6)

PRLNKLIN (27).

(
0.

1

apl

-

Nous nous devons donc de faire l'exposé de nos
connaissances actuelles sur ces constituants urinaires qui

puisent leur origine dans le sérumn.
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Nous décrirons successivement 3

- 1° les protéiles plasmaticues

- 2° les gonadotrophines

- 3° les substances & activité de groupe sanguin

- ko 1'érythropoidtine

A -~ LES FROTEICES FLASILATICURES

Il est reconnu depuis longtemps que les reins
excrétent normalcment de petites guantités de protéines,

KORNER (R8) fut 1'un des premiers, & la fin du XIXéme sidcle

a4 montrer les protéines lides & des sucres dans 1l'urine humaine

0l

normale, obtensnt des v-lecurs de 22 78 mg par litre.

Plus de cinquante ans plus tard, RIGAS et HELLER (.J)

montraient gue ces protéines zvaient le méme comportement élec-

trophorétique que les principales protéines du sérum,

Par la suite, ces résultats furent confirmés par
'autres auteurs (BOYCE, GARVIY et NORFLEET (3€} ; Mc GAllY,
SEFCH et ROSE (31) ; WEBB, ROSE et

méne période, il était démontré que ces protéines urinaires
contenaient bien plus de glucides que les f'r

3 ) o - s
dantes du plasma (BERGGARD (3:2) (54))

ilais ces derniéres anndes, le développement des
techniques d'irmmunologie, d'immuno-électrophorése, d'ultracen-

trifugation et de diffusion libre a permis une identification

plus précise des composants plasmatiques de l'urine (GRANT (3%5);

PATTE, BALDASSAIRE et LORET (36) s KEUTEL, HERMANN et LIELT (27

= .

BISERTE, HAVEZ et HAYEM-LEVY (BC) ;s HEREIANS, VAERIAN et EEREIANS

(39).)

T

In particulier BERGGARD (4¢) (41) ;3 HAYDU-LIVY (42);
VAERVAN et HEREI ANS (43) ont bien 4clairci le problése. En

accord avec de ncombreux auteurs, ils ont caractérisé




1 - la pré-albumine de SCHULTZZ (%%) ; riche en
tryptophanne
2 -~ la sérum-albumine qui serible identicue & 1la sérum-
albumine plasmatique 3
3 - des Y-globulines qui comstituent 1=z fraction 1la
plus importante 3
- 1' slipoprotéine ;
- l'.Tséromucoide ou orosomucoide
- la principale ﬁglobuline ( ﬁantitrypsine) 3
- la céruléoplasmine,

- l'haptcglobuline ;

macroglobuline

wo

2
L -~ des B-globulines :

- la sidérophiline ou transferrine ;
- 1la ﬁ1A—globuline 3
- 1e§{k-globulines (exemple 4B2A—globu11ne 5)
5 = le fibrinogéne ; ne se trouve pas dans toutes les
urines ;
6 - des zf;globulines
*K’G~globulines (exemple : 7r7s-globulines)

En outre, CORNILLOT, BOUR:IILLON, WIICHON et GOT (45
ar fractionnement sur Séphadex (G-75 et G-10C) ont isolé une
]f—globuline de constante de sddimentation 3,58, différente de
la j(;s par le poids moléculaire et ses caractéristiques immuno-
chiﬁiques. Son origine est encore hypothétigque : les auteurs

la rattachent cependant provisoirevent auxz glcocbulines sérigues

en supposant gu'elle en est peut-&tre un produit de dégradation,
Enfin, BERGGAR: (W‘) en 1964 continuant son explora-
tion des protéines pla ticues de l'urine a identifié cing

nouveaux constituants :

~ la glyceprotéine ¥ - Ba

~ la glyccprotéine oty - Zn

- le "group-spécific component" ;
- 1'hémopexine

- la B. - globuline.

12



B - LEZS HORMOHNES GCHAOCTROPES

Les urines contiennent d'autres glycoprotéides agui
viennent du sang. Ce sont par exemple lez gonadctrophines, Il
y en a une scule gue l'on trouve en grande quantité dans les
urines ¢ c'est la gonadotrophine humaine du chorion, qui est
présente dans les urines de femme enceinte. Elle a surtout été
étudide par GURIIT, BACHUIAN, WILscH (47) (4¢) (&5) gqui 1'ont
isolée par adsorption sur l'acide benzoique suiviz d'une ecx-

hS

tracétion a 1t'alcool ou & 1l'acétone. La préparation la plus
A P =~

active est homogéne en électrophorése & pH 7 et sédiriente en un

seul composé a l'ultracentrifugation,

GOT et BCUXRILLON (50), aprés avoir fait agir 1la
neuraminidase sur lz gonadoctrovphine postménauposale humaine,

concluent que l'acide sialique est une partiec essentidllic de ccs

nmolécules.

Des substances spécifiques de groupes sanguins ont
été isoldes des urines (FRIUDINBERG et REICEEL) (»1). Leur acti-
vité, en particulier cellg'des substances se rapportant au
groupes A et B, a été micd en évidence par KING, FITLITN et
BOYCE (52) ; KING, TIELDREN, GOODIAN et BOYCE (53 ). Ce sont des

A

ul'a 60 pe. 100 de glucides

rlycoprotéides qui renferment jus
J

totaux et qui sont essentiellement constituds de galactose, de

fucose, de MN-acétyl-glucosanine =t de HN-acétyl-galactosamine,

T - L'ERYTHROFCLETINE

Dans le sang et l'urine d'hommes et d'amimaux atteints

d'andmie, il existe une substance gui stimule 1'érythropoiése.

HODGSON et TOEA (54 ) furent les preniers a montrer 1'activité

érythropoiétique des urines, Ce résultat fut retrouvé par de
rs

noubreux chercheu s mais seuls, EOCLGSCH, PIRETTA, YUSILZIVICH

et ZSKUCHE (55) ; HOSGSCH, FICHRER, PEZRETTA, SSKUCHE, ARAYA et
DINAMARCA (5%) ont isclé, par extraction alcoolique une substance

adialysable, qui posséde une activité érythropoiétigue et ren-
fermant une hexosamine, de 1l'acide N-acétyl-neuraminique et des

hexoses,




unité disaccharidioue

IT - LES MUCOPCLYSAC

AT TG
ACTIOES

A - GENERALITT

oo

L'urine renferme des mucepelyosides acides identicues
a ceux qui ont été isolés, depuis une trenteine d'anndes, du
tissu conjonctif, I1 s'agit de polysaccharides constitués
par une longue chaine résultant de la "polymdrisation" d'une
composée d'une molécule dlosamine et d'une
molécule d'acide uronique. A 1'état natif, ces mucopolyosides
acides sont conjugudés & des protéines par des liaisons ¢ -

glycosidiques de la sdérine et de la thrdéonine.

Le carvactire acide est donné & ces osides par l'acide
uronique et en plus, parfeis, par l'acide sulfurique qui se
trouve fixé sur les unités disaccharidiéues. C'lest ce gui ex-~
plique que les mucopolysaccharides acides se trouvent presaue

toujours sous la forame de sulfate,

Jusqu'a présent, les mucopolyosides suivants ont &été

isolés du tissu conjonctif (voir tablecau III page 16) :

1 - Les acides chondroitine-suifuriques : sont au

nombre de trois. Deux d'entre cux sont
d'acide D - glircuronique et de O - gala
et, suivant les nocdalitdés dz liaison avec 1'acide

sulfurique, se¢ subdiviscnt en :

~ chondroitine - 4 - suilfate ou chondroitine

-~ chondroitine - 6 - sulfate ou chondroitine

Le troisiéme est 1l'acide chondroitine-sulfurigue B

compos¢ d'acide L-iduronique et de D-galactosamine.

T1 est encore appelé dermatanc-sulfate et B-hdépa-

rine.
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2 ~ L'acide kérato-sulfurigue contient du D-galactose

et de la I-glucoseniine.

L'héparine qui est formée de D-glucosaniine ot

W
i

e

d'acide O-glucuroniaue conjugués avec de 1l'acide

sulfurique,

n o2

A c6té de 1'héparine, on trouve l'héparitine dans

laguelle la glucosamine est N-acétylde, tsndis qu'elle est

N-sulfurylée dans 1'héparin

L - L'acide hyaluronicue constitaé de J-glucosamine

et d'acide D-glrcuronique.,

GLYCOGAMINQOGLYCAIINES

i NCACTIOIIEL ST

La prdésence dans 1'urine humaine d'acide chondroitine
sulfurique danc des complexes mucopolysaccharides-protéines
semblables & ceux du cartilage fut ddmontrde dés 1895 par
HORHER (57). Par la suite, dec nombreuses méthodes de prépara-
tion des mucopolyeaccharides acides furent mises au p
(voir BOAS (58» par exeriple par l'lacétate de plomb X
la benzidine chlorhydrioue .ST3UP (6C), par 1!'éthancl TAIM
et HCRSFALL (01), par 1l'acide benzoigue ANDEIRSON ot MAC LAGAN
(62). Mais les fractions obbtenues faisaient partie <'un milang
et il était difficile d'en séparer les mucopolysaccharides.
Clest ainsi que DI FEXANTE et RICH (62), 3COTT (64) et AITTONO-

ULOS et coll {55) lesc ont précipité par les sels d'ammonium

wmternaire, mais sans arriver a un rdésultat parfait puisaus le
H j i

ajie
kératane sulfate restait en soclution.

Clest en combinant plusieurs procédés de précipitation

gque récemment, lcs auteurs sont parvenus & un isolement satis-

faisent de la fraction mucopolysaccharidique, prélude a leur

identification.



1 ~ IDEHUTIPICATION S22 GLYCOSAIIINOGLYCAMNNIS

Ce sont les travaux les plus récents qui ont porté sur
lec probleéme de l'identification. Actuellement, on pcut les

- 7 .
classer en trois categories,

a) Identification d'aprés la mobilité électrophordbigue

HORBMANS et VAZRIZANS (606) utilisent 1'électrophorésc
sur papier, MATEEWS (67) 1'électrophorise sur gel. SZABC et
R0BOZ - BINSTEIN (65) ainsi ~ue HANTO (i) ont de bons résultats

en employvant 1'électrophorise sur acétate de cellulose., Les
révélations sont faites soit par le bleu alcian scit par le

bleu de toluidine.

b) Identification par chromatographie sur cclonrie

M3YEE et al (70) ont introduit 1l'utilisation de la
chromatographie sur échangeur d'ions avec la Dowex 1 .. &, Par
la suite, la méthode fut reprise par de nombreux auteurs sur
Ectdola-Cellulose et DZAT - Séphadex ern utilisant des éluants
(teis le chlorure de sodium avec ou sans acide chlorhydrigue) c
oir par exemple

molarité ou de force o)
CVET AT T “ TCTRT T B _ - ey
SCHMIMT (72) KZLLEY et w1 (73),

i
ANSETH et LAURENT (71),
ANTONOPOULCS et _al (74).

c) Identification par des méthodes enzyvmatigues

Blles sont nombreuses, mais la plupart des auteurs

utilisent la hyaluronidase et les chondroitineses.

1°) 1la hyalurcnidase testiculaire : elle agit

spécifiquement sur 1l'acide chondrecitine sulfurique A et C ct

sur l'acide hyaluronigue.

2°) la hyaluronidas bactérienne : elle agit

seulement sur 1l'acide chondreoitine sulfurique B et 1l'héparine

LINKIR et TERRY (75), LINKIR et al (76)




agissent sur les

hyaluronigue.

Notons gue les

pas toujours
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SLVWSOH et MAC
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VARADT, CIFONELLI et DORFMLAN (79%) ;

FRACTICHNEMENT SES

3°) les chondroitinases spécifiques :
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Scipitation parxr

c:tavlion) de DI FEIHANTE (8%). Ils en ont

té, Ils sournette

1

nt donc le mélange obtenu &
BCTE0LA =

ie our Dowex 1 X

N

puis sur

t ainsi 1C pics,
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HOFFMAH et MBEYZRR (G-

dl'isolement
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ARAST, CIFTGHILLI et DCRFIAM (84) aprés ¢limination
TAUM et HORSFLLL (65) associont la filtration
G-50, & la précipitation per l2s sels cuivriques
atographie sur Jowex 1 suivi d'un fractionnencent
de concentration en NaCl (voir figure 1;3;page 20).
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auteurs ddiontrent gue l'acide

susceptibles d'8tre sous~fraction-




Urine d'hormes (20 1)
i
dialyse en tube de¢ cellulose Visking

dialysable adialysable

Addition - Chlortre de sodiunm

A - —— 2 s S S0 8145 et ki e e 4w ¢ 4 Sais wm a Sen s s e atee o N AR—b s e S — S t——t et o o

’ l,

Précipitation du
imacoide de surnageant
TAI'l{ et HORSFALL ‘

Séphadex G,50 médiun

[, 1 i

s
Matériel correspondant
au volurne vide
Addition de réactifs
aux sels cuivriques

Précipité : surnageant

Acide hyaluronigue Chondreitine sulfatec A et

Chondroitine sulfate B fi¢parine sulfate

F

Kératane sulfate

Figure 1

s 2

Procédé d'isolecrient des glycosaninoglycannes de 1l'urine normale

d'apres VARADT, CIPONILLI et SCRPUEAN (86)

N
()

Matériel retardé
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c) Des résultats comparables avaient ¢t3 obtenus nrécé-
demment par BERFEIISON et DALFERZES (8 ') mais ceux-ci ne donnaicent
pas la composition centésimale des glycosaminoglycannes mais

o~

seulenent leur caractérisation gualitative.,. Leur fracticnnenent
i

a
est basé sur la précipitation éthanolicue et 1'électrovhordse

la figure 2 (page’zj).

o
ct
je
®]
(‘Ds
"\
o
3
6]

de zone. 11 est scheérn

d) Tous ces travaur sont également & raporocher e

o

ceux de SPRANGER, TODT et WIEDEIAN (8%) gui précipitent les

lycosaminoglycannes par le Cétavlon, les fractionnent sur Dowex
g k 9

1 et parviennent a identifier les différentes chondroitines par

action des hyalurconidases,

e) Enfin WEZSSLER (98) a proposé une mdéthode d'identi-
fication des glycosaminoglycannes sur de netites quantités
d'urines, Il utilise la chromatographie sur ECTEOLA-Cellulose
et parvient a séparer les composés sulfatés des composés non
sulfatés, Les résultats sont comparables & ceux de oI FEOUGAIITE
& RICH (91). lMmais unc partie de glycosaninoglycannes est

perdue au cours de la nréparation.

C -« LES GLYCOSAUVINCGLYCANNDS DRSS URINES

1 = Les acidces chonaroitine-sulfuricques

En 1916 SAFLSTZC (92), fut 1'un des preniers A signzler
la présence de chondroitine-sulfeate dans les urines de cheval.
Far la suite, en 1933, PARFENTJIEV et PPALZWEIG - (93), puis en
1938, KOBAY/SI (94) soupgonnent la présente de chondrsitinc-
sulfate dans les urines humaines. KERBY (9%) en 1965 utilisant
la méthode de précipitation de 1l'héparine d'ASTRUP (96) iso

un composé, mais n'ose affirner cu'il s'agit de chondroitine-

sulfate.

>

NS (97) séparent

Bn 1959, HERENMANS, VARRITAN et HERRD

»

de 1l'urine, par électronhorisc, trois composéds. L'un dlentre

eux c¢st probablenznt le¢ chondroitine-sulfate. liais ce n'est

pas encore une certiiude,
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Urine

.

Dialyse ~ TFiltration - Concentration

Surnageant

V

Frécipitation par &dthanol + acétate de sodiunm

Y

Préparation brute : glycoprotéines + mucopolysaccharides

Isclement des rmucopolysaccharides

c i d

Digestion - \ fractionnement

5 Flectrophorese de zone - :
trypsique ' au sulfate ferrigue=-

éthanol
Précipitation des 1
protéines par { ‘ !
ltacide trichloracitique \/ N/
C Précipité Surnagennt

M | \

e

Dialysc = Concentration b : gesne T ———
Précipitation par 1'alcool Mucopolysacihdildes ! MPCVpClYf
o non sulfatés saccharides
L + protdéines sulfatdés +
Mélange de mucopolysaccharides I glycoprotéines E

Procédé d'isolement des glycosaminoglycennes dans les

urines selon BERENSON et DALFERRES (.8)
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Par contre cn 1956, DI FRIIANTE et RICH (9.) isolent
un mucopolyoside acide qui serait identique au chondroitine-

sulfate du cartilage nasal du boeuf. Farallélement des expirien=-

ces prouvant que le choundroitine-sulfate est excrété par les

%

reins sont publides par OZIZWIATKOWSKI G(M» qui injectant a

535

des rats du radiosoufre 1ié au chondroitine~sulfate le
retrouve dans les urines, Des travaux similaires, menant aux
mémes conclusions, sont effectuéds par SOLHIAN (i01) et RICH (102,

Slautres auteurs mettent en Svidence cette excrdétion riénale en

w

injectant par voie intraveineuse dun chondroitine~sulfate gu'il

5,

récupirent ensuite dans lec uvines (travaux de FOURIAN (102)

we

o T

SI{ITH et KZRBY (10k) ; KATLAN et MEYER (105)).

Enfin, récemment en 1967, VARADI, CIFONZLLI et DORFIAN
(1066) en accord avec les travaux de BIRTNSCN et JALFRRERES (107)
mettent en dvidence, du sulfate de chondroitine A, B et C et
égalerent de chondroitine non sulfaté ou faiblement sulfatd.
Les mémes résultats semblent &tre retrouvés par SPRANGIR, TODT
et WIEDT ANN (1€ ). I1 est bien démontré, 2 présent, que les
urines renierment surtout des sulfates de chondroitine A et C,

et de faibles guantitis de sulfate de chondroitine B,

2 = L'acide

BEZABISCH et
WIEDZUANN (110) 3 VARADI, CIPCIUELLI et DORFIAN (111) ont signald

SFRANGTR, TOIT et

la présence, dans les urines, d'une faible proportion de kérato-

sulfate.

3 ~ L'hdéparine

BTREIISCH et DALFER 8 (112), il

bt

Jusgu'aux travcux de

n'y avait aucune preuve certaine de 1z présence normale d'hd
rine dans les urines, bien cue des substances anti-coagulantes
aient été décrites dans les urines de lapin (REINERT et WINTZHS~
BIN) (113) et dans les urines huaines (ASTRUF) (11&)

(ROSENTELD, HIUHCE et IMESTEL) (113),




N
Wz

Dltailleurs la mise en 4vidence d'héparine dans les
urines est toujours lide a une injection intraveineuse (par
exemple travaux de AZINZIRT et WINTERSTZIN) (1195) de COTLIY et

SCENEDCRT (117)).

L'excrétion urinaire de 1l'hdparine est d'autant plus

difficile a prouver gu'il a été dériontré ou'elle pouvait &tre

détruite "in vivo" par 1l'héparinase (JAQURS) (114), Si elle est
excrétée, elle meut donc 1'8tre sous la forme de ses métabolite
(£STRUT) (113)e Un de ceux-ci dlaillsurs a été caractdérisd corwc

dtant l'urohéparine (BEST et JAQUZS (120) ; JORPES et GAILDELL

(121) J/iQUES, WLPKE et LEVY (122)).

Récemment, BEREHSON et SALFEALDS (123) ; SPRANGRER,

TCOT PANH (124) 3 VARADT, CIPCHNELLI et DOF

)—l -
7“/)
d— e
(0]

ont mis en &évidence de faibles cguantitéds de 1'héparine-suli
3

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

LINKER, TEARY et TELLER (126),

(e]

e qui semble confirmer la prdé-

sence d'héparine-sulfate,

Il « L'acide hyaluronicue

L'acide hyaluronicue existe peut-&tre dans les urines,

Bn effet, DI FER AT et RICHE (127) ont isolé des urines un

composé rmucopolyosidique acide qu'ils avaient identifié au

chondroitine-sulfate, Mais la hyaluronidase agit sur ce composé

(P PERRANTE) (128). &t 1'analyse chromatographigue sur LCTEOLA
des fractions obtenues semble prouver gu'il s'agit de 1l'acide

hyaluronique (DI FERIANTE 1863)(12 ).

7 AT

Par ailleurs, SPRANGERy; TCIT et WIE (
VARADI, CIFCINZLLI et DCOR™ AN (131), par chromatographie sur

Dowex 1, suivie d'une &élution par NaCl, sont parvenus & carac-

tériser aussi l'acide hyaluronique, mais en trés faible cquantitd,.
? 1




ous les
tissu conjonctif ont »pu
les urines, Ils existen
dans les urines est san
Lt'importance
niable du point de wvue

au niveau du tissu conj

ITTI - LES

TAMI et HCRIFA

par précipitation éthanoligue,

sodium C,58 I

glycosaminoglycannes

caractér

étre mis en évidence et

Yo SN i B
vLtTes

t en gquan

s doutein

des
clinigue car de

onctif vont se

URCIIUCCOIDE

flet

S

,

ises dans le
PO [ s 3
meme dosés dans

variables et leur présence

du métabdisme tissulaire,

troubles

glycosaminoglycanncs est donc inddé-

métaboliques

ripercuter dans les urines,

(132) ont isolé des

/
poids moléculaire tris dlevé (7 x 107),

de se combiner avec les virus de 1'influenza des oreillons
la maladie de NIWCASTLE,

glutination entre les hématies

Bn 1952, ACA
utilisant une medificat
isolent une glycopr
tion du virus de

macolde de TAVY) et

Le composition en acides

particulier par HAXF7IELD

tableau V (page 27).

ot¢ine qui
1'infl
G .xQFALI/ e

et GOTTSCHALK (133) ;

ion de la néthode de TAIA

nunenza,

La composition en glucides

travaux de GOTTSCEALK {1

36) et o0IN (137),

et d'inhiber

flle est

ainsi la x

I1 posséde la propr

et les virusa.

urines humaines
ou par relargage au chlorurec de

ou encore par ultracentrifugation, un mucoide de

iété
at de

faction d'hémag-

GOTTSCHALK (134)

et HORDGFALL,

inhibe la rdaction d'hémagglutina-

donc assimilable au

aminés a été étudide en

et STIFANYE (135) et précisdée dans le

a ét¢ dtablie d'aprés les

L'ac¢ide

sialique a

été didentifié & 1l'acide Ne~acétyl - neuraminique par KLINX et

coll (138),
(page 28).

Les résultats ont été

rassemblés dans

le tableau VI
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TABLTAU V

ATIES

Aaly

GLYCOPR0TEINS

5

TAM et

HORSFALL d'aprés IAXFISLD et STE. NYE (13%)

27

T N, e P S
o o
2 ¢ Nombre de résidus
Composants : Résidus en % : par nmasse moldécu-
H ¢ lzire ridnirmum
H s 28,100
° .
o °
- e - - - - e G . e e e e - HE R e - e I RS
o e
. Ll
: H
. Ve ol
Alaninee H 3,05 $ 12,1
H 3
Groupes amidés g C, 50 s 10,5
° e
* o
Arginine : L,72 : 8,5
° o 3
e Ll
Acide aspartigue : 1472 : 2793
H 3
Cystine - 1,42 H 349
3 H
Acide glutamique 3 7,06 s 15,54
H H
Glycine : 3:25 : 15,0
H :
Ilistidine : 2,Lk6 : 548
s :
Isoleucine g 1,95 : L,8
4 -
o o
Leucine : 5593 H 1549
H H
Lysine 5 2,27 H 5,0
° L3
. 3
liéthionine : 1,66 : L, C
H H
Phénylalanine 3 3,26 : 0,2
3 2
Froline 3 3,59 s 1G, 1
: H
Sérine 2 b 76 : (T
H k1
Thrcéonine H 5437 ¢ 1h,b
. :
Thryptophane H 3,52 $ 543
2 3
Tyrosine H 2,869 H 4.0
H H
Valine $ L, 37 H 12,4
3 :
o a '\,\l !
a >
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TABLEAU VI

COMPOSITION CENTESIMALE EXN OSES DU I

TAMM et HORSFALL (1k0)

( : : )
( : GOTTSCHALE (1419 opIr (142) )
( : 1952 : 1952 )
( b s .
T R R récipitation’ relarcage | . J
| . C f A3 "'.:::o, o .Ll. 2 CC»_D‘.’ . T &
g :frll’f“ligtojf 310\&111@@:@ thanolique par Cllla Ce{;ﬂ{lg ﬁ%
| ot : P To,58 N SVEHLTIIUGS
}g : GOTTSCHALD (143) : : g : tion 3
g : : : : )
: : : : )
g Uses "neutres" : 8,1 : 6,8 : 8,4 : 9 %
é Galactose : 5,4 : - : - g - %
;g Vannose : 2,7 £ - : - 2 - %
é fucose : 1 1 0,7 1,1 ¢ 1,1 %
g Xj,(,l'ose : traces (moins de : : : )
SN : 0,04) o ; ;
'g Hexosamine : 5 . 6,4 . gL s 7 %
( Acide sialique : 5 : f/,é(z&;): 9,1(a) 9,1(a)
> e : : 3,2(b)s 9,2(b) 9 ,4(h)
( ' : 3 : : )
L 2 : : A )

(a) Dosage par le réactif de BIAL d'aprés YERNER et ODIN (14 1)

(b) Dosage par le réactif A'IHILICH d'aprdés WERNEDR et ODIN (14%)

P2TR

\ ;)j;,)

" cwisuar T



On voit gu'ils wvarient selon les auteurs, et 1l'on wmeut ge
demander s'il ne s'agit pas la d'un nélange. En effet, bien cue

cette glycoprotéine se comporte en dlectrophorise (FDTLMANI,

TAIlY et HOASFALL) (146) et en ultracentrifugation (TA I7, BUGH:
et HORSTALL) (147) cornme une substance horogéne, il apvaralt

fréquerment, en iﬁnunoélectrophorése, deux arcs. Et a 1l'heure

actuelle, on ne sait pas encore s'il s'agit de deux composis

distincts ou simplemnent de formes polymeres différentes.

lMais quel que soit le dégréd de puretdé des »répara-
tions de TAIM et HC. SFALL, L'irzmunodélectrophorise montre qu'il
n'existe, aucun grouperent antigénicue commmun avee les séromu-
coides : le mucoide de TAVI! et BCACFALL provient du tractus

e (169))

Cl'est done, jusgu'a présent la seule prénaration

glycoprotéinigue isolée des wurines gui mérite le nom d'urormcoide,

Les urines huzaines renferment un nombre éssez
important de complexes glucidiques de poids moldculaire relati-
verient faible (inférl eur a 15. OO), caractéristiques par lesur

e

grande richesse en glucides. Ce tels composéds ont &té appeld

s
glycopeptides par les premiers auteurs qui les ont étufids, tels
BLIX (121)

GOT et MICIICH (152), HAKOMORI ot al (153). Ils sont assimilebles

BOURHTILLON, GCT, CORNILLOT (151) ; BOU.RILLOIN,

wo

aux mucosaccharides de MIZTTINZN (154 3 158 ).

D'autres autcurs les apnpellent glycoprotél nes niais
ce terme est impropre ¢tant donné la petite taillie de ces
7 —~ 3 - 0
composés. Ces produits sont ccux par exemple, de la fraction
UFO de BOYCE, KING, LITTLZ et ATCl7 (156) au cours de leur ten-
tative de fractionnement (voir figure 3;p L6 ) et des fractions

o
B et C et BEIRGGALRS (157) (veir figure 3'3 p 52 ).




D'ailicurs de nonmbreux auteurs, su cours des diverses

tentatives de fractionnements isolent des fractions riches

rlycopentides mais seu
r . - Py

lement guelcues uns sont howogeéncs, les

autres étant obtenus sous forme de préparations enrichies (par
1

exemple : travaux de KAO etcoll (157) 3 BOURIILLON et coll (15,

160 ; 161 ).

A - LES GLYCQOX

ous nous sommies donc limité 2

- 2 s &
ige chimri

o

pt

tétude des glycopop-

4

tides qui ont été préparés dans un état de pureté sufficant vour
-

guement.

Les complexes & fucose oat beaucoup retenu 1'atitzntion

jusqu'a présent ., LUNDBLAL 122 3 163 3 154) a miz en 4dvidence
J ( H )

en narticulier dans la fraction C ultrafiltrable ¢t non dialysa-

Q
ble de BERGGARD (17#
b

zone, trois glycopeptides riches en fucose, gu'il
’ g s 4

B3a et CFb'

Ces fucoglycopeptides ont une

antigénes de groupe sanguin meis sont s

Ils sont & rapprocher
(1633 16%) ¢ui ont,

groupe sanguin,.

B -~ L35 GLYCCFELITIDEDS

par gel filtration et électrophorésc de

=]

ppelle Agh,

o)

onxposition proche des

inactvifs,

(0
pst
[2e}
[N

crologigquonment
dey fractions obtenues par KIIIG et coll

ar contre, unc activité sdérologigue de

YT OVETD
B e e

211 ACICoR STALIQUR

Ils ont 4té b

z

eaucoup noins dtudids gue les précédents

et ont surtout 4té obtenus ccus forme de Ffractions riches en

acide sizlicgue, aprés c

filtration survr gel de

les traveux de BOURRILLCII, CORNILLOT et GOT (168), Bm GQATS (164)

TRTN AT

chromatographie sur DIAT - cellulosc et

dextran., Jest ce que mettent en évidence




Plus tard, BOUTRILLOIT, CORIILLOT et 24BAT (170) sont
arrivés & isoler deux fractions hétérogénes ntenant es-

sentiellement des glycopentides. Ceux-ci

ique mais pauvres en fucose. Il est o

ok

3]
5
HJ
}_‘l

nent au contraire veu ou pas tacide sialique.
Enfin récerrent CANRICH, BOUXRILLCY e (i71)

N

sont parvenus 2 isoler un sialoglycopeptide honogéne coluble

dans 1'éthancl & 50 1 1CC et de poids mwoldéculaire situd entre
5 et 10.,0CC. I1 contient 30 inigue

» 100 d'acide H-acétyl-neurar
1T p 100 d'hexoses et 12 p 10D

. >

qui est le composant majeur, 2
d'hexosamines. Sa composition glucidique est veisine des
substances de groupe sanguin ¥ et I, Dl'aprés les zuteurs, uic

origine tissulaire scerait la plus vraisemblable,

C «~ GLYCOYXEYrTIDES UIVERS

In dehors des deux catégories exposdées précéde.v.ent,
il existe de nombreuses preparations de glycopeptides. Farmi

celles-ci, nous avons retenu les plus caractiristiguses,

1 - En 1959, D'ASAIUNE et al ( 72) préparent par
chromatographie a déchange d'ions avec gralient
d'élution, dix comnplexes peptides-sucres, carac-

Wristiques par leur richease en glucides et leur

0]

faible poids moléculaire. Ils anppellent ce

composés muconolypeptides. L'un d'entre'eux, tra
acide est apneldé "K - nmucopolypeptide" - on 1le

trouve dens les urines de cancédreux et il semble
en étre une cavactdristicue essentiellernent dons

leg cancers de ltlestomac.

2 ~ HAKOGECAI et _al (173) procdédant par précinitations

& 1'éthanel puis & ltacttate de plenb, suivies 4dtun

fractionnerant sur JSowex et purification sur

{63}

Séphadex Ges5,

iz
Ugp I, II et IIX,

e noter qgue lies Tucoglycopeptiﬁes isolds jusau'a priscnt contisn-

olent trois glycopeptides apnelés




I1s ne contiennent pas d'acide sialigue., Deux

dtentre'eux, n'ont pas d'osamines mais tous trois
renferment du glucose (tableau VI ; p
ocmposition les rapproche de composésc existant

ans les tissus comme l'aorte.

85

Plus tard, LAC GALT et JBVCHS (174) obtiennent
sept fractions glycopeptidigues par fraction-

newent sur Zdocarb 225 et Filtration sur

o

féphadex Go25. I1 sembie gu'il v ait pour cer-
tains une agssociation avec les pi
res.

Puis par électrophoréses succescives, ils
arrivent a isoler deux glycopeptides riches on
osamines, sans acide uronique. INMAC GALZ et

JEVONS (175).

)

D'autres coiiposdés de Taible poids moléculaire

C

osamnines ont été décrits par FPZCHAN (176),
(177), VERMOUSEK et BRADA (176). Ce sont

pg;

en fait des mélanges d'oligosaccharides et ‘e
glycopeptides gui dialysent pour la plupart de

ceux~ci,

CJ

RIAN et RASHAKRISHWAN (17¢) ont décrit un
glycopeptide intéressant par sa richesse en

acide uronicue et par la présence d'hydroxyproli-
ne et de sarcosine, Ces deux aminoc-acides posent
des problémes sur son origine : la présence de
proline et d'hydroxyproline serblerait indiguer
qu'il provient du collagéne, mais la précence

de sarcosine, inexistent dans le collagén

serait en faveur d'un autre complexe glycopro—
tidigue,

BCURRILLON et ViRMAY (180) ont également trouvé
deux glycopentides & hydroxyproline, solubles
dans 1!'éthanol a 5C p 100 de poids moldculaire
situé entre 1.200 et 1.500 et contemant 35 p 100

de glucides




TABLEAU VIT

Composition des glycopeptides

de HAXONORI (

1

(o]

cl)

Hexoses (a}
Méthyl pentoses (b)
Hoxosamines (c)

Acides sialigues

( : :
( : :
( : :
é H Asp e
‘( : Glu :
{ " e aes .
| AN £ A .
§ Amyino-acides f Gly f
{ ° AT o a
x S :
‘ ( : Thr :
( : His :
€ o L I I :
| é : "1
]' 2 Gle :
1 f Gal f
]( Sucres ; LeTuc ;
\( H 3
\( H :
( : :
( : :
g _________ e S :
% 3 3
E : :
( 3 s

Q
s
o)

b oy
iy
~
G

90 ©0 °0 00 98 40 00 00 00 00 @3 €3 8 00 G0 VG VS O OO 00 O SO G 60 S0 86 3% U8 WO 0 6 S0 Se w0 o6 GO 0

Ugp III

composition
gquc Ugp IXI
.‘.

Val

S e e s e . b e - -

g
i
0
T S e WVM-/MV\/W\.MMN\./WW

: (2) en p.lCC de glucose
V (b) en p.10C de Le=fucosec

(c) en pelC> de glucosanine
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& -~ Bnfin, tout récerment, BASU (162) a isolé un

glycopeptide urinaire gu'il est parvenu a

cristalliser, C'est, & notre connaissance, le

premier cormposé urinaire cgu'on ait pu cristalli-

Ser.

La nartie glucidique renferme du galactose,

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

samine, Les rapports sont les suivants @

acide glycuronique ¢ 1

ses meutres : 10

La partie septidique renferme de la sérine,

du giycocolle, de 1l'alanine, de 1l'acidc aspar-
tique et de l'acide glutamigue.

Lt'auteur pense que ce glycopeptide pourrait

tirer son origine des glycosaminoglycannese

Avec ces travaux, se termine 1l'énumération des
principales préparations glycopeptidiques rep 'rédes dans 1l'urine,
Nous avons réuni dans un tablcau ré¢capitulatif les compositions
des glycopentides les nlus caractéristiques (vnir tableau YVIII ;
v 35).

!

Cos couposds ne sont pas 4 nézligoer car ils repré-

sentent pondiralement la partic la plus importante des glucidces
conjugués de l'urine (6 & 70 p 10C) ce qui laisse penser qgue la

quantitd de glycoprotélnesz urinaires est asses faible, Le pro-
bléme de leur origine se posce donc avec de plus en plus.dlacui-
onsidérent comme des produits du métabelis-

glycosaminoeglycanncs de

©

t
t, que 1l taax d'excrétion de cor-
tains glyccpeptides augmentent dans les processus inflammatci-

res et ndoplasiques MASAITUNE (183) ; DI FERRANTE (184)
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V = GLYCOFZOTEINTS URINATIRES ET CANCER

L'étude des glycoprotéines urinaires & trouvé son
intérét primordial dsns les cas pathologigues on d'importantecs
variations qualitatives et guantitatives, ont été mises en
évidence., On peut, en effet, caractériser une élirmination uri-
naire importante d'orcoscorucoide chez des malades atteints de
néphrose, d'haptoglobine chez des néphrotiques lipoidiques et

3

d!'érythropoiétine chez des sujets anémiés,

Cl'est pourguoi un certain nombre de travaux ont été
effectués sur les urines de sujets atteints de cencer. Ceux-ci,
1 . - 4+ L 2 ] = 3 = s v ofi 28
peu nombreux, wmettent néanmcins en évidence des nudifications

dans la structure et llactivité

urinaires

Nous avons résumé les principaur rdésultats obtenus.

A - VARTIATIONS QUANTITATIVIES

Nous nous sommes heurtds & une premiére di
car jusqu'a présent =zucune d¢tude sérieuse sur le
glycoprotéines urinaires des sujiets normaux n'avait été faite
Il est donc difficile de pouvoir déceler les variat

les sujets cancéreux sans teriie sir de référence chez les

individus gains.,

De plus, les auteurs utilisent des techniques d'iso-

lement trés différentes.

s nous avons retenu les travaux de BIDIATE

n
et -al (191) qui ont comparé glyconrotides normaux et cancéreux

#

préparés selon le procédé d'absorption benzoique A4A'AlTIRSON et

MAC LAGAN (152). Ils ne trouvent pas de différences rmais insis-

g

tent sur le fait que la préparation des glycoprotides ecst

mettre au point,

que des glycoprotéines



PECHAN (193) confirme ces résultats mais LEYTCH gt

(194) mettent en évidence une diminution de 30 & 50 p 10C des
s

glucides neutres et conjugués chez des sujet

HONTREUIL et coll (commmnication personnelle) par
lt'application de leur méthode dl'isolenent spécificgue des glv=-
coprotides totaux de l'urine (et gue nous exposons plus loin
dans ce travail) aux urines de cancé. ux ne t

variations s gnificatives.,

CONCLUSICNS

Le dosage des glycoprotides urinaires, ne

denc pas apporter de résultats intéressants pour parn
1t'élaboration d'un diagnostic du cancer, but de toutes ces

recherches.

B -~ VARTIATIONS QUALITATIVES

Les auteurs ont essentidlement cherché 2 mettre en
évidence des glycoprotides spécifiques de 1l'état cancéreux ou
une augnmentation spécifique iiportante d'une glycoprotdéine,

trouvée & 1'état normal.

Clest ainsi gue BISERTE et 2l (195) trouvent davanin

de fucose dans la fraction glvcoprotidique isolée des urinec
de sujets cancéreux selon la néthode d'AIDERSOH et MAC LAGA]

Meis ce sont surtout des travaux dl'auteurs japonais

2

gui ont attire notre attention
1 - HAKOI"CRT et _al (196) isolent de la préparation JANUTRECH
et IMAC LAGAN une E glycoprotéine anormale par rapport =

la =é&e fraction isolée d'urines normales,



élevée

0]

a - masse moléculaire 3 & 4 fois plu

b -~ degré de branchement (oses terminaux non réducteurs)
2 a4 2,5 fois plus élevés.

c - btaux d'hexoses plus faibles, et diminution sensi-

ble du rapport hexose
hexosamine

Ces vésultets ont été confirmés expérimentalement par

la suite par HAKOMORI et al (197).

2 - {ASAIUNE et al (198) ont mis en évidence dans les tissus
et l'urine normale et cancéreuce un encenble de substances

apreldes par les auteurs toxohormone, qui inhibe l'action

de ia catalase hépatigue. Une certaine propcrrtion serait
glycoprotidigue et les toxohormones de sujets cancirecux

auraient une inhibition plus élevée de la :atalase.

3 - Par ailleurs MASAIMUNZ et al (199) ont isolé et caractérisd

surtoutr dans les urines de malades atteints de cancer gac-

trigue un mucopolypeptide spécifiaue : le Kapna=-mucopoly-
peptide absent des urines normales. Il a 4té fractionné en
K1 et K2 mais leur étude n'a pas été poursuivie., Zlle ecst

ES

reprise actuellement a2u laboratoire.
L4 s'arrétent les travaux de japonais,

Nous avons relevé lecs traveuz de WRICKER et al (200)

gui ont caractérisé une glycoprotéine spécifique dans les urines

de plasmocytose, Elle a la propridtdé de se combiner avec la
protéine de BINCE-~-JONBS (rapport 1-50) pour former un complexe

thermo~stable sur lequel n'agit plus la N-acétyl-neuraminidase,

16}

TUNIS et WEINFELD (201) ont travaillé, sur les urine
de sujets sains et leucémiques. Par précipitation benzoique, ils
ont isolé deux fractions glycoprotéinigues ¥ I et ¥ Ii, La
fraction F II est difficile & isoler des urines normales, Ces
deux fractions ne sont cependant pas trés différentes 1l'une de
l'autre : elles se distinguent essentidllement paxr leur thermo-~

stabilité, celle de la fraction II dtant plus élevée,



Enfin, XALLEE, SCHWICK et =1l (202) obtiennent par un

fractionnement au sulfate d'ammonium d'urines de sujets atteints

q T a3 e e 'l -"'d‘\ h 1 16 > A E o+ o ot Al 4 v
de ireuceniie myelolde cnronigque une preparacion E)ly‘COploueJ’la.Clde

& N

différente de la préparation isolde d'urines normales par sa

grande facilité de liaison avec la vitawmine B 12,

C - COHNCLUSIONS

Tous ces travaux sont dispersés ot n'lapportent pas
o

beaucoup de lumiére au probléme du

dant gue 1l'apparition du cancer dans un organisrme provoguée non

as une ¢lévation importante du taux des glyconrotides urinai-
o ¥

#s

res mais soit une nodification de la nature des glycoprotéine

soit l'aprarition de substances spécifiques,

C'est dans ce sens donc gque les recherches doivent
&tre poursuivies, mais elles seront longues et difficiles car
on va se heurter un fois de plus a la conplexité du milien

.

urinaire et & la faible quantité des produits isolés.

Cl'est pourquoi il était indispensable de mettre au
point sur les urines normales unc néthode reproductible d'isc
lement des glycoprotides permettant dl'en faire un bilan total

avant de s'attaguer au nrobliéme du cancer.

ancer, Ils riontrent cepen-

(8]

VENT ET PRACTICHNEMENT S35 GUYCOFROTICZES URINATEES

.

De nombreuces éthodes de nréparation des glycoprotdi-
des ont été ddécrites. La plupart fournissant des composdés de
haut poids rwléculaire gui sont, en réalité, des mélanges plus

ou moins complexes de protéides divers,




Les travaux les plus connus sur ce sujet sont

ont 4été effectués par les auteurs suivants

- DONAGGIO (203)
ANTE (20%)

- et 1:AC LAGAN (205)
- et al (206)
- et al (207)

- BCURRILLON et _al (208)

soit dans l'espoir d'isoler une centité possédant des pr
particuliéres, commne celles de 1l'orosomucoide dans le s
scit dans le but de fractionner les différents constitu

glycoprotéidiques,

I - TENTATIVES

Tlusieurs ont cru avoir isolé des urines des enti
e

QO w

ceux

bien définies dornt ils ont ddécrit les principales provridté

C\
('\
L’)

mais ces résultats n'ont pas xd
t

o+
(¢
[}

ré 1'hétdroxzdéndit: es préparations,

1°9) LA SUBSTAIICE DE DONAGGIO

Id N 7
e a des analyses pousseé

DOMAGGIC (212 3 213 3 214) =2 décrit en 1931 une

(1

tion de l'urine, désignée sous
caractéristicue de
urine normale d e
o - b %

monium, il apparait apres guelag
surnonté d'un 1

La réaction nc se produit pas dans les urines

E pe

e
sujets fatiguds ou malades : entre autres, dans le cas

de

de

aui

»

o
(&R

4

= ]

es

e nori de phénomdne d'obstacle

typhoide (DONAGCGIO) (215), de cancer (TAYEAU et WIVIT) (216)

de rhunatismes (BRAUN) (217).




- 4l -

Le mécanisme de la védaction a ¢été étudié par TAYEAU
et_al (210 3 21573 220) qui ont démontré la nature glycoprotéid-

digue de la substance gui fait obstacle a la réaction, Ves

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

également travaillé lz guestion (KASHIWAGI (221), HIRTHANS (272))
La composition en glucides de la substance de 2CiAGGIO
a été précisde par BICERTE et al (223).
R A

La composition molaire en oses "meutres" est la

- Galactose 10
- Glucose 2
- lannose 7
- Xyl se 7
- Tucose 11

Les auteurs en concluent gve cette substance est diffarente des
glycoprotéides urinaires diécrites par TAMY et HORSFALL (22 4),

ANSERSON et 11AC LAGAN (225

oo
O
(]
6]
ot
[
oy
1
(IS
e
0
)
i

in fait, la substance est hétérogeéne

18

ge de glvcoprotéides,
Dtailleurs 1l'étude immunoélectrophorétigue d'une
adialysable d'urine de sujet fatigué montre l1l'apparition de l1'arc
de 1! 1~»1ycoprot£ e principale, d'un arc,ﬁj, supplémentaire.
Elle montre <zalement une augmentation sensible de 1'oroscrii-

coide de la‘B1S—globuline et de la’gm~globuline (HAYEM-12VY) (225)

Ces résultats sont en accord avec les travaux de
TAYEAU, JEUSEW st REIISS S (227) qui ont prouvé que le nhénoméne

d'obstacle de L0OHAGGIO était 4d uniquerient aux variations guan-

titatives des glycoprotéides urinaires,

La substance de LCHNAGGICO, qui semble &tre d'origine

drique (MAXAYAMA) (228) ; SEKINOTO (22») ne représenterait gue

]

1'encenble des mucoides urinairves (HAYIN-LIVY) (230),



2°) LE MUCOPOLYCSIDE B 51 FaRBANTE

Nous avons vu lors de 1'3dtude

acides de 1l'urine {(ou glycosaminog glycannes) qu

decs muccopolysaccharides

'en 1956, 5I

FPIRZANTE et RICH (231) avaient isclé un composé qui serait

identicue au chondroitine-sulfate du cartilage

DI FERRANTE (232) avait, cependant, signalé 1ltaction de la

hyaluronidase sur ce composé gui serait donc u

%

choncroitine~sul

v

fate et d'acide hyaluronigue,

n omélangso de

De plus, la galactosemine ot llacide glycuvonique ne

sont pas les constituants exclusifs de cette préparation. Tlle

renfeirme des oses come le galactose, le manno

MA¥BIELD (233 ussi dérontré guc
59
DI FERZAIITE a une activité biologiogue identigu

posé de TAUI et HOKSTALL (234).

Selonr cet auteur,
mucopolyoside de DI FEIANTE
mucoide de TAIMI! et HOSFALL (U

Par ailleurs, HAYEL-LEVY (237) par
e C

-

z ° Z . Z - Rl
en evidence la parentée antigeénigue de ce compo
mucoide, Le bromure de méthyl-céthyl-ammonium
non seulement les ~mccpolysaccharides mais aus

tédide de TAIL et HORSFALL et pecut-&tre l'oroso

30) Li (UCCIDE D'ANDERECH et IMAC LAGAN

T

se et le Tucose.

le composd de

e & celle du coir-

le

moitiéd du

imrunechinie et
2 11 e
sé¢ avec l'oroso- .
précipite done
si le glycopro-

mucoide,

ATTTERSON ot MAC LACGAIT (238), ANDERSON (239),

AITDERSON, LOCKEY et li&C LAGH  (2L0) ont dé
d'isolenent d'un mucoide urinaire par absorpti
benzoigue, puis discolution de celui-ci dans 1
composé renferme 16,5 p 100 dl'azote et 14,4 »
et il cst hétérogene en électrophorese. A pil
sous la “orme d'une bande diffuse entre lag =,
lines (ALUMQ‘fN et 11AT LAGAT!

observent deux composants chargés négativeuent

'acétone. Ce

100 d'hexosaxmine,
3, 6, il migre
et les N, globu-

6, les auteurs

11, LOCEREY




T T o) =
~LEVY (243) didentifie en plus & pH

et MAC LAGAY (2L42)).HAYS

3,9 un composant rapide, identique au rmucovolyoside de I TRICAL

Far immunoélectrophorése, 1'hdétérogénédité est encore

Y

plus marquée. Elle permet de caractériser 1l'orosomucoide, une

'y, ~globuline, une B, - et une P - globuline (HAYRI-LEVY) {(24L),

En outre, cette préparation renferme des substances

a spécificité de groupe sanguin, dec inhibiteurs de 1'h hénagglu--

6]

tination virale et des gonadotronhines (ANCZRSON, LOCKEY et

Donc la méthode dladsorption benzoique ne permet pas

d'isoler sélectivement un composé pa:r plus gu'elle ne pernet

d'isoler la totalité des glucides coimbinéds de l'urine (ANDERSON
~} 2L - ) TN - g 1., )

(246) 3 KAXETA (247) ; SERTE, LEVY et HAVEEZ ‘24 8)),

1°) TRAVAUZ D!'HANE

HAMERITAI et HATCH ont étudié la fraction adialysa-
ble des uwrines et déterminé la composition en glucides de la
fraction glyccprotéidigue vréparée par précipitation phospho-

tungstigue,

Les résultats obtenus par les auteurs sont rassemblés
danc le tableau IX (page 44), Toutefois, HAYEM-LEVY (250)
pu réaliser d'dlectrophorése satisfaisante de cette préparation,

ni pousser trés loin son analyse.
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2°) TRAVAUX DE BCYC®, XiNG, LITTLE et ARTOI (253)

oy

Une méthode de fractionnement revnroductible a &

ct
)

liv.d

0

sroposée par BCYCE et 2l {(257) pour tente r, pour la premi

I
b
O
!

fois, d'effectuer la synthése des résultats obtenus par di

rents auteurs.,

Le mode opératoire est illustré par la Tigure 3
(page L6) et les résultats concernant 1llanaly
fractions sont racssemblés dans les tableaux X

et L8),

Legs aufeurs obtiennent trois fractions suceptibles

d'étre sous-fractionnées par dlautres mdéthodes., Une seule de

ces fractions ( ract

ion R,) est homogéne. Elle correspond an
rmucoide de TAIM. et HORSFALL, Les deux autres fractions sont des
mélanges : 1ltune (la fraction RS1) renferre les protdides plas-

matiques, llautre (Ffraction UF0) contient un groupe hidtdérosgsdne
=3 9 = >

de composés qui comprend, entre autres, des mucopolyosides, Cette

derniére fraction, étant la plus abondante et s'identifiant 1ie
plus aux mucoides urinaires, a été sous-fractionnde (KING et
YCE) (25 ) per le sulfate d'ammonium, Les auteurs obtienncnt
alors six sous-fractions dont certaines sont remarguables par
leur tencur en acides uroniques. Elles seraient & rattacher aux
mucepolyosides, Toutelois, aucune <'entre elles nlest une entité

2~
£

phyvsico=-chiriiquenient d&finie,

3°) TRAVAUY de BOURRILLOU et KAPLAN (25Y)

¢ 3

et KAFLAI { 2¢0) ont dderit unc

En 1960, BCURE
méthode de fractionne ent des glycoprotdides des urines humaines

par précipitation éthanolique, lious 1'avons cochématisdée dans 1la

Figure 4 (page 49\. Ils obtiennent nuatre fractions FﬁO" 501
FSO et F“C gu'ile analysent cualitativement et guantitativement
>

(tableau XIIypage 50).
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Urine Totale

$

Ultrafiltrat%on s0us pression

Fraction ultrafiltrable

P“‘Clwltathﬂ par 1'éthanol (3 v)

) ou

) TN
Dialyse en tuoe de cellophane
18corsa

R
Lyophilisation

. 4
Epuisement de la poudre par eau

distillée. Dialyse. Lyophilisation

et par un tampon acétate. .
| de l'adlalysablej
Adialysaeblc urinaire
Dissolution en tampon acétate de pH 4,5
Solutiom précipitée par 1!'éthanol
- 60 p. 100 de concentration finale.
) !
L, v Solution surnageante
Precipité Concentration en &thanol
portéeja 90 p. 100
[ t
N N
SoHlution surnageante Précipite

Dissolution en tampon
actétate. Précipitation

%

Dissolution en
tampon acdtate.

par 1 vol. d'éthanol. Préecipitation par
1 vol. 4%-.thanol.
¥ \ i i -4
T AT . . W - . o/ ; 5
Precipite Fgg Solution surnageante  Solution suTnageante Précipité
iL,(\
L ; -
.7 ¥
Concentration en é&thanol
portée a 60 p. 100
Lo
Y v
Precipite F 60 solution surnageante. Concentration
en éthﬂﬁ?l portée a 80 p. 10C
£ N
Précipi FGQ Solution surnageante
- Concentration en
&thanol portée &
S0 p. 100
l |
7 \s-/ . , " \l”
Prec1p1teﬂéo Solution surnagente
FIGURE 4

I'ractionnement des

glycoprotides urinaires

RILLON et KAPLAN

(273

selon 30UL
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che en glucides, Parx

}e

est 1la fraction la ncins i

immunoélectrovhorése, on v met en évidence sent protéines d'o-
rigine plasmatigue., F. ., E”F et FQO n'ont pas de caractére anti-
B owu “

génigue vis-a-vis deo antisdérum humain normal, Ces fractions

tireraient leur origine de 1'épithélium du tractus urinaire,
Ce sont des glycoprotéides & forte temeur en glucides mais ne

possédant pas de caractére antigénique, donc ne sont pas asoi-

x

ATATY

milables, au "micopolyoside de 2I FERZAIITE et RICH",

ez par Jl'autres tra-

GOT et

e té
vaux (BOUZRJILLON, GCT et IIICHCN (27.) ;3 30
CORMNILLOT (200) mais san tats plus précis.
Toutefois la présence insol

1
lite d'un ddérivé N—glycolyl-nouramini—
que eot ulgnalé par BOURRILLCIT, GOT et i7ICHON ( 2t ]

o) TRAVAUX de ATAGGAT o (262)

BE Bé(A¢ 3, pour fractionmner l'urine, utilise 1l'ultra-

-

|-

ltration en tubes de cellophane Visking, suivie d'une dialysec

D

i

ky
Hy

tude en tubes de cellopi:ane Visting également. En tirant

]

Q

irti de la porosité des cellophanes, llauteur est parvenu a

ko M o)
o)

2

éparer trois fractions glycoprotéidiques, de peids moléculaire

Q

&

difftérent (FigureFB' s page 52 ).

-~ la fraction A contient les molécules de P 30,000
e

0

t renferme 22 a 28 mg pvar litre de glu-

s molécules de Pl 10,000

O
o]
5
d.
ol
&
rf
foes
o

- la fractionm B

a 15,00C et renferme 28 35 mg par litre de glucides,

g

- la fraction C contient les molécules de FM L0Q,C00

et renferme 46 & 69 ng par litre de glucides,

Le fractionnement ¢st reproductible mais donne des

fractions qui sont trés nétérogénes.



- 52 =

URINE

papier MUNKTEL N° 1 F

J

FILTRAT
Ultrafiltration 660 mmHg
Vigking 8/32 inches (a)
Protéines de 30,000 a 40,000

|

Résidu insoluble

l

Ultrafiltration 660 mmilg
Visking 23/%2 inches (2)

Protéines de 10.000 & 15,000

JJ |
Résidu | Fraction A

J

Ultrafiltration
Visking 23/%2 inches (a)

Protéines de 4.000

&
Résidu Fraction B

| Fractionnement
(a) Visking : tube

Adialysable| Fraction

e

Figure 3¢

o]
de 1l'urine selon BERGGARD (283)
de cellophane de diametre variable.



EFuGAﬁa utilise un procédé semblable a celui de

BOYCE et a (a“b), mais ces derniers ntavaient pas déterminé
a taille de leur mclécule, Leurs résultats sont donc diffi-
la taille de leur mole

o}
cilement comparablcs &4 ceux de BIRGGAR. (285). Cependant

dt'aprés leurs résultats guantitatifs, la fraction soluble non

37

ultratfiltrable (R-S) correspondrait & la Sraction A ou & une
(o]
partie de la fraction A de BIRGGARD, Nous avens précisé dans

le Tableau XIII (page 54) quelques résultats significatifs

choisis parmi les normbreuses données des aAuteurs,

5°) TRAVAUX DF DISCEZ (246)

Dans un dimportant travail gue nous pouvons résumer

c1-

briévement, DISCIE et al (Zu,), anpliqué, & la fractioun
trafiltrable de l'adialysable urinaire, un fractionnement par

o L3 r o

ul
lt'isopropanol, a guatre concentrations différentes : 67 : 75 :

G

(€3]

87 pe. 10C. La solution surnageante de la Traction &7 p.10C

q
-

est, en outre, précipitée par 1l'addition de scpt volumes d'ico-

propanol et de huit volunes d!'éther sulfurique.

Les auteurs cbtienncnt, de cette maniére, cing frac-
tions gui, soumises & l'analyse dlectrophorétique préparative
en T1 t continu, ont fourni guarante sous-fractions glycopro=-
téidiques (Tableau XIV page 55) qui sont toutes do naturc hété-

rogénec.,

Dans leur discussion, les auteurs ont tenté d
cher leurs vésultats de ceux de BCUILINILLCI, CUINILLOT et GCT
(2:5) qui ont fractionnéd le précipité obtenu par le traitencnt
d'urines d'enfants par 1!'éthanol d'une concentration de 65 p 100,

1

Par chromatogranhie sur ~«l.less = cellulose et »nar électro=-

idon, le¢s aubteurs ont ainci obtenu vingt
fractions glyconrotdidiques différentes gqui ne pou¥ent

N O ATTTR

comparées avec ces Zractions de JISCHEHD

- e
appliqués par

.
~

2 conclusgion tiree¢ par DISCETE

¢t al est que les fractions glycoorotéidiques isolées deg uri-
~
o

nes humaines sont trés ~enes ¢t les auteurs proposent de
les comparer avec les différents glycoprotéides tissulaires d'on
n

ils tireraient leur origi
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6°) TRAVAUX O KAOC

Une mdéthode de fractionnerient reproductible das

composés adialysables de 1l'urine par le sulfate d!'ammoniun a

1y
2té proposée par XAO et coll (300), lMous 1l'avons schématisde

Ey

(629
0]

R

ans la figure 5 (page 57).

Les auteurs cbtiennent trois fractions gu'ils araly-

sent quantitativement (tableau XVjpage 58). La premiére Cr¢ I
précipitée paur le chlorure de sodiuz 0,58 i, correspond au
rmucoide de TAMI. et HORSFALL, Aprés dialyse et concentration,

les auteurs, par addition de sulfate <'ammonium & 100 p 100
de saturation, obtiennent deux fractions. L'une contient un
mélange comprenant los glyoopeptideb et les glycosarminoglycannes.
Tlle renferrme 30 p 100 de glucides, L'outre, appelée CFC IX
contient lcs glycoprotdéines. Blle ost sous fracitionnde par la
sulfate d'ammoniun & différentes concentrations (XAC - LESLIE -
MAC GAVACK) (301) en trois précipités, de composition trds dif-
férecnte les uns des autres. Cette fagon de procéder peritet de

séparer les glycoprotéines cn groupes de tallle roléculaire dé-
croissante. A ce titre, cos travaux sont & rapprocher dgceoux
de BIRGGARD (302), Mais KAG et coll (303) ecstiment gue leur

méthode permet une neilleure séparation des groupes dc composds,

rappyrocher de celui

(62}
9]
=
10,
5
ip
P
13
T
g

Ce fractionne:ront est ég

de BOYCE et coll (304), La fraction (4=1) de BOYCE es

ks
O
que & la fraction CFC-I (rmicoide de TAi L et HORSFALL), Par

e

ailleurs la fraction RS-1 de BCYCE correspondrait au précinité
CPC II et au mélange des glycopeptides et des glycosaninogly-
cennes. KAO et coll (305) en comcluent quée lour méthode a 1'a-
vantage de séparer les glycosaminoglycanncs et ies glycopeptides

de la fractiom CFC II,




Urine
|
i
T

Addition de chlorure de sodium 0,58 M

Centrif

L R

gation

Surnaa‘\e&mt ki Préeipité CPC I

Dialyse 1 semaine

|

: Concentration sous

| pression reduite

: s ot (

Ljusté a pydt (H C1L 0,1 M)

Addition sulfate 4'ammonium 3 100 p. 100
Centrifugation

|
f

| S———

} Pricipité CPC - II ‘ surnageant IT

|

Addition sulfate d'Ammonium &

|

Pifféreﬂtes conofntrations
¥ N
3 O D 5 lOO 60 JD ® lOO 1() J } ° lOO

CPC - I : Mucoprotéine de TAMM et HCOLSFALL + complexe carbohy-
drate
CPC ~ IT : Complexe glucidique + mélange de protéines riches on

sucres

Surnageant II : glycosaminoglycannes(lPA) et glycopeptides

FIGURE 5

e

Fractionnement de l'adialysable urinaire selom KAC et eoll (306)
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Les différentes méthodes de fractionncent des glv-

coprotéides gue nous avons ddécrites ne pasrmettent nas dl'obienir

<ls

eption de la nuco-protéine de

(‘)

glycoprotéides purs a 1lle

.
2
et IIORSFALL (30 .),

o) DOSAGE DES GLYCCFROTIDES TOTAUX DIZS ULINES

A notre comnaissance peu dlau

4 la question du dosage des glvcopretides des urines, Nous avons
e

v}
3
(¢)
g

vu, dans le chapitre précédent que les rech

essentiellement orientées vers le fractionnenent,

Cependant, une sorme irportante de résultatga éte
rassemblée, gui conceine unq@rqrtlon bien définie de 1l'adialysa-
ble urinaire : celle des glycosaminoglycannes, Cl'est pourguoi

nous verrons cuccesgivenent ¢

I ~ Le dosage des glycosaninoglycannes
IT -~ Le dosage den glycoprotides

IIT - Les erreurs apnortdées dans les dosages centésimaux,

DOSAGE

Les glycosaminoglycannes ont &té beaucoup plus Stu-
diés gue le reste des giycoprotidez de 1l'urine car ils sont
physico-chiiigquenent mieux ddfinis et surtout & csuse de

1
grande irportance clinigue. Leur quantité augmente, en effet

o]

considérablemient en cas de cancer et de leucédnie (LOEWI (309
RICH et 1 YERS (310)) et dann des affections telles gue la
maladie de HURLZR (MEYZR et al. (311)) et le syndrome de MARRAI
(BERBINSCI =t SERRA (312)).




Nous ne nous somme
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dus sains et dans le tableau XVI (pagefyl) nous avons rascemblé
ipaux résulitats obtenus a propos des nuicopolyosides

¢ nrines normales,

On voit que les wvalaurs chtenues presentent une

'.J-

grande dispersion nu

bt
fuls
(‘D’
H
0]
S
2
4
}d
o
-
L]
N
0

isque l'excrdtion Jjourna

& 17,2 mg selon les auteurs,

La plupart des nathodes de préparation dérivent de

celle décrite par oI FPRUFANTE et IC¥ (313) qui utilisent 1

9]

brormure de cétyl-trindthyl-armoniun (encore appeldé Cétavion).
) lui-rménie vient de faire paraitre une

écrite en 19565, en soulignant

Les travaux effectueés sur les rmcopolyosides aéddes,
gque nous venons <'évoquer rapidenent, ne concernent toutefois
qgqu'une partie d glycoprotides urinaires et les rdésultats in-

%!
téressant les glycoprotides totauz restent rares.

Il nous semble en 2ifet gue guatre séries seulecnment

REIFE et BARTZ {(315)
LT et ARTCY (316)

Lo} et par nouc-néme qui avons rassenblé

e
®
3
et

O
O
et

-

nos rdésultats dans un dipldnme d'ZTtude
(318)

I1 convient en outre, d'ajouter :

o]
@]
o]
o]
CD\
1=
.
o}
o
Pj
©
45}

59) queiques travaux partiels de BOAS (219) et
BJORITT 8J0, ATZR et ODIN (320) sur les osanines

et 6°) des r

sultats signés par SFIK et MOHNTRZUIL (321)

r 4
é
pos de causes dl'erreursdans les dosages




EXCIETION JOURWALIERE DES MUCOPOLYUSIDE

TARIEAU XVI

ACIDES .DE

L'URING EUMAINE (Exprimée en mg d'acide glucuronigue)

Auvteurs

- .~~._.__"....4 e —

1

{ Procédé de précipitation

!
3

H 1+

KERBY (324) | Benzidine
!
- . s s oA
DI FERLANTE & RICH Cétavlen
- (323) )
- - Cétavlon
DI FERRAITE et iw’.]h”)ﬂ
33
i - »
RICH (32%) Cétavlon

MEYER gf al (226) Cétavlon € a 10
TOEWT (7n~> - v . H (a) 277 a 17 2
el Sk Cétavlon puis éthanol o 5 wm
! ¥ (b) 2,7 a 12,9
i r
i |
— W i Ultrafiltration et sulfat ;
KING el _al, (jZ@) ? ! _U o 8 |
} d'ammonium |
& £,
i é
CLAUSEN et Lo -
- e i Cetavlon 3,7
SROE~CTAUSEN (Zzy) | <
B |
! {
PELIER (330) | Cbtavlon vuis Athmnel (c) & ans 3,5 % 1,6
! <4173 QI [ © ullaadl lil- ans 7 . 5 :{—- f—‘\ , \,A)
r e =
: - 10 ans 13,1 % 1,9
K t a %31 — 5 ; -~ 3 s 17.8 £ 2
KAO et 2l (331) %Su¢fate d'ammonium - ig ans lg;% £ G
i #1 ~ 80 ans 11,1 £ 9 !
o B . o
i !
s T OV H o . < S
BERSISON et i Cétavlon et électrophorése| 4 3 5.5 _
DALFERRES (332) ! e o 9 & D, !
i . !
- o _‘!\
; ! Tiigo
(a) H -~ Homme W
(b) T ~ Femme s
{2) T -~ Enfant
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Nous allons donc examiner successivenent les résultats

obtenus vpar ces différents groupes dl'auteurs.

1 - TRAVAUX de EANMZRIL I, HATCH, REIFZ et BARTZ (3133)

7q

Ces auteurs travaillent sur des urines de 24 h,
Iis en dialysent la totalité pendant trois jours contre cau
courante a 10°C, Aprés la dialyse, les urines sont réduites au
tiers de leur volue initial par évaporation sous vide cntre
30° et 4C°C, Aprés concentration, elles sont de nouveau dialysdes

« La

o
(>

>
R

trois jours conitre eau distillée changde deux f{ois, &
dialysc est suivie d'une nouvelle concentration. L'aaialysablie
P

est enfin lyophilisé., Les dosages sont effectuds sur la poudre

obtenue.,

B

Les hexoses sont dosés par la méthode a l'anthrome de
SCCTT et ELVIN (334). Le dosage cst prdécédé d'une hydrolyse par

HC1 4 M, en tubes scellés, a 100 ° C, pendant 6,5 h.

e

Sur le méme hydzroelysat, les auteurs dosent les osa-
. - . . o o . - + BT
mines par une modification introduite par SCHEL0OSS (335) de ia

méthode d'BLSOH-IORGAN (330},

iisé par la méthode & la

cystéine~acide sulfuricue de JISCHT et SCHDTTLES (337) sur une

solution obtenue en discolvant quelques grarmes de la poudre

Gy

obtenue par lyophilisation dans de la soude C€,08 17,

La méme solution sert dgalement au dosage de l'acide
hexuronique., Bile est, toutefecis, d'abord hydrclysée par Je
1'acide chlorhydrique cuncentré & 100°C, pendant 1 h, puis
ohtorésorcinel suivant le pro=-

GNyr (338).

dlun rdéactif au n

e a
cédé décrit par le "COXIT FROZUCTS SALES X

les résultats sont r-sserblés dans le tableau ¥VII
c ies

s

ursgs signalent gu'ils n'ont pas 1
ar levr nrésence est considérde s:ulenent corme

poscible &t non comme certainc.
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T~
1

s sur lt'exactitude des

car lila néthode de desage

2 . TRAVAUX O XING, BOYCE, LITTLE et ARTOL (340)

Legs zuteurs recucillent les ur

total est réparti en Fractions de 150 ml
tube de cellophane Vigking de 2,8 cin de
contre ecau distillée & 3° C, Lteau est
*\ -

guta ce gue la conductance specid

& o 10"5 mhos, La fr

action adialvsable e
La poudre obtenue est séchée en desscicat

calcium anhydre

Les auteurs dosent alors les d
glucidigues de l'adialysable. Les hexose
par la méthode a l'anthrone de SCOTT et
méthode a4 l'orcinol de VWEIIER et MCSHIN
liques par la diphénylamine, selon la mndé

(ala

les ogsamines selon la rodification de SC

réaction d!'BLSON ~ HLOTGEAT (345).

Les reésultats figurent Jdems le

Les auteurs signalsnt gue les

sant les oses, & 1la fois par 1'anthvone

cordantes. Le pouvcentage de 9,7 pe. 100
parailt tout 2 fs
sont dans les limites de celles trouvées

PCE, RBEIFE et BANTT (3&6) ;

ines de 24 h. Le volune
cgui sont dialysées en

diamétre, sous agitation,
changée chaque jour Jus-

1'urine soit inférieuxre

st alors lvophilisde.

eur avec du gulfate de
ifférents constituants
s sont dosds & la Tois

MBLYIN (3%1) et par la
(3k2) 5 1
thode de WINZLZR {343)

ELOSS (34k4) de 1la
tableau XVIII {page €5)
valeurs obtenues en do-

a2t 1l'orcinol, sont con-

d'acide sialigue lsur

les guantités dl!osamines
par d'l'autives auteurs

BOAS (3ly-) ; KING,
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lagucslle ils n'ont pas dosé les acides urc
en aient décelé dans 1l'adialysable urinaire., Zn eff
avoir applicué le procédé <Z'hydrelyse le plus édnergique dicrit
par HAMERIIAINT, HATCII, RIITEZ et BARTE {350), ils n'ont plus

retrouvé d'lacides uroniques. En outre, ils ne parviennsnt

SO

obtenir le pic d'abscrpticon caractéristique Aécrit par DISCHE

'acide thicglycolique. “n consé-

it

(351) aprés la rdaction avec

quence, comne la quantité en acides uroniques sembls dépendr

(0]

des conditions d'hydrolyse, les auteurs ont préféré ne vpas doser

7
ces CcomposSés.,

o
3 - TRAVAUY de BERGGARD (352)

Nous avons déja décrit le procédé de frac

proposd par 1ltauteur (page 51) « Le but poursuivi »nar
était de fractionner l'adialysable urinsire, maic 1'au

en additionnant les rdsultats obtenus sur les trois fractions

0]

obtient la guantité de glycoprotéides urinaires totaux (tableau

XIX page 67) que nous nentionnons, ici, a titre comparatirf,

L -~ TRAVAUJ PERSONNELS AITCIENS (GCUBET) (353)

Nous avong nous-néme travaillé la question du dosage
des glucides totaux de l'adizlysable <es urines pendant plusieurs

anndes,

B
]
6]
E
)
s
i3
©
6]
(0N
cr
o
=
e

nt filtrées puis dialysées en fractions
i

i
de 100 ml, dans des de cellophane (réfdérence 500 1) 'abord
e o} &

sacs
contre 30C ml d'eau distillée, renouveldée chague j
3 Jjours, ensuite contre eau courante pendant 24 h, Clest sur

l'adialysable ainsi obtenu et amené a unc concentration conve-

nable qu'étaient fait les dosages.
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al (365), notar:

méthode dé S
359). Le dosage des acides sialiq

profit les

avec le réactif de 4 la diphénylamine
NIAZI et STATE (36C) nodifide par WIRIIZR et

1

utilisé le mode opératoire de BEL

¥ Sollisly
qui est unc modificaticn de¢ la .wéthode origi
VMORGAN (353) pour doser lec osamines, Znfin,

sont dosés delon la méthode au carbazcl de I

La moyenne des résultats obtenus

le tableau XIX page 67. Cn

sultats {gui se remarcue dg

observe une grand

alement dans
uronigues,

5 « TRAVAUX de BOAS (365) : de BJOANZ

SJC et al (3€7

D
S’
)
£,
=
L)
o
O
©

nale
les acides

ISCHS

S AavVoeIls

<n)

“~

est ranportiée dans
e dicpergon des rié-
travaux de HIMNG et
ses et leg acides

\

j et de KING

et HYCER (36()

Il nous faut ajouter a ces travau
les osamines conjuguées totales de BGAS 3 BJ
KING et HYDER cgui trouvent respectivement

ar 24 n, et 32,4 % 7,2 ng par 2L

5,8 pour les fermes,

6 ~ TRAVAULZ de SIIK et [ 'ONT2RUIL (369)

Si les méthodes de dosages colori
point sur des produits purs, il convient de

o
ions quand on les applisue a des solu

précaut

Les traveaux de SFIK et IICHTREUIL

et SPIK (271) montrent:

\ g e
a) quta gquantités égales les

des colorations dont

de larges proportions,

différents

les resultats
ORHNESJC et ol

: + ’

b2 - 6,0 mg/24 h,
pour les homne

métricues sont

prendre certain
tions

(370) ot de

oses

les absorbances varieat

au

et

=,

~3 -
g

donnent

(o)
Ay

ECHNTRTUIL




b) aue les acides uroniqgques domnent une

avec les réactifs & 1'orcinol sulf

1tanthrone sulfuriqgue,

c) que certains oses neutres

donnient uns coloration

avec le réactif au cuevbazol sulfurigue, Ils inter-

féerent donc dans lo dosage

Les dosages

des acides uroni guies.

es8 ogses neuvtres totoux

u
par 1l'orcinol sulfurique et par l'anthrone sulfuricgue nécessitent

danc l'emploi de¢ solutions térnoins dont

S

doit &tre identique & cellc de la solut
u

la présence éventuellie dlacides uron

4
d'oses neutres introduit une autre cause

en appliguant deg formules de correction

»

la réactivitd 2es
et & 1l'orcinol d'une part, =t des
d'autre part.

Zn apprliquant ces principes,

trés diminudes et cui s'accordent parfaitetient,

o
O
G

soient les mdéthodes utilisécs,.
et MONTRIUIL (372) sont rassemblds dans
On remarque, cependant, aque les valeurs

s (45 &% 117 mg d'oses ncutres

ia comnpogition en cses

on 4tudide., En outre,

s dans les golutions

dlerreur que l'on évite

acides uroniques avec les rdéactifs & l'antiirone

ses neutres avec lo carbazol

onn obtent des valecurg

gu'elles que

résultats obtenus par SFPIK

le tableau XX (page '7C)
scillent entre de 1lare

@ - \ b .
par litre). Cotte disvor-

résultats nous incite & poursuivre les travaux dans

¢ but de réduire 1l!'écart-standard, en nous fondant sur 1'hypo-

=

thése oue lz teux des glycoprotéides urinaires devait 8tre, en

principe, relativemont stable, On verra plus loin gue cc but

a été atteint =2t gue notre hypot

o e

2 . z
Verlciee,s

ése de travail stest trouv

2
(O~

2E

L'exanen des différents résultats donndés par les

auteurs (tableau XIXjpage

67) pour le dosage des comwposés gluci-

igues des glycoprotéides des urines humaines normales nmontre

d
donc d'importantes variations.,
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Les travaux de SFIK et MONIRZUIL (374) nous ont
dévoilé cortaines causes d'erreur et nous ont confirmé gqu'il
était indispencable d'andéliorer l= technigue d'izolement des

mucoides urinaires,

1
v

o

dés l'origine et de tenter d'abord de nettre au point une :
de d'isolement des glycoprotéides totaux des urines pour faire
un bilan complet et statistigue de 1la composition qualitative

3

icides libres ¢t conjugudés des urines.

et cuantitative den =z

' )

’

Parallglemuent dans un but de biologie comparée, nous avons
appliqué ce procddé dtisclermant des glyconrotides aux urincs
de différents lMammiféres de fagon & dénontrer 1l'unitd mdédtaboli-

gue de l'excriétion chez les Manniféres,

st ce gui nous a déterminé & reprendre la guesition




TRAVAUX

PERSONNILS




Ay —ours

de lz composition

Q
(0]
i

glycoprotides.,

DJanos le but d'alléger le texte ot de mieux dégager

nos travaux personnacls, nous les décrirons dans 1l'ap=z
technique qui fugure a la fin de notre érnoire {(veir p. /196)
Hos recherches novs ont conduite & lz description
d'un preccédé dl'analyse gualitative et auvantitative des FLly-
ux. L2 outre, notre néthode fournit
ire gui renfemrire les glucides "libros"
dont nous avons entrenris 1'étude en collaboration avec

~ QUM I TNy
e wWilulvonluite

Notre méioire personnel comporte, en conséquence, les

deux chapitres suivants

1, Dans le premier chapitre, nous décrirons leo
procédé de fractionnement des urines qui nous
pernet d'obtenir les glycoprotides totaux et de
déterminer lcurs caractéristiques chimdiocues
{compositicn centésinale et nolaire on rmonosac-

charides, cn particuldier),

Dans le second chapitre, nous exposerons les

D
résultats de 1i'apnlication de cette méthode &

1'étude des glucides libres et conjuguds dec urines

e

hunaines et des urines de différents

i
!
{
i
H

1° - DYITUDE
AR
. . - 4
Les urines sont recucillies sur toluene et
hoC, Aprés un sédjour de 24 W, il s'y forme géndraler

dlturates gue 1'on élimine

et
c
s
®
1O}
6]
6]
=
¢t
14
gia)
=
lad
@
6]
o]
ct

by
a
précipité consti

par filtration sur dupapier VVhatman n° 1,




I -~ LA DIALYSE IT SES JAUSES O

, \.ﬁ_JU

L'urine, recueillie couie i
est dialysée sous cellophane. Fendant plusieurs
os dialyses ont été effectudes

cellonhane frangaise,

)
@
(¢]
o
ps
ft
O
()

ane

Ves fracticns de 10C ml d'urine dtaient dialysdes
dans des sacs de cellophane contre 3C0 ml d'eau distillée,
epouvelée chacue Jour pendant 3 jours puis la Fraction adia-

lysable était souriise & une dialyse contre eai

eau
24 he C'est cette fraction finale cqui, amendc 2

de substrat aux différents dosages.

Hous pensions

1'urine en glyccprotéides (adialysable) et cn

de faible masse mcléculaire (dialysable).

Cependant, lec résul

sulta
ductibles. En cutre nous avions

ainsi avoir réalisé un T

glucides

ts obtenus n'détaient

été frappée par 1=

10C ml, scrvait

ractionnenient d

10

libres

DAS repro-

présence de

glucose et de xylose dans les hydrclysats de rmcoides urinaires

ce guli n'avait jamais été¢ signald par d'autres

cbservations, s'ajoutait la caractérisation chr

de guantités importantes ue glycérol.

L3

ont incité & recher

rigine de ces composés "anoriaux",

nous avons entrepris une J&tude critigue de la d
e

bord des merbran

1. DREEURS SUDS A La CELLOTIHANE

Ayant observé que certaines collophanes
fractions adialysables et dialysables du glycér
combinée du glucose et du xylose, nous avons &t

périrentatior suivante :

auteurs. A ces

omatographique

cher systénati-
st ainsi que

ialyse

s cedaient aux

’ vl
2 anenece

(&
courante pendant




a) Btude expérirentale

i R

lious avons effectud des dialyses d'eau bidistillée en

procédant de 1o fagon suivante 3

v

100 ml d'eau bidistillée, additionndes de gquelgues

[BF

gouttes de toluéne, ont été introduits dans Zec sacs de cello-
phane et dsns des tubes de cellopheane. Toutes ces expériences
ont été faites en double : une adrie de dialyse étant rdéalisde
dans des feuilles et des tubes de cellophane préalablencnt

avés & 1l'eau ccurants pendant 24 h puis & 1l'eau distililée,

1
1'autre série étant faite dans la ccllophene non lavée, Tou
T

tes
ces fractions étaient dialysédes contre 300 ml d'eau bidistil-
1ée renouvelée chague jour peniant 3 jours.

La teneur zsn oses totaux des fractions adialysabl
a été déterminde par la néthode a l'orcinol de TILLIAIS et

PHILIPPI (375 ).

L'analyse chrcomatographique des hydrolysats de
cellophane ct des fractions adialysables préalablemnent purifids
sur échangeurs itions a été eifectude par le cysténme-sclvant

de FARTEIDR (376) Les oses du chromatograriie ont été
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révéldes poar leo réactif & i'oxalate d'eniline de TARDIILGE
(377) ot le ziy &
TREVZELYAN et coll, (378). Le zlyeércl a en outre, &té caracté-
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tif au nitrate d'argent de

risé¢ dans les vésidue secs des hydrolysats par des réactions
claossinuies : formation dlacroldéine par chauffa en presence
de tisuliate de pot

que ; oxydaticn par les Yypochloritss en vilroxyacdétone qui
donne une coloration vioclette aveec le résosrcinel chlilorhydrique,

sovassiw. 3 dissolution de 1'hydroxyde cuivri-
|

1¢) Nos résultats, rassemblés dasns le tableau XXI
(page 76 ), montrent quec la cellophanc en feuille ainsi que

1~ cellophane en tube non lavées cédent & la fraction ad

i
b) Résultats )
1
|
)
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sable une quantité relativement importante de glucides de

5

l'ordre de 1 & 1,5 g pour 10C ml., Cette guantité de glucides
introduit une erreur importante, de l'ordre de + 15 a 20 ».1C0,
car dans le cas présent des urines, il s'agit.de sclutions

faiblerient concentrdées en rmucoides (5 & 7mg pe10C 11 d'adialysabk),
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1 tés d'oses neutres et de glycérol libérées
les fxr

iant
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ctions adialysables par la cellcvhane en
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et en tube au cours de la dialyse (on ng pour 100 mi d'eau

distillée).
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oses neutres totaux
Feuille Cellophane non 2,L 4 3
lavée
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2°) Ces glucides sont des polyosides formés de glucose
et xylose gui tirent leur origine de la dégradation de 1la
cellophane, L'hydrolyse acide de cette lernitre fournit,en
effet, du glucosc et du xylose (Fige. 5 p. 78 )

3°) Outre ces glucides, la cellophane en feuilles ou
en tubes libére dans les fractions adialysables du glycérol en
quantité non néglireable (voix tableau XXI; p 76). Or, le gly-

cérol apporte une cause dlerreur au dosage des acides cialigues,
Il donne, en effet, une coloration jaune avec le réactif au
carbazol de DISCHZ ( 379), une cocloration verte avec le rdactif
4 la diphénylanine de WIRIIZTR ot ODIN (380) ¢t interfére dans le
docsage des oses neutres & l'orcinol sulfurique (MOIITRTUIL ct
=Tx) (381).

o) A 1la suite de ces travaux, il nous a donc serblé
indispensable de faire une étude systématigue dos différentes
cellophanes mise a notre disposition,

Ces derniércs sont au novbre de trois

- la cellophane en feuille \la cellophane francgaise

réf. 5C

- les cel

a-~ Hous
bidistiliée dans 1
lavées et lavées p
& 1l'eau bidistillé
ont ¢té chromatogr

la gquasi-toctalité

toutes les celloph
élirinés toctalen
mére lavées,
ble de glycances et
ne cedent gue des

79 ).

page

ﬁ’nb.

continuent

0 W)

lophanes en tubes : réf, Nojax (Sophyc)
réi, Visking

vonns efactué des dialyses de 100 nl dleau

es différentes scortes de cellorhane non

endant 24 h contre eau courante puis rincées

e. Les fractions adialysables aprés hydrolyse

aphiéosn. Le lavage & l'eau courante élinidine

du glycérol. Ce réoultat est valable pour

anes. Far contre les glucides ne sont janais
Les feuilles de cellophane en particulier,

& apporter une propertion non négligea-
xylanes. Les tubes de cellophane au contraire
traces infirmes de xylose aprés lavage (Fig. 6

)
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Figure 5

Chromatographie des oses provenant de l'hydrolyse acide de la

cellophane.systéme solvant n—butanol/acide acétique/ eau

(4:1:5)

tif au nitrate d'argent.
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le r

Révélation par
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Figure 6

Chromatographie des oses provenant des feuilles et des tubes de
cellophane avant et aprés lavage.
Systéme solvant : n-butanol/adide acétique/eau ( 43 1 : 5 )

Migration : 48 heures.Révélation par le réactif & l'ozalate d'aniline.
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b~ Nous avons égalcment dialvsé des fractions de
100 ml d'urine dans des sacs confectionnés & partir de feuilles
de cellophane non lavées et lavées et dans des tubes de celio-

phane lavés et non lavés,

La dielyse en feuille (surtout non lavde) est plus
lente et donne des résultats =2n oses totaux trés inconstants
et supédrieurs a4 ceux que donne la dialyse en tubes (tableau
XXII ; pe 81 ). Au contraire le taux des oses neutres totaux
constituant la fraction zdialysable danc le cac de dialyses

’

eifect s en tubes de cellophane laves est acsew coustant

’
uee
+ \ " e
70 mg (= 10) par litre d'urine.
Wous avons donc adopté la diaiyse en tube de celio-
hane aprés avoir fait subir & cetite dernidre, un lavage de
?
2L h & 1'eau courante, suivi d'un ringage scigneux a 1'esau
distillée, lais, malgré ce traitement de la cellophane, nos

)

résultats présentaient encorc une instabilité troo imp
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C'est pourguoi nous avons entrepris unce détude criticue de 1la

dialyse elle-mnéne,

SURS JUS5 A LA STALYSH

Pour 7Tixer le temps de la dialyse contre eau distillée
t

s g
nous en avens entrepric son étude pendant des temps variables.

Jang une expéricnce dont les »ésult
dans le tablcau KXIII(p. 82), nous avongc dialysé des fractions
de 10C 1l d'urine pendant 3 Jjours contre 3CC
renouvelde chague jour, Nous avons prolongé la dialyse de cer=-

taines fractions de 4 & 9 jours,

Les taux d'oses neutres et nlus entcore d'acidesuro-
nigues décroissent réguliérement pour devenir stab
7éme jour en ce gui concerne les oses, tandis que

acides uroniques continue & décroitre.

Nous avions donc Tixé assez arbitrairement le temps

de la dialyse & 3
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4 TABLEAU XIIIX
J

|

|

Comparaison en ng p. litre de 1la dialyse

en cellophane en feuille et en tube, lavé et non lavéde

s : y : s )
= Acides
¢ Oses neutres _ ; : Osamines :
. . Sialiques & .
o . ° o
o e e o e o e o S e ettt o s D o o e e o s e L T
s H H :
Feuille : e H :
cellophane : 85,8 H 57,1 3 22,9 3
rd
non lavée $ 3 : H
. - L] L
- ° ° °
-——————-—~——-‘—————--———-—-——'—--—---—-——--————-‘--——-————-—-—————.
° ° o Ll
Y 0 ‘0 °
° ° . o
Feuille H H $ 5
| cellophane 3 63,5 : 5557 3 21 3
lavée s : s 3
e e e e L T p—— e D e e §
| : g : :
Tube Vigking: s 3 H
e_risking "3 . 61 31,6 #
non lave H : : :
H : : :
-t o $ o ke S o o e st e e e P
H H 2 H
Tube Visking: 50,3 H BB : 21 S
z (AW

lavé 3 : : L 5 :
H 2 5 :
H s : s
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TABLEAU XXIIT
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Influence
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Acides uronigues
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3 jours contre 30C ml d'eau distillée, renouvelée
chague jour,

1 jour contre une grande quantit

(O~
oh
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Nous ne pouvons, en ceffet, dialyser pendant 7 jours car on peut
craindre, méme en prenant des précautions, des altérations de

la membranc <de cellophane et des fermentations.

Malgré cette dialyse proleongdéde les taux d'acides

uroniques et d'acides sialiques restaient élevés et inconstants,

o

Nous avons démontré que la cellophane était encore & 1l'origine

de cette cause d'erreur, On considére, en eflet, gque la dialyse

est lide a la wmasse noldculaire et & la taille des molécules,

En réalité, il intervient en outre les charges des moldculess

8i ces dernieéres sont des anions, les charges négatives gu'clles
%

portent sont repousséces par les charges négatives des enbranes

de cellophane,

L'expdérience suivante est, a cet égard, démonstra-

tive

Jialyse de la =zlucurcnolactone et de l'acide glucu-

a
ronigue

La glucuronolactonc est un composé apolaire., L'acide
. . . . 1 2 2 o - Fan i)
glucuronigue, awu contraire, est charge négativement., i on
soumet & la dialyse de la glucuronolactonce et de 1l'acide glu-
curonique, avec, corre produit de comparaiscn, le glucose, on

voit d'aprés le tableau ¥XIV (p. 84) quc le glucose est 41linind

=+

totalemient de la fraction adialysable en 2 jours, ainsi que la
glucuronclactone, Au contraire, il faut attendre 6 jours pour

que l'acide glucuronigue soit éldiriné.
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TABLEAU XTIV
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dialyse du

2t de 1'a

Quantité intro-
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de dialyse
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jour
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Or lesadialysables urinaires renferrient des guanti-

»

!

levées d'acides uronigues, Une partie sst, certes, con-
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uguée socus la forme de mucopolyvosides acides mais elle

Can

devrait revrésenter qu'une proportion infime, de 1l'ordre de

&

a 10 mg d'acide uronique p. litre, Cr les taux attesignent

ng Pe litre. I1 devait donc subsister dans nos fractions

alysables des quantitds dlevdes de glucurono-conjugudés de faib
faible poids moléculaire rendus adialiysables par la charge
électro-négative qu'ils poritcnt.

au cours de la des sialo-conjugués

poids moléculair 382) a mis en évidence ca 1
|
h

phenomcne en isolant un trisaccharide adialysable comnoesé de

2 sidus d'acide sialique et d'un résidu de galactose, L'idéde
nous est donc venue de vérifier par chromatographie sur pa-

pier s'il restait des micromolécules.

Nous avons donc fait passer un adialysable de 100 m

d'urine sur des échangeurs d'ions, Jous avons reccueilli 1'el-

fluent et l1l'avecns chromatcgraphid dans le systenensolvant de
ARTRIDGE (38)) Le chromatogramme o

3 T T

a l'oxalate d'aniline de PARTNRIDGE

fet

révélation devait é&tre négative. Or
outre la présence de polycsides, du lactose, saccheross,

glucose, arabincse, xzylose, ribose et fucose (figure 7 3 pPe 86).

Le dialyse est donc loin de réaliser un fracticnne-
ment parfait de 1l'urine, £lle est incomplite., Four cette raicon
nous avons essayé dl'icoler la fraction macronoléculaire deo

l'urine par la vrécipitation alcoolique.

IT -~ 1A PRICITITATICI WTHAITCLIQUD

Les causes d'erreur anvortdécs par la dialyse oxe
pliquent que nous ayons tenté d'iscler les glycoprotéides nar
précipitation éthanclique




Figure 7

Chromatographie sans hydrolyse préalable de la fraction adialysable (Ad) de
lturine, d'un précipité éthanolique ( P ), et du méme précipité dialysé ( P. dial.)
Systéme solvant : n-butanol/acide acétique/eau (4 : 1 : 5 )e.Papier Whatman n°3.
Durdée de la chromatographie : 48 heures.Révélation par le réactif a l'oxalate

d'anilinee.



Cette technique, nous ltavens vu, est utilisdée par
de noubreux auvteurs, lais les modalités, variant do 1l'un a
1'autre, nous avons d4d faire une étude systématique des dif-

férentes Tagons de procéder.

s

Le oremier probléme qui s'est posé a été celui de

la concentration des urines, afin d'd¢viter l'emplci de volures

’

dlevés d'éthanol.

1o LA LYCFEILISATION

La concentration des urines sous vide avec un
dvaporateur rotatif dégrade trop les protéides. Nous avons
adoptéd la lyovphilisation. Jans ces conditions, mnous évitons
en outre, les fermentations bactériennes ou enzymatiques. Le

mcde opératoire est le suivant :

Les urines sont recueillies sur toluéne, Anres un

sédjour de 2L h & 4°C, elles somnt Ffiltrdes, puis dég
dant 30 mn avec une pompe 2

A

-
que. On vérifie que le pH est voisin de 6 et on introd
l'urine dans dec flacons a pl

d'urine par flacon. On 2ajoute 1 goutte de toladéne et

ar

d'alcool octylique par flacon. On congéle rotativene
fagon & ce ague le liguide recouvre d'une couche uniforme les

parois. On lyovhilise & - 70°C

d‘.

terninée, on obtien

©

t
une poudre jaune qgui est reprise par de l'eau distill

i T éo et
4 b 3 - e 31 = iz — .
amenée & pH 8 avec oo 1 er sa disgolue-

tion,

Mais 411 reste toujours une fraction insoluble guil
est recueillie par centrifugation =t lavée deux Tois de suite,

T . o L L P - r 4 e b - . P b

Les trois surnaseants sont mélangés et anenés a une concentration
gale au dixieéite du volune d'uvine initial, Cette solution cst,

’
é
dans un second temps, précipitdée par 1'éthanol.




1 - lous avons 4tudide n du résidu inscluble

il
(650 mg environ p. litre d'urin ) afin de vérifier gu'il
c

~, N - L - - vy - ] A A P
ges nous ont montire gque la guantité de

i
sscentiel’encnt des sels minédraur., L'extraction

e
use du produit lyovhilisée ect donc totale,

2. Nous nous

savoir s

ne cau

®
)

effectuéde su

O

Zn utilisant la -iéthode décrite plus loin, nous
avons donc précipité par 1'éthanocl 100 nl d'une urine non
1 o

é
lyophilisée et

ot

C
tion au dixiéme de la mérc urine, Les rdédsultats cgue nous avengs

obtenus ne izportantes, sauf dans

le cas Zes acide ronidlguss : ableau ¥ZV ; p. 89).

i 1L CCHTCOWERATICIT BN ETHANC

2. RIECEZRCE

T -y
e

concentrer 1'u

1
tion en éthanel a utiliser pour »récipit

. . . T g o s 4 .»
dixieme de gocn veolune initial, .

T o5 ) Lgte - . . 2 <! & 2 5 gy -
lTous avons procédé a une étude de gradient de
. > V4 » = . S
concentration en eéthanol, selon le procédsd de BCURRILLOI et
=z
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PABLEAU XuIV

§.®

Influence de 1la concentration des urines sur la précipitation

Lol <

éthanoligque

(résultats en mg p. I.)

N N NN N NN TN TN TRTTNRETNETN TS,

. . LMaQ‘“w . >
: Oges : .Ac?des } Geamimes Acides ),
: neutres ¢ Sialiques: ¢ Uronicues )
: : : : )
o e S e o e s i g s g & o e i s e & o s e e e 8 e e i A )
L . . . \
- . . - <
s 3 8 s )
: 3 3 : )
Urinc non ljyophilisées 63 : 30 : 27 B & )
. . . ° \
. . - L] <
- : : : /
: : : : )
Urine lyophilisée : 67 : 20,5 : 28,5 : 14 )
‘. . ° L )
L] . . .
L4 . . . \\
. o . . j
3 y s s )
: : : : )




% 1 d'urine ont été lyopnili
i

dixiéme ¢fu volume initial dans les condd

-

i
La solubtion finzle est ajustée a pi 4. On additionne d'un
a

volume égal d4'éthenol refroidi a - 70° C. Aprés un temps de
repos d'une heure 4 - 20° C on centrifuge. On obtient ainsi um
précipité P%O et une solubtion surnageante. Le surnageant est

-

recueilli ot sa eoncentraticn en éthencl est amenée 4 60 p.100.

On proceéde de la méme fagon que pnrécédemment. On obtient ainsi
successivement cing précipités = Iz~ T P P et P.,. dont
ik a 1 Precip 50t Y60! T70' T80 90

la corposition en [lucides a &té déterminée.

Les 11tats que anous avons obtenus gcont ras-—
:

TéEST
semblés doens le bableau TIVI (page 1) .

De nlus chaque [fraction a éto étudiée en imnu~-

&)

noélectronhordse. La fisure & (page 92) montre que lu concentra-

Ny

tion en éthanol doit atteindre 90 p. 10C pour précipiter complé-

terent btous les composés antiginiques. Four ¢

@

tte maiscn, nouc

avons adopté la concentration de 90 p. 100 en éthanol.

Tota : Hous avons étudié l'action du pH sur la précipitation

des glycoprotides urinaires et choisi pH 4 & partir duguel le
taux de glucides ne varie plus. A pl 6, par exemple, pour une

teneur identigue en sucres, le nrécipité est plus abondant et

goulill? de sels minéraux.

%o TUDE DU PLECIPITE

a - Dans un premier bLemps, nous avons ndrécisé les

i
conditions de purification du précipité éthianoligue. Au pi et a
!

la concentration en éthanol déterminés ci-dessus, nous avons
n

<

préeipitd 100 ml d'urine concentrée au dixiéme.
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Figure 8

Immunoélectrophorése des précipités urinaires PSO’ P60' P7O’

P80' et P_. obtenus & - 20°C par 1'éthanol refroidi & - 70°C.

90



Nous avons recucilli la premiére fraction surnagean-
te et le précipité. Celui-ci, redissous dans 10 nl dl'eau bi-
distilléde a été dz nouveau précipité dans les =8ies conditions,
Hous aveons donc obtenu un second précipité et unc deuxieine
fraction surnageante. En procédant encore une fois de la ndne
maniére, nous avons enu une troisiene fraction surnagcante
et le prdcipité fimal. La coupositicn en glucides des trois
fractions surnageantes a cnsuite été déterminéde. Nous avons
observé que la troisiéme {raction surnageante nc contenait

pratigquenent plus de glucides (voir tableau ZXYVII ; p. 9k},
Deux reprécipitations du précipité déthanolique initial sont
fi

donc nécessaires pour le puri

b - Dans un deuxiérie temps, nous avons dialysé et

précipité la n8me urince pour comparer l'adialysable et le

llous avons observé que les résultats n'étaient pas
du tout concordants et que la précipitation alcoolique donnait
des résultats bien plus élevés que la dialyse (voir tableau

XXVIIT ;3 De 95).

En outre, en effectuant la chromatographie sur

papier du précipité, préalablement purifié sur échangeurs d!ions,
e]

nous avons observé gqu'il était, comme l'adialysable, souilld
de composés de faible poids meléculaire (Figure 7 3 Pa 86). Le

probléme de l'isoclenent quantitatif des urormcoides n'était

donc pas rdsclu par la .précipitation éthanoligre,.

CCHCLUSICHS GEUINALES @

Le précipité dthanolique étant souillé d'oses et de

,

polyosides, nous avons pensc¢ qgu'une précipitation suivie d'une
dialyse éliminerait ces glucides en surcharge dans 1la fraction
nmacronoléculaire. Par un raisonnenent analogue, nous pouviong
tout aussi bien tenter de purifier 12 fraction adialysable des
urines en la précipitant par 1'4thanocl. Deux procédés s'of-

fraient donc & nous. Il nous ont conduit & la description d'un

protocole expérirmental originel,
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TALLEAU XXVIT

- Ol o

AN NN AN/

Composition cn glucides des trois fractions
surnageantes obtenues au cours de la précipitation éthanoligue
(enn mg pe 1)
2 :
: :
: Oses Weutres . Acides Uroniques
: :
: 5
I —— e —— R S e e e e

. .
: :
: :

Surnageant 4 : 658,6 : 469
L3 .
: :

o~ e . .

Surnageant 2 : 29 : 14,5
- L
. .

surnageant 7 : 20 : o)
: :
. .l
- -
$ $

N/ N NN NN AN AN N AN AN N AN NN



TABLTAU ZZVIIX

Comparaison de 1la composition en mg par litre des

de 1l'adialiys-ble et du précipité éthonolique d'une

!
\0
Ut

1

glucides

~

meéme urine.

o : 3 8 T 4.,_....,2
SQeS i S . Acddegs
: Oses s h§01§eu Y Aeanines Acides )
3 Neutres ¢ Sialicues 3 : Uroniques )
] : : : :
) -t o o o o o o o o e o Dt e o e o e o o e 8 o o e e e e o § i ke G o e e
| $ : : : )
‘ : : : 3 2
! Adialysable : 106 2 102 : L5,8 : Lo
| o L3 o L3
° ® e o
H H H H
Dord At~ 4 ° I3 ° {4
Precipitée : < : 110.5 : T : ~ L
'S} > 74
éthanolique 2 165,6 $ L 3 59475 2 )
$ 3 : $
g : : : :
K H 2 H H .




[#)N

M
LB DS ]

OCZOR
\Jauii iy

P

ITT - CHOIX J% LA TF”Z 5 ¢
GLYCCFROTI a3 BT DEQCXIITICN_L

P
DFE JC0SAGE DE C:Q JJQHIZ“S

Nous avons & paritir du néme échantillon d'urine,
apnlicué les deux procédé l1'un constituant 1=

rience de l'autre.

Nous exposerons d'abord en détail les différentes

étapes ‘u procéddé que nous utilisons en travail de routine.

1. PREINIITR FROCEDE

a - Préparation de l'urine

Les urines recueillies sur un mélange chloroforme-

toluéne, aprés un repos de 24 heures & 4° C, sont filtrées sur

pier WHATLAN n¢© 1, Un volure bien déterniné d'urine est alors
dégazé sous vide, puis lvophilisé. La poudre obtenue est dis-
soute dans de l'eau distillée et amenée a pi : 8, Le rés
insoluble est éliminé par centrifugation aprés deux lavages
successifs, afin d'en extraire totalement les substamnces glu-
cidiques. Les différents surnageants sont réunis et amenés au

dixiéme du volume initial.

b - Précipitation ¢thanolique

L'urine est ajustde & pH : & avec de l'acide chlo-

)
W

rhydrique puis refroidie & 0° C, Le matdriel macromoldéculaire
est précipité par 9 volumes d'éthanol absolu amené & la tempé-
rature de ~ 70° C, On laisse en repos 30 minutes & - 20° C, E
effet, durant la précipitation, la température est toujours

maintenue en dessous de -~ 20° C afin de limiter autant que

possible l'action dénaturante de 1!'éthancl sur les glycopro-

e

2
e

et

nes.



Puis on centrifuge & 2.800C tours-minute pendant
20 minutes. Le surnageant est soigneuserent décanté. Le

précipité restant, discous dans une guantité d'eau corresvon-

dant au volume initial d'vrine concentrée, cest ajusté a »ni

L et 9 voluies d'éthancl sont encore aj

&
la totalitd du matériel mdicronoldculaire.

(O
ot
(D
D
ot
=
s}
R
6]
0]
0
|.-
4]

La précizitation dthanolique est rép

[

¢ -~ La dirnlyse du précipit

Le précipité final cst dissout daens un volume d'eau
distillée égal & deux fois 1o quantité d'vrine concentrée. La
solution obtenue est dialysée en tube de cellophanec (type
Nojax 16) lavé 2L h & l1l'eau courante et rincé abondamment &

l'eau distillde, La dialyse est faite contre 10 fois son volu-

4

L

me d'eau distillée, renouvelée chaque jour pandant trois joux:

en présence de chloroformne-toluéne et & 4&° C,

i

On recueille la fraction adialysable qui est amonée

& une concentration égale & la moitié du volume d'urine initie
Clest sur cette soluticn finale que sont effectuds
les diffdérents desages ¢ oses "meutres", acides sialigus, osa-

mines, acides uronigucs

La figure 9 pe. 98 illustre les diverses étapes de ce

protocole,

Nous avons fait des dosages intermédiaires sar le

F &

précivité dthanoclique.

Les résultats ocbtenus sont consignés dans le tablea

XXIX ; (p. 99



Urine totale

Pilbration sur papier Whatman n° 1

Tyophilisation

Préparation
\
Dissolution dans esu distillée (pH : 8)
Centrifuzation

. 4 Y

\

/N Dur ni»camt Insoluble

| { éllrlne apres

i 2 -'_le 28

Amené a pH s 4
Précivnitation a - 20°C
par 90 g.l“b &thanol
b absolu a 20e
Centrifugation
_ J Vo
Précipitation Surnageany Précipité
éthanoli ‘b
thanoligne dissous dans l'eau distillée
amené v pH : 4
Précipitation éthanolique & - 70° C

Dial

2
n
oD

w0l &bsolu

Centrifuzation

N S/
Surnageant Précipité
diszous dens l'eau dilstillée amené
a pH ¢ 4. TP““IJWUatloﬂ ethanoli~

%F,,/uue a - 70°C par 90 p. 100 éthanol
Centri fugafion 2Psolu

Surnageant Précipité digs 8uo dwﬁc lteau
N/ Isyillée
A Dialyse contre eau distillce - 3
Iw 4 i Jjours
e A
Dialysable Adialysable
A4 Dosages : oses neutres, acides

sialiques, osamines,
acides uroniques.
Tigure 9

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



TABLEAU XXTIX

Composition en glucides (en ng Pe litre dluriz

des diffidrentes fractioms uwrinaires

Procédé I Procédé
Précipitation par 1'éthanocl Adialy

(9Cc ». 100)

0SES 115 & 160 70 A
0SA 35 & 60 2
ANAD 68 & 119 55 a
URCN k3 & 74 25 &

Précipité dialysé Adialysable

ey — ~.,

Pialysable Adialysable Précipité

/ ~

v 2
OSES 65 & 105 48 2 5
0S4 12 & 29 286 & 3
ANALT 33 & 74 e I s
URCH 33 4 6 g & 4

032S/0SA 1,7 % 0,1
0SZS/ATAN 1,242 6,06

o

- .
e IX
sable

19



- 160 =

2. DEUAILI, PROCEDE

Ce procédé constitue la contre-expérience du

I'urine est dl'abord dialysée. Puis la fraction

dialysable (dont on garde une partie aliquote) aprés Iyophili-

gation, est précipitée par 1l'éthanol dans les méumes conditions
que précédemment. On sépare le surnageant du précipité obtenu.
Les dosages des glucides sont effectués sur les trois fractions

adialysable, précipité et surnageant. Les résultat:
semblés dans le tableau LXIX;(page 99.)

(65}
0
Q
=
d.
|
)
{

Par 1l'examen de ce btableau, on volit gu'en asgociant
9 24

o
5

la précipitation & la dialyse ou la dialyse a la précipitati
la fraction macromoléculaire obtenue par les dews procédég
prisente des valeurs concordantes et d'une dispergion trés

réduite.

Ces résultats sont d'autant plus remarquobles si on
lecs compare & ceux obbtenus par la dialyse seule ou la précini-
tation &¢ranoligque seule., Mon seulenent les valeurs ne corres-
pondent pas d'un prccédé & 1L'autre, mais elles sont trdn dis-
perséess Par ailleurs, on peut remarquer la richessc en acides
uroniques et en acides sialicues de la frocticn alcoolo-soluble
de l'adielysable, cc qui prouve bien que la dialyse seule n'est

nag complate.

2
3

Lz mBme remarque eot 4 faire en co qui concerne la
fraction dialysable du précipité éthanolique de l'urine., La
précipitation seule entraine donc danc le p““CLr'té des polyo-
sides alcoolo-ingolubles mais dialysables et qui ne font pas

partie du matériel glycoorotéidique proprement ditb.



valeurs concordantes et dtune dispersion trés réduite. On arrive
o}

- 101 =

llais en associant précipitation et dialyse, la frac-
tion macromoléculaire obltenue par les deux procédés presente des

~

en particulier 3 une valeur en oses totaux a nmeu pris constante

P
de 4C mg - D

Halgré la valeur égale des deux procédés, nous avons

L)

opté préférentiellement nour la preécipitation alcoolique suivie

de la dialyse, vnour des raisons d'ordre tectnique :

-~ La écipitation de l'urine brute est trls aiﬂéo.

Il n'en eat pas de méme de la fraction adialysable qui, dd¢ja
& u 9

b

trés purifiée, nrécipite plus difficilement.

- la dlalyse du précipité fournit un vdume de dia-
lysable moins important que dans le cas de la dialyse de l'urine
totale. Il est donc plus commnode de travailler avec des volumeg
de liquide relativement faibles d'autant plus que ceur-~ci doivent

8tre concentrés avant d'8tre dosés.

L'urine est traitée comme nous l'avons déerit
Ds 36

n volume de 500 ml d'urines est lyophilisé, 1la
poudre oblenue est reprise par de 1l'eau distillée pour former
un volume final de 50 ml., Des fractions de 10 ml exectement (cor-—
respondant donc & 100 ml d'urine brute) sont alors précinitées
par Y volumes d'éthﬂnol. Sopération est répétée trois Tois
au total. Les différents surnageants sont recueillis et mélangis
pour chaque fraction de 1C ml. Le précipité fimal, dissous dans
20 a 30 ml d'eaun distillée est dialys’ 3 jours contre 200 ml
d'eau distillée maintenue a + 4° C et renouvelée chague jour.
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TLes fractions dialysables sont réunies et ajoutées aux
s que l'on
00 ml. La

différents surnagecants pour constituer le dialysable
concentre par 5vaporation sous vide a un volume de 1
solubion ainsi cbtenue est utilisée pour effectuer l'etude chi-

migque et 1l'anclyse chromatographique.

Une fraction de 10 ml dilude 10 fois est utilisée
pour les dogages des oses "neutres”, et des acides uroniques.
Les osamines nécessitent une concentration au guart de la solu-
tion utilicée pour les oses et une purification préalable sur
Dowex 50 X 8 ("mesh"200 - 400) forme acide.

uent aux acides sialiques, l'interférence avec lecs

WU

L.

oses est telle qu'il n'est gudére possible de les doser en "rou-

on cbtient une coloration bleue. Il est dounc nécessaire

r
}_J
s
®
LR

de les igoler du substrat avant de les doser.

Ia fraction non dialysable du précipité forme

l'adialysoble. Il est amené & un volume de 50 ml et la concen-

tration en oses "neutres", osamines, acides sialiques et acides
uroniques est déterminée sur la sclution obtenue.

Nous avons schématisée le processus d'obtention des

fractions dialysable et adialysable dans la figure 104{p. 103.)

CONCLUSIONS

Far 1'élinination systématicue d'un certain nornbre
d'erreurs due a l'emploi de la 2ialyse, seule et sans lavage
des mexrbranes de cellophane, ou de la précipitation éthanolique
seule, et des dosages colorimétrigues, nous possdédons maintenant
une méthode reproductible d'isciement et de dosage des glyco-

protides urinaires,



Uri filtrée

ne
RS

50C ml
- 103
I lyvophilisation
| - . . . ;
| Poudre - lisseclution dans eau distillcee
‘ Volume final : 50 nl
! Frécipitation éthanoligu:
sur 10 ml
Ny
Surnaﬂeﬂnt Précipité
Dialy
! i iieeemns Dialysable du précipité 3
‘ i
| |
i }
' i
\ i
| o . N
| Dialysable - Adialysable
| J’ V, N/ Ny
!7osageu totaux Annlyse ﬁosmg s totaux Tibntl“I-
|
~Volumme diilué 2 10CC ml Chronatographique p e
ol ; = > Chromatographique =Volume 5C il osages
oses "neutres" sur 1 ml W i 7 e
: 4 \ oses '"meutres ch=™>natogra-
ac. uronigues sur 1 =l volume 10C =l - - e e o 2
- sur 1 wml phigues
osamines sur 1 ml

osamines totales sur

Schénma

l'isolement,

dilué a 250 =i

1

acides sialiques sur ml

2 ml 5
ac, uronigques sur 1 ml
TMigure 10
du protocole expérimental utilisé pour

dosage et 1l'identification des glucides

et conjuguds des urine

Tes

le
libres

15T 5
tesy =iy



Cette méthode a le double avantage de nous fournirz

éparément la fraction idcromeldculaire des zlucides ou frac-

s i
tion dialvysable et la fraction macromoléculaire,

Ainsi, son apnlication & 1'étude des urines hunai-
nes, puis, dans un esprit de bioclogie comparde, & Jdes urines
de diffdérents ifannmifdres nous a permis dt'établir le bilan

glucidigue complet des urines,

Noug verrone donc successivenent les risultats

gu'elle nous =z apportésdans 1l'étude :

1 -~ de la fraction dialysable,
SR
L 9

ion adiialysable.
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2° LTUDE DE LA TRACTICIT DIALYSADILE

e

Cet exposé concerne l'analyse chimique quantitative
et llanalyse chromatosraphique de la fraction dialysable des
urines humaines et des urines de différents Mammiféres que nous
avons étudiées : le boeuf, le veau, le cheval, le mouton, le
porc, le cobaye, le lapin et le rat,

T DOSAGE_COLORTIETRIQUE_DES GLUCIDZS_TCTAUZ_DES

MO oo TSI EmmEmToSoSo=

Nous avons dosé les oses "neutres" selon la méthode
d 1'orcinol de TILIMAYS et PHILIPPI (386) décrite p. 195 et
les acides uroniquecs selon la méthode au carbazole de
DISCHE (387) décrite pe. 197 .

Nos résultats sont exposés dans le tableau XXX

(p. 109.

La teneur en oses totaux (oses et polyosides) varie
dans de larges limites quelque soit l'espéce. Ce résultat n'a
rien de surprenant puisqu'il concerne essentiellement les oses

et lec oligosides (comme le saccharose et le lactbode) qui
prédominent dans la fractimdialysable et que leur présence

- nous le verrons plus loin - est essentiellement liée & 1'a-
limentation de lt'animal.

La teneur en acides uroniques est «énéralement trés

élevée et dépasse méme dans le cas du boeuf, du cheval, du
nouton 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 chromatographie sur papier de 1l'acide glycuronique
libre., Une autre fraction existe sous la forme de divers
glucuronoconjugués, l'acide  glucuronique étant un produit
de détoxication de 1'organisme.
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Tableau XXX

Composition en glucides de la fraction dialysable
des urines de férents Mamniféres (en mg pour

dif
1,000 ml d'urine),

(841 a 2.415) (318 & 1.005)

Especes f Oses "neutres" : Acides uroniques
________________ 8______________________8_—_____________________-____
’ : H
Homme ! 593 . “h2
P (582 A 1.56L4) : (240 & 737)
- e e $ o e ot - e m e e, e e, ———————
: 1.235 : 1,646
Boeuf : (696 & 1.717) f (903 a 2.,242)
: 32k : 196
b P (176 3 772) : ( 70 & 312)
s 0 e e EE R B E L e
Cheval . 616 e 856
. (279 a 872) : (bl7 a 1.14L%)
Mouton : 547 ; 667
! (278 & 802) : (k53 & 1.013)
5 : 814 f 1,234
ore ! (598 & 1,066) : (761 2 1,406)
Cobaye : k10 : 279
: (207 a 582) : (156 a 430)
________________ e e
Lapin : ch2 : 435
: (340 a 1.092) : (215 a 751)
H
_— : 1.338 677
:




IT ANALYSE CHROMATOGRAPHIQUE *

Nous avons appliqué les méthodes classiques d'analyse
chromatographique des glucides a l'étude des oses et polyosi
des de la fraction dialysable des urines humaines et d'autres
nammiféres.

Cependant la chromatographie des sucres n'est pas
applicable & 1l'analyse directe des urines a cause de la pré -
sence de nombreuses impuretis, 1l'acide urique en particulier,
dont il est nécessaire de débarrasser au préalable les solu-
tions glucidiques.

Hous exposerons d'abord trés hriévement la méthcde
de purification que nous avons utiliséy les techniques de
séparetion chromatographique, les procédés de révélation et d'i-
dentification des glucides urinaires employés puls leg mésul-
tats oblenus.

A — PURLAICATION DS SOLUTIONS CLUCIDIQUES ET
CIIROIMATOGRAPHIN SUR PAPIRR

1. PRINCIPL ¢

i
4

w2 séparation chromatogrephique des oses pour &tre
nette doit 8tie effectuée sur des solubtions purifiées. En
effet, la présence d'ions minéraux provoque des "traindes"
gui rendent difficile et méme impossible la lecture des
chromatogrammes. Il convient donc d'en débarrasser les solu-
tions glucidaques.

,

* Ces traovausx ont été effectués en collaboration avec
Me Goe STRECKER.



Cette déminéralisation est réalisée par le passage
successilf sur des colonnes de résine & échange de cations
(Dowex 50 X &, "mesh" 25 ;3 50 forme acide) puis d'anions
(Duolite A - 102 D, "megh™ 25 - 50, forme formiate) MCINTREUILL
et BOULANGEL (388).

2. MODE OPERATOIRE

La fraction dialysable des urines correspondant a
100 ml d'urine brute est, nous l'avons vu, concentrée & 100 ml.
En effet, l'urée est fixée d'une facon satisfalsante par les
échangeurs d'ions & condition que les dialysats soient ramenés
4 un faible volume. La solution est alors purifiée par un
passage successif sur le Dowex 50 X 8 (2 X 30 cm) puis sur la
Duolite A - 102 D (2 X 30 cu). Le liquide effluent auguel on
ajoute 50 & 100 ml d'eau de lavage des échangeurs d'ions est

recueilli et évaporé a siccité.

Le résidu est repris par 1 ml d'eau distillée. Les

substances insolubles sont éliminées par centrifugation et
1C a 30 Pl de la solution surnageante sont soumis a l'amalyse
chromaetographique sur papier dans le systéme solvant de
PARTRIDGE (389), ‘

n-butanol /acide scétique/eau (4 : 1 : 5)

en papier Whatmen n® 3 pendant 48 h

Lo révélation est effectuée a 1l'aide des réactifs suivants :

NG

-~ urée chlorhydrique de DEDCIDER (390)
pour les cétoses
~ orcinol de KIEVSTAAND et NOGDAL (391)

pour les cétoheptoses et cétohexoses.

B~ RESULTATS ET DISCUSSION

1. ULRINE HUHATIE

L'application des méthodes d'analyse chromatographiiyac

sur papier et des techniques de révélation spécifiques des \

5

glucides gque nous venons de citer, nous a permis de caractériser |

de trés nowbreux monosaccharides, oligosides et polyosides.
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.- Les polyosides

8w

n

ous ne nous sommes pas penchée sur 1l'étude de ceg
“vhotaaces qul ont fait 1'objet de travaux approfondis Lav

—mr . - % - U R £
RECKER (392), La liste des polyosides identifiés a ete

3tablie au tablesu 1 p. 9 . Hous en avons seulement romlre

,C.'
H
6]
=
il
=]
.
Y
3
Q
S
;_’
[¢)

existence en chromatogrephiant (fig
élsions par différentes concentration d'éthanol d'vuc colowwe
¢ charbon sur laquelle était passé wn dia
Ces composés sont néanmoins trés importrnts DU SQue
pour lo plupart ils soat des produits du métabolicms o 1'vwdid
el

u
vidu. En offet si certains sont alimentaires (lactose, mal \‘b‘;Q,

noecharose, Ara/..y Are, Gle {-.‘.3 A.‘m, Tyls-—> Gle, Iylé—s Xyl )
Lee aubres sont d'origine slycoprobéinique cor ils rouierwmenld

ri proportions variabl du ;‘"a.laci;c;:ae , Gu mannose, (U fukose

B8
¢e la plucosamine, de la galacbtogaminet el de 1llacide S\'.a\tq‘ﬂe -

Par a,illeurs, si on soumet des individuc & divewg

v
pimes alimentaires ( surcharges glucidigque ou proticicue

o O
.

¢t méme 1ézime Ae jelne glucidicue : eau
¢ viande rouge pendant I jours) on ne counstabe aucu: ¢ hahge

dinicues. Par contre

D

et quantisetiveweunl

SGAT ex parviculief

Cependant une ces bawo

-
]‘.;.é""wi‘_""f){séi_’lUl'l‘;'@; gt observée 2 1iintérieur Au méme groume Sahquin
i6es ne Cod -

et diautre paxrt le :zc;171position en oges de ces 0s
By A

aapoad 4 aucune shucture actuellement caractirisce ~hez

oupes sanguins ow tissulaires. Leour oilgive

probléme. Par leur composition, ils pourraiewl

ing gangliosides tissulalires cu & ur

nide inconnil.

o

Neanmoing tous ces problimes dépasscnt Jn cabve Ae co

o fia - S = b i = i UL A b 5
Travall et ne peuvent y €tre exnosés on détail.
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Figure 11

Chromatographie des polyosides de la fraction dialysable des urines humaines
(élution par différentes concentrations en éthanol d'une colomne de charbon)

Systéme solvant n~butanol/acide acétique/eau ( 4 t 1 35 ).
Papier Whatman n°3. Durée de la chromatographie : 6 jours.
Révélation par le réactif & 1l'oxalate d'aniline.



b-— Lies monosaccharides

7

JlJ‘__..‘ TGnE \5@8)
K (sak)

THEULIL et 3(

ses neulres, nous avons achevée avec BT

Reprenant les travaux de I

s ogses "neubtreg" de la fraction dialysall

AR

e
ous en avons établi la liste dens le tableau ZXXI ;(p

avec leur taux d'é ination journaliére. Nous avons pu maotibte
en évidence tant par chromatographie, que par des critércs
physicochimigues, la présence de 6 aldoses et de 8 cétores

varni lesguels fig

MONTREUIL (395) (Figures 12, 13, et 14 ; p. 113 ),

Certains de ces oses avaient dc¢ja &t6

dung Ll'urine. Comme nous l'avons déje signalé,
RUE (396) avaient isolé et caractérisé le ribulose et 1- B-XH\‘

_J

TTTNCRK

ulogce, WHITE et IESS (397 ) par chromatogranhie bidiuscatiom -

nel

I_J

s O

sur papier ont montré qu'il existait & gluoi&cs Cl

'._l
3]

fournigsaient avec le réactif & l'orcinol les col

cifiques des céboses., Parmi eux, les auteurs notaient®
orésence de deux substances incornnues qui corres

A gt B e S g o L )
v uelides gue nous avons isolés sous les dénominationsg ¢

- P ) =]
Secetofructose et d'allulose.

Quant a MONTUWEUIL et BOULANGER (398), ils oign: tavew
outre la prosence de galactose, fgLucose, mannosce, fus o.;,m1hge
et arabinose la présence d'un cédtose inconnu et qul a &7

identifié au D —alluloze.

c— Orir1e des glucides urinaires

Lo présence de certains oscs dang 1'urine humns we

comme l'allulose posait des problémes . Wous nous sommes

peunchés sur la question de l'origine des oses urinad:
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TABLZTAU XXIX

Elimination journaliére des mcnosaccharides des

urines huraines d'aprés STRECKZIR (399)

. - .
s
3
3 Blimination Jjournaliérec
H
5
o
i
ALDOSTES 2
T .
o
- z e s a 1C mg
D galactos : 5 = 22
D - glucose . 10 & 50 mg
3
2 ~ mannose : 5 & 10 mg
o
L - fucose : 5 a 10 mg
o =
- ¥ylose 3 1C & 30 mg
o
L -~ arabinose § 16 & 30 mg
°
3
°
03
CETCSES °
3
°
L - xyvlulose . 1,5 & 8 mg
°
ribulose : 1,5 24 8 o
o
D =« allulose . 15 2 30 ng
L]
D - friuctose : 7 & 30 mg
3
3 - céto-fructose . € 10 ng
©
allc - heptulose H { 5 mg
5
I - manno-heptulocse . 5 & 10 =mg
5 = altro-heptulose : 7 & 15 mg
1
] \
(ou sédcheptulonc) .
°
o
o
L3
°
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Pour cela no
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=

AN
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- 11k

avons sounis des individus sains &4 divers régimes

vn régime de surcharge glucidigue

un régime de carence glucidique avec alimentation

protidigue (viandes et ocufs)

e

un régime vigétarien (végétaux ewclusivementd

avons pu ainsi distinguer trois catépgories de

Certains ne digsparaissent Jjamais de l'urine
tent constants : ils sont donc d'origine
netabolique., Il g'agit d'une »nart du galactece,

mannose et fucose liés au métabolisme dez glyco-

protéines et d'autre part du ribulose, xylulose ct

gsédoheptulose liés au métabolisme des ~lucides

libres.

suivant les régimes alimentaires par contre,

d'autres disparaissent ou augmentent : le gluCOS(

1'allulose, le mannoheptulose, le saccharose et
le % céto-fructouse parmi les cétoses.

ut donc en déduire cu'ils ont une origine

)

quelques unz enfin subsistent tout en subigssant
des variations. Il s'agit de l'arabinose, du
xylos du fructose, de l'alloheptulose.

Ils auraient deonc une double origine, métaboli-

gque et alimentaire.

DE MAVMIFERES 3

(@)

courants,

avons fait la méme étude sur les urines d'animanx

que le boeuf, le veau, le cheval, le mouton,
le cobaye, le lapin, et le rat.
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Figure 15

Pigures 15 et 16

Chromatographie de la fraction adialysable des urines d'individus sains soumis
a4 divers régimes alimentaires.
Yysteme solvant n-butanol/acide acétique/ eau (4 :1:5)

Papier Whatmen n®3 « Duréde de la chromatographie : 48 heures.

e

Révilation par le réactif & l'oxalate d'aniline ( figure 15 ) et par le réactif
% 1turée chlorhydrique ( figure 16 ).

K, I\I2 ' N3 surines normales. V1 ’ V2. urines de sujets soumis & un régime végétarien
G ¢ urine d'un sujet soumis & une surcharge glucidique . E1 E2 surines de sujets

14
sounis & un effort physique important. P : urine d'un sujet soumis & une surcharge

N

protidique.



Les résultats obtenus sont illustrés par les figures
/17 et 18 3 D 117).
= 9y ¥

Le résultat le plus intéressant concerne la remargua-
ble identité de coumposition cn glucides des urines qul pernet
d'envisager ll'existence de motabolismes couwmung aux différentes

spéces de Mammifeéres., Ba effet, les monosaccharides des urines
de Marmifdéres cités précédemnent sont les mémes que ceux qui

ont été identifiés dans les urines humaines, (voir tableau

LT 3 pe 112 )o Cependant de petvites diffsrences existent

1t'urine desg principaux Mammiféres ne renferme praticucment pag s

®>

=

5 = céto-fructose ni d'ellulose, cétoses qui n'ont étd mis ¢

D

évidence cue chez le cobaye et le rat, animaux de laboratoir

recevent une nourriture glucidique préalablement traitée.

Car observations confirment que le 3 - cétofructose
et l'allulose ne préexistent pas dang l'alimentation mais qu'ils

e forment en alité durant la cuisson des aliments renferuant

4]

£

1 glucose ou du fructose ~ ce qui expligue leur présence dans

les urines humaines.

CONCLUSIONS

!

Cette étude nous montre gque btoutes lesg uirines de
Mammiféres y compris celle de 1l'hormme renferme des oses,
des polyozides et de 1l'uacide uronique é raison de 1,5 g nar
litre.
Par a2illeurs la natvure des glucideg est la méne
quelle que soit l'erpdce. La physiologie des oges et oligosides

présente donc une grande unité d'une espéce 3 1l'autre.
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Figure 17

Figure 18

Figures 17 et 18

Chromatographie de la fraction dialysable des urines de différents Mammiféres,
Systime solvant : n-butanol/acide acétique/eau (4 /1/5)

Révélation par le réactif & 1'oxalate d'aniline ( figure 17 )
Révélation par le réactif & 1'urée chlorhydrique ( figure 18 ) !

H : homme; B : boeuf; V: veau; Ch : cheval; M : mouton; P: porc; Co : cobaye;

L 3 lapin; R : rat.

23



; 3° ETULDE FRACTICOH ASTALYSABLE {
o A

=

Cette étude revét deux aspects. In effet, avant
d'analyser la composition guantitative ot qualitative des

maines et des urines

glucides glycoprotidicues des urines
de Mammiféres, il nous a paru néc re de fracivionner ces
préparations dans 1
nouveaux composés

e
nature des substances qui
d

avons décrit
Ces recherches ont donc fait 1l'objet des deux

chapitres suivants :

- le fracticnnement du substrat glycoprotidiqgue
anpplications au dosage ct a la composition molaire

des urines humaines et de Mammiféres

R I :
I -~ FPRACTIOCHUENENT U SUBSTRAT GLYCCPRCOCTIOIQURE !

i b - e i e g

Quatre méthodes ont été appliguées gque nous allons

décrire ainsi que les résultats gu'elles nous ont aprortées :

1 - fractionnement par chromatographie sur Dowex
1 X L4

téthanol

N
i

fractionnement

by

4
¢
£
s

Q)
]
e

3 -~ fractionnement »p e sulfate dtammonium
L - fractionnement par gel filtration sur Sdéphadex
G 50.

Nous avons utilisé une résine éclangeusec dlanions ¢

le Dowex 1 X 4, "mesh" 200 - 40C, forwe formiate.

* Ces travaux ont été rdaliséds en collaboration avec HMademci-
selle SPIX et Madawme F, VAILLAIIT -~ DOOLACEROIX,



N W s pontinSe cion 4
A - MATSRITI, BT IETIICDES
s

1° Préparation de la coclonne

Aprzs activation de la résine par le procéddéd de
COMN ( 400) la forme formiate de la résine est obtenue par les

bassages successifs de soude 3 W, dle

Q
G

tillée juscu'a ob-

o

tention d'un pi neutre, puis d'acide formigue concentré, enfin
dleau distillée jusgqu'd ce gue le pH du liquide effluent ne
solit plus acide,

La résine ainsi traitdec est prd8te & 8tre introduite
dens la colonne (100 X 5 cu). Quand cette opdration est torm
née, la colonne est installde en Chambre froide & + %4° C on

se déroulent teutes pérations ultérieures pour éviter

=
RO
6]
o
g

les fermentations et la dénaturation des glycoprotides.

2° Fractionnement de 1l'"adialysable" urinaire

Une guantite de 1,3 a 1,6 g de la poudre obtenuc
par lyophilisation de ltadialzsable ( gui corvescond a 10 1
d'urine d'homme brute) est dissoute da 20 ml d'eau distillde

La solution obtenue est amende a pH 8,7 et ddédnosde avec pré-

cautions au gsocii et de la colonne,

-

Ltdélution est rdalisée succesgssivesent par s

¥
&
1
jm]
e
Moo}
{:‘.
(0]
N
0]
it}
e
g
s
s
o)

- 1 1 dteau distilldle, e¢n ure fraction

- £
sous le nom de fraction ncutre \:_"1*5)

- 5 1 d'acide chilorhydrigue 0,1 I recueillls par fractioms

de 20 ml par une collectour auntomaticue Technicon.

Chague tube est repéré en UV & 278 rm, et de cette

fagon on sépare les pics s Foy PB' Py P5’ P, et F,
v () /

(voir figure 19 ;3 Pe 120).

-1,5 1 d'acide chlorhydrique 3 N en une fraction unigue
pour décrocher de la résine les composés les plus
acides, Cette fraction est désigndée par 1l'abréviatiocn

FBN.
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Les effluents chlorhydriques sont dialysés contre

2

eau distillde et lyophilisée,

Toutes ces fractioms sont ensuite analyséez par voies

chimicue, délectrophorétigue et immunoélectrophorétique.

Nous examinerons successivement les ccompositions
centésimale et molaire en glucides des diffdérentes fractions,

leurs analyses en électrc;horése puis en irmunc~électrophorése

122 L
pas. Bn effet, ¥, et P, fournissent de tre

de produits et le pic P, a &té identifié & 1l'aci

La plupart de ces fractions n'offrent pas de caractéres

Le pic 7 est le plus important. Il est txe

2.
0
5
0]

s I

(v

en glucides totaux (60 p. 10C), particulidrement en acide

=

sialique et il renferme 2,5 p. 100 d'acides uronigues.

Ceux-~ci sont surtout abondants dans la fraction FQW,

2° Composition molaire :

Nous avons rassemnblé les résultats obtenus dans le

tableau XXXIITI (p. 123).

cticinns contiennent du galactose, du

fr
glucose, du mannose et du fucose.

Seule la fraction F. . contient du xylose (il en
existe aussi des trac

p. 124).

es dans la fraction P7) (voir figure 20 ;
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Figure 20
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Chromatographie sur papier des oses "neutres" des hydrolysats des fractions

obtenues par chromatographie sur Dowex 1 X 4 de ltadialysable urinaire.

Systime solvant : n-butanol/acide acétique/eau (4 : 1 1 5 )
Papier Whatmen n°3. Durée de la chromatographie : 72 heures.

Révélation par le réactif & l'oxalate d'aniline.

T : témoin oses ; Gal. : galactose ; Man : mannose ; Xyl : xylose

, L]
Fue : fucose.




b= Lcs osamines

Toutes les fractions contiennewnt cdes osamines gui ont
¢té identifides & la glucosanine, prédominante, et a la galac-
tosamine,

c- L'acide sialigue

Lt'acide N~acétyl - neuraminicue est présent dans toutes

les fractions, en proportions croissantes depuis la fraction

&

FN jusqu'a la fraction i

T 3.

d- Les acides uronigues

La fraction 3N contient de l'acide iduronigue didenti-

fié par électrophorése en tampon borate.

3° ZBtude électrophordétigue

Les deux fractions qui ont retenue notre attention
sont les fractions P7 et FQN’ les autres dtant trés hétérogénes,
-
La fraction P en dlectrophorése sur acétate de cellulcse se

_"7,
sépare en 3 constituants protdidiques révélé

a l'amidoschwartz et en 6 constituants révélés par le riactif
au bleu alcian, Il s'agit donc la soit de mucopclysaccharides

acides soit de glycopeptides tres acides,

e
révele 3 bandes ayant le comportement d

sulfurique £ ou C (composé majeur), de 1'acide

sulfurigque B et de 1l'acide hyaluronigue. Trocis

n'lont pas encore été identifides.

La fraction P, a égalemnent retenu notre attention car

7

ellie réveéle seulenent l'existence de 5 constituants antigéniaues.,



C - CCNCLUSICHS

L'étude précédente montre que deux fractions sont

intéressantes : il s'agit du pic P, et de la fraction

7

w

1. La fraction =

nous a en effet apporté des renseignements

3N -

précieux d'un triple point de vue 3

-~ elle contient de l'acide iduronique, ce qui confiirne

l'existence dans les urines dlacide chondroitine B.

- elle est acide et renferme une proportion élevide

de rmuccopolyocsides

- elle ccntient du xylose.

] Jo
51

Ces deux derniers points sont dtroitement 1iés et
se

explicuent la présence du xylo dans les urines.
In effet, nos travaux suxr la dialyse nous avaient
montré que, malgré le lavage des merbranes de cellophane gui

élimdinait entre autre le xylose qu'elles pouvaient centenir
(voir Do ?1 ) les adialysables urinaires continuaient & en
renfermer,

Nous awvions alors pensé gue le xyloce faisait

partie des glycoprotéides et n'était pas un artefact, En effet,

la sdqguence terminale
28 oses qui rattache leos rucopeolyosides acides aux rdsidus

de 9érine de la fraction protidique est :

galactose.__fa galactose.___m’xylose

’

Par ailleurs deux séries d'expérience nous ont prouvd

n
que le xylose urinaire était bien 1ié aux glycoprotéines.



1 - nousg avons fait des injections de glucose marqud
au 1L:‘C & des rats dont nous avons recueilli les urines. Celles-
ci, apres précipitation par 1'éthanol et hydrolyse, ont 3:4é

chromatographiées et les chrematogrammes ont été soumis a
ltautoradiographie., A la révélation, nous avons pu voir gue le
xylose ¢tait radioactif (flgure 21 3 p. 128) . Ceci nous prouve
donc bien cue le xylese egt 1lie au Ny 1 de l'ocrganisme.

2 - nous vencns de voir gue la fracticn FBN cbtenue
au cours du fractionncient cur Dowex 1 X 4, aprés hydrolyse
contient, outre de l'acide glycuronigue et de la galactosamine,

)

)5

du galactose et du xylose. Ces rdésultats, 1ids au fait que
/
cette fraction est acide et renferme des mucopoclyosides, sont
bien en accord avec les travaux de RCUEN, Ils confirment que
le xylose, loin d'étre un artefact di aux nmenbranes de cello-
phane est bien d'origine rmucopolysaccharidiyues.
2, Quant a la fraction P7, sa relative simplicité nous a incitd
a pousser plus lcin scn dtude et & tenter de le sous-fraction-
ner, espérant ainsi iccler les differents cemstituants qui 1la
composent.
D - SCUS-PRACTICINTELENT U EIC Y7
Nous avons tenté dl'explorsr la ccompogition du Fic 7
de deux fagons différentes
P ) o P = 2 o Pl
- par chromatograptie nréparative
- par électrophorese préparative
1° Chromatooraphie préparative
suoports ont &td¢ utilisés, Mais qu'il
s'agisse de la gel filtration sur différents Séphadex (&.5C,
G o G.10C et G.ZOO\ ou de la chromatographie sur ZITAY cellu-
] =
OO 5 TP
lose et ZCTZOLA celluluse (méthode d!'ANTONOFUOULOSE et coll (L403)
auvcun résultat valable n'z été obtenu car les fractions sépardes
sont trés hétérozénes aussi bien en analyse chimiguce gqu'en

irmunodlectrocphorése.,
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Figure 21

hydrolysat d'adialysable

er de 1!

Autoradiographie de la chromatographie sur papi

14,

dturines de rat marquées au

eau (4:1:5).

/
ation ¢ 48 heures .

ique,

Systime solvant / n-butanol/acide acét

Papier Whatman n°3 .Durée de la

.
a
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r

Scule la chromatographie gur DEAS - Séphadex préconigée
par AVDERSCY (Lo4) a donnd quelgues résultats. Elle a permis
en effet, d'iscler deuxs fractions intéressantes car :
- elles sont pondérolement iupontante

(60 pe 100 de lycoprotides élués)

-~ ellegs ne coantiennent pas d'acides uronigues, donc

pas de muccopolysaccharides

~ elles sont trés riches en glucides et ne gont pas

- elles ont la méme composition en glucides que les

L)

glycoprotéides sériques

I1 faudrait donc étudier leur compocition en acides
aminés et la nature du point d'attache du glycane avec la partie
protidique. Ces travaux permettraient peut-8tre de préciser
leur origine soit de glycoprotéines sériques (liaison asparagi-
nyl - glucosamine) goit de glycoprotéines d'excrétion (liaison

O-glycosidigue).

Guant awx autres froctions obtenues, elles ne font
que de montrer 1'hét

4 24 5 glycoprotides en plus des mucopolysaccharides acides.

térozénéité du Pic 7. Il contient au wmoins

2° Electrophorese préparative cn £ilm liquide

(D\

Cette méthode a été »éali vee 1'eappareil Elphor -
en

ilgsée a
Vap II. #lle ne nous a malheureusement donné aucun rdésultat
expleitable car lez fracticas sont trés mal individualisées cob

() )

demeurent hétérogénes a4 1'immuno-électrophorise.




£y

E - CONCLUSIONS GEINTRALIS

La chromatographie sur Zowex 1 X 4 nous a donné peu

résultats sztisfaisants.

Elle nous a néanmoins permis de résoudre définitive ent

la question du xylose urinaire en prouvant gue sa nrésence

était de nature mucopolysaccharidigue.,

Mais cl'est 1& son intérét principal car elle fourmit
des fractions trés hétérogénes et méme le Pic 7 qui nous sen-

blait "exploitable" s'est r4évélé trés comiplexe.

Dang 12 mise au point de notre méthode d'isolement
des glycoprotides, nous avons utilisé un gradient ciscentinu
de concentration en étianol pour déterminer la concentration
maximum a enployer. Hous avons tenté d'appliquer 2 notre
fraction glycoprotidique ce mére procédé déja décrit par

BOURRILLON et coll (405) et MAC GALD et JRVCNS (406).

A - TRACTICHNTLENT

Nous sommes paxrtie de la fraction glycoprotidigue
urinaire correspondant a 10 1 d'urines brutes, Nous 1l'avons

réci itée car un gradient discontinu de concentration en
S
1

éthanol selon la digure 22 (p.131).

Chaque fraction obtenue est dialysée trocis jours

contre eau distillée puis lyophiliséde.
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"Adialysable™ urinaire amené & pil 4 par HCL
é¢thanol (- 70°C)

Coancentrotion en éthanol de 50 p. 100

Centrifugation

’l ) Précipité
N Fr
n P 20
solution 50 -
amenée a 60 p. 100 en é&thanol
| s Précipite
P_.
|
~Ng

solutbtion F6O

amenée 2 70 p. 100 en éthanol

| i’Précipité
N/
solution F,.
70
amenée a 80 p. 100 en éthanol
} s Précipité
V4 =
Pso
solution T .
ou
amenée 2 90 p. 100 en éthanol
I 4 Précipité
7
P
/ s
1, .

solution 190

Figure 22

schéma du fractionnement de"l'adialysable" urinaire /4ﬁ§\

!

U
\ LA

par 1ltéthanol, —i?
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B - RESULTATSE

La composition en glucides de toutes ces préparations

a été déternindes par les mét _odes décrites vrécdderrent =t les

250

résultats sont réunis dans le tableaun XXVI (p. 91). Une 4tude

immunoélectrophorétigue a dgalenent étd faite sur chague Trac-

3]

tion (voir Ffigure 8 ; p. 92).

Tes travauxz ont étéd rdalicsés en collaboration avec
Ge SPIK et ¥, VAILLANT - DELACICIN,

Par examen de ces différents résultats nous voyons
que toutes les préparations sont hétérogénes. Seule la fracticn
P9O est plus simple puisqu'lelle ne présente que 2 ou 3 arcs

de précipitation.

Leur composition en glucides ne

&
caractére particulier sauf la fraction P

élc

@

> 4 - - .
vée en acides uronigues et en acide sialique,

Mais des esgais de sous=fractionnement de cette fraction

par chromatographie sur Dowex 1 X 4 se sont révélés décevants.

En effet, malgré son apvnarente simplicité en immuno-
X

électrophoreése, e¢lle renferme au oins 6 constituants glyco-

protidiques.

C - CCHNCLUGICNS

Le fractiomnement éthanclique des glycoprotides
urinaires ne nous z pap avporté de résultats nouveaux car les
fractions obtenues sont trop hétérogénes.

Par contre il nous a montré gue 1!'éthancl & 90 p 100
précipite & pH 4 la totalité des »protéines urinaires. Ce
procédé est donc une méthode de choix, nous l'avons vu dans
le chapitre précédent, pour obtecnir un bon matériel de d

pour 1l'étude des glycoprotides urinaires.



Nous avons repris, pour l'appliguer aux uvrinszgs, 1l

(W)
L)

fractionnement de HONTRIUIL et al (407) au sulfate d'ammonium

utilisé pour 1llovormcoide.

Tracti

by

Cette méthode perzet 1l'iscle ent de

e e} O -
N é)l‘,rcm

prcectidiques gréice 2 1l'ascociaticn d'un gradient discontinu de

concentration en sulfate d'ammonium et de piH,

A - FRACTIOCNIE! ZIT

1° Méthode

Le fractionnement a

’
é
ratoire scrématisé dans la figure 25 (p. 134). On recueille

té effectué selon le mode wpé=

ainsi 10 fractions ¢ 9 prdécipités (de P, 2 et un surnagean
B 4 & 1 9 S
89.
Toutes ces fractions sont dialysédes contre eau digs-
tillde (de jours & une seraine) et lyophilisdes.
2° Ztudes des fractions
a~ Chague fraction a été étudide en irmmmnodlectronho-

) se sont monitréds tré

rogénes avec de nombreux arcs de précipitation. Au contraire

surnageant final S, ne donne gulun seul arc de comportemnent

=J

,..|.

4%2 avec le sérum de lapin anti-protéines urina s (Pigure

Pe 135).

Ces recherches ont été effectudes en association

SPIK et P, VAILLANT - DILACROIX.

20

2, ’
hétéew

le

“we
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sature a pH 7
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s
Surnageant S bresalid B it ap IH, OH
3 agugue a pH 7 par IH,OH )
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Figure ~3

T -
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'ammonium

134

%
Precipite T,
=
-y z . . ” g #
Précipitée F,
%
” . ’ o
Precipitc P
)
) *
Préecipite P,
Q)
%
Precipite P,
/
’ . P *
Precipite Py,
Q
= #
Precipite P,
b
apres un repnos

Schéma du fractionnement des protéides urinaires par

le sulfate dta

AMON iU



TABLEAU XXXIV - 135
Composition centésimale en glucides
de la fraction 89
. . oses oses oses
. A Aos : :
glucides ofes . fcide Acide reutres | neutres | neutres
osamines
totaux |"neutred bizlique juronigue
Acide acide .
. . X san
uronique {sialique | 9°3HINAES
67,7 32,0 18,0 14,0 3,7 9 243 1,72

Figure 24

Immuno~électrophorése de 1a

de 1'"adialysable' urinaire

fracticr

S, obtenue par relarghgse
G _

par le sulfate d'ammonium.




b~ Clest pcurqueci nous avons pousgsé plus loin son
analyse en étudiant sa compcsiticn centdsimale en glucides, Les
résultats ont été rduris dans le tabloau XYXIV (p. 135} Iis
nous nontrent la richesse de cette fraction em gl

ticuliérement en acide sialiag ue., La préscence d'acide uroni

en guantité non négligeable, a dgalement attiré notre attention.

révéléd la présence de trois bandes

a
. . . N JP e - L . o
ce vitesse analogue 2 ltacide hyalurocnigus et aux acides chon-
droitines A (ou C) et B (révélation au bleu alcian).

3° Conclusions

Le fractionnement par le sulfate d'armnmoniur fournit
t

de mbreuses fractions, mais tr érogeénes sauf une : la

+

. ’
S ne

by
e
gue nous avons pluc particulidrenent étudid

9 1 =

fraction S e
son apparente simplicité, nous avons poursuivi 1'étude de cette

fraction en essayvant

o
o}

la sous-fractionner paxr des néthode

03]

chronatographiques d'échangeurs d'anions

B - SOUS-FRACTICINIEL . FBIT CIROIATCGRAPHTIQUT 5 LA
SRACTIOIN S

o

La fraction S, a été soumise & la chronatographie

sur Dowex 1 X 4 ("mech" 200 - LOC ; forme formiate) danc les

mémes conditions gus celle déerites pe. 118 et sur ECTIOLA-
CZILLULOSE {méthode d'AIITCNG 0S et _al) (Lo8).

o
la deuxiéme en donne aquatre., Tou
a l'analyse gluc o}

- »
i é
(tableau IV ;3 p. 137) & 1'immunoélectropLorése pour lsur
o

=
bl
(0]
o
O
O
;"L‘
;,.n
(o)
®
16}
o
O
1..1
('D
:

composition en mucop



entre les

EAT XXXV

]
-
(e
4

1

[

glucides

par

Comparaison de la composition centésimale en
fractions "eau" et "HCL" 0,021 obtenues
ur colonne d'Ectéola-cellulose et les

chromatographie

fracvions "eau' et "HC1 0,1 N" obtenues par chromatographie
sur colonne de Dowex 1 X 4 de la fraction S,
4
|
ECTEOLA — cellulose Dowex 1 X 4
fraction eau | fraction HC1 [fraction eau | fraction HCL
0,02 I 0,1 N
|
Oses "neutres" 28,16 28 - 50,6
Acide sialique a2 14,5 Gy 19,7
Osamines 16,40 1741 45 17471
Acides uroniques 0 0,2 0 0
|
|
; Oses
2
| % 1,90 5 1,58
Acide sialicue
| Oses
| 0,90 1,60 1 1,60
Osamines P
=]
“—.I.:: % .4'7‘



Les différents résultats obtenus nous riontrent gue la
fraction 89 est hétérozéne, EFlle contient au moins trois cons-
tituants glycopeptidiques, outre les rmcopolysaccharides acides
gqui sont élués de la Dowex 1 X U4 par 1'HCL 3N, Ces différerts
procédés‘chromatograpbiques employvés séparément perncttent
donc d'éliminer les nucoenclysaccharides acides =t d'obtenir
deux fractions intéressantes dans chacun des cas, l'une pauvre

en acide sialigue (5 p. 100) 1tautre riche (15 »n. 100).

C - CONCLUSIONS

Le  couplage de ces deux méthodes chromnatographicucs
permettra peut-étre dans 1l'avenir de mettre en évidence des

entités physico-~chimiguericnt bien définies,

SEPI T
S N A,

2

Ce mode de fractionnement nous a été sugeé

publication de travaux récents de VARADI, CIFCHZLLI et DOXFMAN
(409) sur les rucopolysaccharides acides de l'urine hunaine,

Nous 1l'avons appliqué & notre nmatéricl de départ.

A ~ FRACTIONIZI.NT

300 & 600 mg d'extrait urinairec sont passés sur une
colonne de Séphadex Ga5C (3 X 100 cmj., Le déplacement des
composés est effectué par pacssage d'une solution de chlorure
de sodium 0,086 1 - cn fractions de 10 ml recueillies auto-

matiquement sur un collcctcur Technicon,
Chaque fraction est dosée pour déterminer sa corpo-

sition en glucides totaux.

Ces travaux ont été effectués en association avec A, LOIEZ -~

HENNETTE,




B « RESULTATS
ts guc nous avons cbtenus peuvent se

= no
résumer dc la fagon suivante (voir tableau XXXVI ; p. 140).

1 - Le dosage dans chague fraction éluée, des oses
"neutres", des osanines ot Je li'acide sialigue pormet de repéror
le passage de deux pics (pics I et IXI). Le do

uroniques fournit deux pics dont 1'un (pic A) c
pic I et dont l'autre (pic E) se dissccie du p

=)
plus rapide que ce dernisr (figure 25 ;3 p. 1471),

2 - L'étude de la composition du Fic I,gui cofincide

,.u
)

avec le pic A, montre qu'il renferme une nroportion de gluci
assez faible (3C p 10C de glucides totaux). Ce ris ultat, as

’

ci2 au fait que ce pic se déplace avec le "front" dwn solvant

N~
&

2} —

i

permet de conclure qu'il est de nature glycoprotéinique.

Ltanalyse électrophorétique sur acédtate de cellulose,

3

montre la présence de mucopolysaccharides rév »ar le bleu

D~
bt
[0}
6]
by

alcian.

3 = Le pic II renferme une proporticn rius importante
de glucides (50 P 108), il ne contient pas d'acides uromniguss,
donc pas de rmicopulysaccharides acides, Sa nature 2ct donce
glycopeptidicue,

4 -~ Le pic 2 ne contient pas d'osamines mais scule-
ment des oses "neutres" et des acides uroniques. liais aucun
constituant n'étant révélé par le Bleu Alcian en dlectrophorése,

]

il ne doit pas slagir de mucopolysaccharides acides.

I1 renferme donc ou de l'tacide glycuronigue libre

ou des glycuronoconjugués de faible masse rwoléculaire.

5 - Par ailleurs 1l'!'étude de la composition en oscs
e

des différents pics montre que les pics I et II sont constitués
c¢e galactosc, de mannose et de fuccse (voir figure 26 ; page 142).
Ils sont donc bien de nature glycoprotéinigue
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Figure 26

Chromatographie sur papier des hydrolysats chlorhydriques des fractions 1 & 4
déasignées sur la figure 25,

Systéme solvant : pyridine/acide acétique/eau (1 3 2 3 2 )

Papier Whatmam n°1 . Durée de la chromatographie / 24 heures.

Révélation par le réactif & 1l'oxalate d'aniline .

Gal s galactose ; Glc : glucose ; Man : mannose ; Fuc : fucose ; Xyl : xylose ;
Rib : ribose. '
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Dans le pic B, se trouve un glycoside du glucose que

nous n'avons pas encore identifid,

C - CONCLUSIONDG

3 - .
Le fractionnewment sur Séphadex, s'il ne nous a pas

A:

apporté d'antité pure, nous a apporté des renscignements trés

L

ntéressants sur la composition de la prénaration gus nous

avons mise au point pour doser les glycoprotéines urinaivces,

1 - Le substrat de dcsages est en fait un nélange de

Fljrsptaccdacs Bl O BlinobRpCilnn, Weds eshie
mise au point ne nous géne nullement dans nos travaux de dosages
car il s'agit de composés apparentéds, dérivant probablement
les uns des autres, Nous isclons donc les glycoprotides totaux

de l'urine et non pas les glycoprotéines totales,

La nature glycoprotidique de notre fraction est
encore confirmée par le fait que l'on trouve, & cdté de pro-

28

(\

portions trés importantes de galactosc, mannose et fucoec de

guantités beaucoup plus faibles de glucosec,

2 - Probléme de la nature des acides uroniguss de

P Gen g T e S e B S e M W b e SN M e e ew e SR G SN M e e S e e S e R R e e G e e e e -

"1'adialysable" urinaire et du dosagoe des

o o .. o 020 T S e S e G S S G G G o S S e G e S G S G G e G e e

leCOuaﬂanleCannhSo

Le fractionnement sur Séphadex G-50 de ltadialysable
urinaire a, de plus, permis de mettre un point final a la
question restée en suspens, lors de la mise au point de notre
méthode d'isolement des glycoprotides urinaires, de 1l'instabi-

1ité du taux des acides uronigues.

Nous avions pensé, en effet, que les acides uroniques
adialysables étaient en totalité d'origine rucopolysaccharidi-
gue, Cette hypothése nous paraissait fort séduisante car si
elle s'avérait exacte, nous avions 1l& une méthode de dosage

des glycosaninoglycannes des urines,
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Or, 1

i3]

1 quantité d'acides uronigques présente dans notre

~

adialysable urinaire était bien supédrieure aux cuantités dlacides

uroniques correspondant aux glycosanminoglycanne

8 1
bromure de cétyl triméthylamuoniun (ou Cétavlion) utilicé par
ST 1BARANTE (41e0) 1A0TRAUX (411) et MTY L12)

XXZVIT ; page 145).

®

s

Hous en aviong déduit, surtout aprés l'étude critique
de I #22 AUTT (413) sur sz propre néthode que le Cétavlion ne .

précipitait pas la totalité des imcopolysaccharides urinaires.

In effet la méthode au cétavlion de I LANTE,

. . s \ Ao [ 05 g - - . s ’ o
appligquee a notre adialysable urinaire provogue une précipi-
tation de 35 p. 10C environ des acides uroniques totaux, ce gui
correspond aux valeurs du prdcipité de DI FE L-AIITE sur l'urine

totale,

La fraction surnageante de ce précipité Cétavlion trai-
tée par 9 volumes d'éthancl & - 70° C fournit un prdéecipité
renfernant une quantité d'acides uronigues adialysables au

»

moins égale & celle contenue dans le précipité Cétavion.

la fois des

g

Lt'adialysable urinaire renferme donc

acides uronigues précipitables par le Cétavlion et des acides
uroniques précipitables par 1'éthanol mais pas nar le Cétavlon,

l'existence de

Cethe exnérience nous avait sugzé

mucopolysaccharides acides sous deuzx formes @

1 - mucopolysaccharides 1ids a une séquence protidigue

précipitables par le Cétavlon et 1'éthanol.

on précipitable

w

o]

2 = mucopolysaccharides libres

par le Cétavlon,

o

it clest la mithode de fractiomnement de gel filtra-

v

tion sur Séphadex G-50 gui nous a pernis d'élucider le probleéme,



TABLEAU

i atate
LuD A

VIT

i
-
it
-y

Excrédtion des mucopolysaccharides acides de
1'urine hunaine dtaprés différernts auteurs
(expri:ée en nmg Glacide glucuroniqac)
tiode . ;s
Auteurs g Pel Mg pP.2%4 h
d'isolement
DI FPE2IANTE L,2 L,k
(1k) (1,2 &2 6,9) (1,7 a 6,8)
Précipitation
nar le MAROTEAUX (415) 2 & 2,5 -
Cétavlon
:“ 5
1,61 2
! 4 2y H . <
418) (0,04 & 2,4L) (1,1 & 2,68)

Précipitation

par 1'éthanol

"Adialysable®

uvrinaire

-
—
N

1

6!5)

\ LILLE
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Pour cela nous avons soumis & la chromatogranhie

- un adialysable urinaire

- un précipité Cétavlion obtenu & partir de l'urine
totale

- le surnageant du pré

c
tion des micromolécules par précipitation dthano-

lique.
1- Chropatographic de 1l'"adialysable" urinaire.

Nous avons vu pirécédermient qu'elle nous fournissait
deux pics décelables en UV & 278 ¢ riches en acides uronigues

- ?
et appelén A et B (figure 95 ; p. 124

Le pic A traité par le Cétavion donne un précipité

gui renfermz la totalité des acides uronicues du pic. Zn outre

°

il contient des osamines (voir tableau XXXVIII 3 p. 147) et
ltanalyse électrophorétique sur acétate dec cellulose nmontre

u
la présence de rmucopolysaccharides révélés par le bleu alcian.

Le pic B, paer contre, mal;rd sa richesse en acides
X { ) & | 4

uroniques, ne précipite pas par le Cétavion, ne renfer
l d'osamines et ne donne auvcune réaction avece le bieu alcian &

1t'électrovhorése sur acdétate de cellulose.
2~ Chromatograph

ZTlie ne fournit qu'un seul pic détectab

276 ?F’ coerresp ndant au volume

outre des oses "neutrcs!" et des
uronigues éguivalente & celle du pic A de 1'"adialysable" uri-

naire (voir tableau ZXXVIII § p. 147).

3 - Chrapatographic_du_surnzegani.Céfavien

FElle donne un diagrarile de fractionnement comparable

a celui de 1l'adialysable, avec deux pics A et B,




TABLZAU Z¥VIIX
Composition centésimale des fractions obtenues par

cr

i
gel filtration sur Séphadex G-50 a pzrtir des extraits

urinaires prépards pa:
= : 1 i acides acide "
Tractions oses "neutres . b o osamines
uronicues sialique
pic A 10,88 3,43 10,19 L,11
idialysable
urinaire |- = = =] m—— e e d e e e e s e = e e e
pic B 3,23 L,k 0o o
N
— L - - 2
Préecipite
]r”? 3,1 7’0 6,b
Cétavlion
Surnag eant| pic A 14,25 0,6 121 k,36
Cétavlion
— ot i - ———— - e — — s— i e— . —— . —— — R — ———— —— —— ————
- frod st ;.-, i
pic B 542 5,4 0 0
/SIU’I\
(BiEe >
) (53




Mais le pic A est beaucoup moins irmportant, il ne
contient pas d'acides uroniques et le taur en osamines est

trés (voir tableau XYXVIII ; p. 147).

Le pic B, par contre, a une corposition équivalente

il renferme deg acides uroniques mais pas d'osamines,

A titre comparatif, nous avons tracé les diagrammes
d'élution des acides uromigques de l'adialysable, du précipité
Cétavlion et du surnageant Cétavlon (figure 27 3 p. 149}, Pn
accord avec les résultats du tableau XXXVIII (p. 1L7), on
voit que les acides uroniqgues précipités par le Cétavion (cor-
respondant donc zux rucopelysaccharides acides) sont retrouviés
dans le pic A de l'adialysable urinaire, Guant au surnageant

5

il ne contient gue des acides micromoléculaire du pic B.

CONCLUSION

La chromatogranhic sur Séphadex G-50 nous a Jonc

permis non sculement e confirmer la valeur, un instant contes-

tée, de la méthode de précipitation des mucopolysaccharides

i

acides par le Cétavlion de DI FERRANTE (417), mais aussi d'ex-

pliquer l'exces dl'acides vroniques de l'adialysable urinaire.

A coOté des acides uroniques rmcopolysaccharidiques,

qui existent en quantité constante, nous trouvons unc guantité

dgale et méme supérieure d'acides uroniques l1liés sous forne

- V4
de glucuronoconjugués de nature micromoléculaire,

Ces derniers existent en quantité variable, ce gui
nous donne lcs larges fluctuations rencontréess dans le dosage

de ces conposés,

ao
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...... précipitée Ceétavion

surnageant du preécipitée Ccétavion

Figure 27
Comparaison des diagrammes d'acides uroniques obtenus avec l'adialysable urinaire du précipité

alcoolique, le précipité Cétavlion et le surnageant du précipité Cétaviom.
En abcisse : absorbance des colorations donndes par les acides uroniques.

En ordomnée s quantité d'acides urvniques en lel.
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5 - CCNCLUSIONS GIMNERALES

Par ces travaux exposés précédemizent, nous avons vu

comment a été mise au point une méthode reproductible de

précipitation quantitative des "macromoldcules" de 1l'urine.
d

Ce matériecl de ounis a diverses tentatives de

D~
S
0]
e
ﬁ_
1)
O
d—
6]

fractionnerient 3§ Elles ne nous ont pas donné de résultats bien
satisfaisants en cc sens que nous ne soryies pas parvenue a

isoler des entités pures corme nous l'espérions au départ,

1 - Ils nous ont permis d'isoler des fractions parti-
culiérement riches en glucides et moins hétérogenes que les
autres, Il s'agit du pic 7 obtcnu par chromatographie sur Jowex
et du surnageanv S, obtenus respective-

90 9

nent par le fractionnement a 1!'éthanol et au sulfate dl'ammoniun,

' X Lk, du précipité P

Les premieéres tentatives de sous-fractionnement de
ces fractions nous laissent espérer que l'emploi combiné des
procédés de fractionnement chromatographique et dlectrophoré-~
tique, nous donnera la possibilité d'identifier des entitdés gly=-

coprotidiques bien définies dans les urines.

2 = La chromatographie sur Dowex 1 X 4 a pernis
d'apporter une solution définitive au problime du xylose urinai-
re. I1 est d'origine rmucopolysaccharidigue, ce gui est en
accord avec les travaux de BO0DEN, Il est donc bien rattaché

au métabolisme des glycoprotéines,




3 - Enfin, la chromatographie sur Séphadex G=50 nous
a fourni de précieuses précisions sur la composition de notre
substrat de dosages, Il s'agit non pas uniquenent de glyco-
protéines urinaires mais d'un mélange de glycoprotéines ot de
glycopentides, qui se séparc cn deux fractions différentes

au cours de la chromatographie,

)
-
o]
1)
ot
c
H
o

Notre "adialysable" urinaire est donc de

glycoprotidigue.

appris

&

Par aillicurs ce node de fractionnement nous
que les acides uroniques gque nous dosons ne sont pas seulerent
d!origine mucopolysaccharidique puisqu'une fraction importante
(plus de 50 p. 100) est de nature micromoléculaire (pic B).

C'est donc ce qui expiique leur instatilité,., De plus nous

avons pu ainsi confirmer la valcur de la méthode d'isolemcnt

et de dosage des glycosaminoglycanncs de PERRANTE (h1o,°

Le grand intérét de ces études de fractionnement

a donc été do nous éclairer sur la nature des produits isolds

£

par notre méthode de précipitation,




IT APPLICATICONS AU SCSAGE BT A LA COLPCSITION MOLATIAE

~ e AT TSR T VY YT T e e o SR & v B ot s 1 o
IEG GLUCT.ES GLYCOPHOTI I .T-ru Db XIN O

MNous avons appliqué notre méthode reproduc
PE 1

d'isolerment des glyccoprotides urinaires a 1! ude st
des urines normales. En effet, nos propres résultats

en mg par litre d'urine présentaient, d'un individu & 1'autre,
une trop grande dispersion malgré toutes les andlicrations
apportées et exposédes précéderment, lictre but dtait d'obtenir
des résultats beaucoup plus constants qui puissent servir de
point de comparaison dans l’étude des urines pathologigues,
Mous avons donc pensé calculér le taux des glycoprotides des

urines en gg par 1'élinination par 24 heures.

Puis nous avons étudié 1l'influence que pourraient
avoir des facteurs tels que le sexe, 1l'dge, l'alinentation et

ltactivité svr le¢ taux des glycoprotides.

A cette dtude de 1'élimination guantitative des
glycoprotides des urines de 24 h chez des individus sazins,
nous avons ajouté 1l'an=alyse chromatographigue et la coumpositicn

molaire des glucides glycoprotidiques isoclés.,

Enfin, dans un but de biologi:z comparée, nous avons

-

égalerment analysé guantitativerncnt et qualitativerent les

glycoprotides des urines de différents Mammiferes.




dtudié de

LES URINES BUIZATIIES

Cette fraction concerns, nous le raprelons, le

O
dthanolicue dialysé (figure 10 ; p. 103 ).

A - ETUDE STATISTIQUE DES UIINES NORMALES O 24 HREURZS

Pour les raisons exposées ci-dessus , nous avons

facon staticstique la composition en glucides glyco-

protidiques des urines de 24 h. de sujets sains.

doser les

Pour réaliser ce travail, nous avons entrepris de

urines de 24 heures de 50 hories et de 50 fanmc

-

-

Bgés de 20 & 50 ans (c'est-a-dire & la période de plénitude

physique)

de 1Llelirm

de toluén

« De cette facon nous avons pu étudier la censtance

ination des glycoprotides par 24 h,
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- 1'urine fdu lever est rejetde. On notve 1'lheurve

- puis toutes les urines de la journéde sont recueillies
s

et on y joint l'urine du lendemain matin, prélcvée

2t h, aprées 1'élimination de¢ l'urine de la veille,

Toutes les urinass sont recueillies sur un mélange

p e

e - chloroforric =t maintenues a2 4° C,



s oses "neutres" ont été dosds par la méthode

colorinétrique & 1'orcinol sulfurique de TILLIMATIS et FPEILIPET
(419) modifiée par EFIINGTCH (4£20) (voir p.195 ) ; los acides

ronigques par la méthode au carbazols sulfurigue de DISCHAR

(#21) (veir p. 197) en utilisant les formules de correcticn
décrites p.197 et p. 198

Les acides sialigues ont été dosés par la méthode
(L22)

(voir p. 195 ), et les osagineq par la mdthode coloriﬁétriqu: a

colorimétrique & la diphénylamine de WIRNER et 0L Il

la p.diméthylaminobenzaldéhyde d'ZLSON et MO=GAN ( 423), (veir
page 200},

1 - RZSULTATS
Nous avons rassermblé nos résultats dans les tableaux
XXXIX (pe 153 et XL (p. 156 ), en calculant pour chaque lot deo

50 urines les variations des valeurs noyennes des dosages ot des

S

U

écarts-type sur les cing premicrs cas, puis les dix premiers on

allant ainsi Jjusgulau cinguantidme cas,

Leur examen nous montre que 1) la concentration des
constituants glucidigques des glycoprotides urinaires est

homogéne quand on raméne les vésultats & 1'élimination par

6]
3
5
ct
Q.
®
o
4
o'
1)
23
*
O
4]

2Lk h,, surtout si 1'on comsidére cqu'il

biologiaues.,

L'élimination guotidicnne des oses, de llacide
N-acétylneuraninigue (ANAN),des osamines conjuguds est assexz

réguliérce pour constituer unc constante.

Hommes ¢ oses "neutres" = 69,23 L 10,63 mg
AITATT = 51,94 I 7,32 ng
osamines = 37,64 ka 5,02 nmg

Femmes : oses "neutres" = 59,40 2 10,23 ng
ANAN = L3 I 7,82 ng
osamines = 31,&3 =z 5,08 mg
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On peut cependant remarguer cu'il existe unc l1légére
différence suivant le sexe, les taux d'excrétion chez la
étant plus bas que chez ithomme.
La constance est encore plus dénonstrative au niveau
des rapports entre glucides, notamment dans le rapport
oses "ncutresg"
ANAN
oses "neutres" +
Hommes = = 1,33 =~ 0,106
ANAT
oses '"meutres"
+
= 1,87 = 06,182
osamines
Fernmes = oses "neutres" + ;
o S i 1S = 1,376 = 0,121
AMAT
oses '"meutrcs" 4
= 1,92 «~ 0,171
osamines
La différence constatée entrc homme et femme dans los
taux des glucides devient trés réduite dans les rapports.
Par contre, le taux des acides uronigues ainsi qgue le
oses "meutres . 7 ' iy
rapport . - reste soumis a d'assez grandes variations.
acides uroniques
Cette inconstance vient, nous l'avons vu p. 143, du fait gu'il
subsiste dans la fraction macroroléculaire, malgré 1l'associntio-

de la dialyse a la précipitati

conjugués non glycoprotidiques

N =
2) Par ailleurs les czlculs de
les valeurs se stabilisent,

a partir du 15&me et 20é&nec

L4
@taa

on ncligue, des glycurono-

gui n'ont pas été élininds,

1técart-type nous montrent que
néne pour les acides uroniques,

cas .




CONCLUSIONS

Nous pouvons donc conclure & la constance de 1'41i-

ation journalieére des glycoprotides des individus se

;.4.
B

Us

de 20 a 50 ans. Soulignons gue ce travail n'a été possi

£

'3
p
o]

grice a la mise au point de notre méthode d'isole

d‘
2,
@
6]

glycoprotides .

.

I1 était nécessaire car les résultats apportds par

les différents auteurs qui ont travaillé le ménme sujct ne sont

pas concordantes, coumpcrtent des lacunes et portent sur trop

peu de cas.

2 - DISCUSUI N

1 - Znn ce qui concerne le dosage des hexoses, les
valeurs trouvées par HAMERIZN et al (L424) et BERGGARD (L25)
recoupent mais sont trés inféricures aux ndtres. Far contre
celles trouvdées par XKING et =l (L426) sont similaires (77,6
19,1 mg) mais leur étude ne porte que sur une 4i
et la dispersion des résultats est trés grande (de 29 & 9

par 24 n)..

zadine de cas
1

s 95 mg

~
[

1% sage
du fucose nous ne l'avons pas déterainé, Mais HAIDRILAN et al
(L27) et BERGRATD (428) donnent les mémes valeurs (7,6 ct 7,1
mg par 24 n).

3 - Les rédsultats trouvés pour le dosage des acides

ialigues sont aussi trés différents suivant les autcurs..

HAVERIMAT et al (429) pas sfirs de leur présenca ne les dosent
pas.

Les autres auteurs ont des valeurs trés différentes

(s]

et trés dlopcrsees (BERGaARD) (430) 25,4 mg par 24 h (KING et _al
(431) 40,7 ¥ 7,5 =g par 2& h avec unc veriation de 28,26 2
47,9 mg ; nous-méme dans nos anciens travaux de 2C & 40 uz mmr

2L n, (JOUBET) (L432).




L - Seules le¢s hexosamines ont des valeurs cohérentes
chez les différents auteurs (HALRIAN et al.) (433), (KING st _al.)

(BoAS) (k5%), (xING et WirTOCK) (435),(3 BIREGL D) (436)2:25 & 28 wg
par 2L h). Mais 14 encore chez XING et al. (%37) on constat

.

une grande dispersion de résultats (13,75 & 33,30 ng par 2k h}.
5 = Quant aux acides uronigues, les rdsultats sont
trés fantaisistes, limais la plupart des auteurs ne les dosent
pas, par exemnple KING et al (438) gui les tro
trés instable. HAINTUR: AIT gimgi. (439) ne sont pas sirs de leur
méthode et avancent trés prudesment la valeur de 3,59 mg pax
24 h nais avec beaucoup de restriction, Nous=-m&ie, dans nos
anciens travaux (GOUBZT)(44C)), avions une grande dispersion
(de 6 & 35 mg par 24 h - valeur moyenne = 20 ng). Mais nére
dans nos travaux statistigues, nos résultats restent assc® peu

constants, conparés aux valeurs obtenues pour les autres oses,.

I1 est cependant 2 noter gque, hormis dans nos derniers
travaux, aucun auteur ne tient compte de 1l'intexrférence des
acidesfironiques dans 1le dosage des oses '"neutres" qgui sont donc

dosés par excis.

Gréice a 1'élimination de différantes causes d'erreurs
o}

dues aux dosages et aux meéthodes de préparation des glycopr

des urinaires, nous somres parvenued doser correctazznt les
différents composés glucidigues des glycoprotide: urinaires.
Cette expérimentation nous apoorte des valeurs “"statistigques" de

référence que nous pourrons confronter avec d'autrss résultats

notamment en pathologie.

Cependant, nous avons voulu vérifier auparavant
ltaction de certains facteurs physiologicues corre 1tége, 1le
sexe, l'alirmentation et l'activité et voir s'ils affectaient
les moyennes déterninédes ci-dessus. C'est ce qui fait 1l'objet

du paragraprhe suivant,.




B - INFLUZIICE _3 FTACTZURS FEHYSICLOGIQUZLS SUR
LYILIVTNATION OBS GLYCCEAQTISES URINAIRES
Nous exarninerons successivement leg résultats que

nous avons obtenu en dosant les constituants glucidigues des
glycoprotides des urines de 24 h, en fonction de 1'age (urines
d'enfants, urines de viecillards), du sexe (influence du cycle

3

oestral chez la femre), de la nutrition =t de 1l'activité,

1 - fluence de 1'dge

Nous avons étudié précédermment les urinec d'individus
adultes et en pleine force physique. Nous avons donc examiné

ans) et d'autre part des

d'une pert des urines d'enfants (2 a

16
urines de personnes dgées de plus ds 60

a~ Urines d'enfants de 2 & 16 _ans

HNous avons procédé de la néme fagon gque pour los
esultats des urines d'adultes. Nous avons dosé les constituants

lucidiques des glycoprotidcs dfenviron soixante enf
g P i

»

deux sexes agé

A

de 2 & 186 ans,

U)

Les résultats sont consignés dans les tableaux XLI

(pe 161), et XLIT (v. 153 .

I1ls montrent gque chicz les cnfants le taux des glyco
protides croit réguliérc.ent avec ll'édge et rejoint leo taux des
adultes & 1'dge de¢ la puberté (vers 12 ans), On n'observe pas
de différences significatives entre les filles et les garcons.
Par aillzurs, si le taux des glycoprotides varient
avec 1l'édge, es rapports entre les différents constituants

glucidiques restent constants,

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus pour

la composition molaire en oses '"meutres',




TABLZAU LI

‘ Elimdination journalicre en ng des
clveonrotidiounes “les urines de zarcons Ao08s
glycecprovialguieds eS8 urines e ga > 0118 ages

de 3 & 16 ans.
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TABLEAU XLIT

Bliminetion journalidre en =g des glucides

o
glycoprotidicues des urines de filles &gdes
de 2 & 15 2ns. ’
..—.-—?.u.—.» S 1 e o M vt ..._...i
L OCses Acide Osamines Acides Oses Oses ~£FCS%
aee 'hGUtreStsialique totales | uronigues AS Csawmines AU |}
e e ——————t A ,...V-..._,.-. (--..__4.,-é
2 27,76 = I 16,48 6,18 1,29 1,69 4,57 L
— - e - ——— o ‘%2
3 28,00 20,81 15,66 5,94 1,34 1478 L, 67 |
¥
: ’ .E 29 1 nwg 20 1 ;L 1 5 r i
& 31,93 233016’ ; 1“,*/ s ’j) ’7.) b,?/ g;
1
!
5 314-,07 25929 22,78 7,&0 1,35 1,52 L.'L, D2 ‘|
} 5 30, 85 23,2k 19,72 6,50 1,33 1,57 b, 60 %
l . . - ol s
\ 7 36,83 27’15 22111'0 91“;3 1)j:r 1 g U L:*,ﬂi‘é
8 L 22 33,99 26,31 10,%k2 1,31 1469 L,28
| o
( 9 43,12 | 35,92 27,58 9,72 1,20 1,561 T
. 10 13,78 33,56 26,63 10,45 t,35 1,59 a2
! .
11 56,30 1 43,90 34,76 11,20 1,20 | 1,6! 5,03
! -
‘ > Ly Mg . }ooy
} 12 58,9 16,34 35,:73 13,561 1,28 1,70 Lk, 43
|
| _ - :
13 50,97 38,4k 27+ 37 12,86 1,32 1,86 533
Y 52,70 39,09 28,53 10,90 1,36 1,8l 5,34
| N
l ! i RIATHR
| \ pLint

et



galactose
glucose
mannose
xvlose

fucose

10
2,3
5,5
G,7
L,2

qui ne wontrent nas de modifications inportantes avec les
1

résultats obtenus pour les adultes (voi:

=
S

Commie précédemment nous avons dosé les urines de

24 heures de personnes des deux sexes, agées ici de 50 & 85 ans.,

Les résultats figurent dans le tableau XLIII (p.164 ).

On peut voir gqu'il n'y a pas de variations signi-
& X |51

@

o)
ct

ficatives du taux des différents glucides conjugués gue 1o
linites des moyennes statistiques établies pour los individus
Ces résultats t également

sains et physiologigquement stables, son

confirmés par 1t'étude de la composition molaire en -osecs
"neutres" (tableau XLIIT ; p. 164) seule la composition en

glucose est modifiée Tortemsnt mais cela atteint plus les
es gqui ne renferment pas de

glycopeptides que lcoz glycoprotéi

glucose.

2 ~ Influence du cyclc oestral chez la femme

Les urines de femme sont chargées d'hormones gona-

Ds

dotropiques eon guantité variable selon le cycle oestral, llous

G

avons donc voulu vérifier si cette quantité d'hormones fluc-

tuantes influait de fagon importante sur la concentration cn

glycoprotides.

Pour cela, nous avons recueilli des urines de 2 h
de trois femmes différentcs de fagon rdéguliére pendant deux mois
consécutifs et nous avons dcsdé les constituants glucidigques des
de l'une de ces <Studes sont

165

glycoprotides. Les résultats

consignés dans le tableau XLIV (p.
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- 3 ™
TABLEAU XLIV
Variations des glucides glycoprotidigques
urinaires en fonction du cycle oestral chez la fermnme
(exprimés en g par 2L heures)

wr‘
‘ — ——
|
‘ Oses Acide Osamino s Acides Oses Oses Oses
i meutresh|sialique| totales |uroniques A8 OSA AU
!
1ler jour |47,83 32,00 27,35 6,90 1,49 1,74 6,89
S&me jour | 52,17 38,00 31,45 8, 40 1,35 1,70 6,23
7éme jour | 49,80 33,63 28,35 720 1,48 1,74 6,50
|
;
9&me jour | 43,72 51,90 28,10 5,12 1,37 1,7k 7,90
| ' ' '
|
teme jour | 54,20 37,48 15,73 5,63 1,40 2,05 Sy
- o
321718 ‘]'O'U.I‘ 55,27 JZQOO 28729 7,95 1’251 1’95 6,95
'Bime jour | 53,49 36,53 35,22 7523 1,46 1,78 7,40
7eme jour | 46,82 27,97 2k, 88 5,51 1,38 1,386 7,08
- .
|O&me jour |%2,33 39,30 32,60 7,69 1,33 1,85 6,81
| - ‘ .
2me jour |52,95 34,30 33,23 5,95 1,44 1,82 2,25
J
=
5me jour | 56,10 38,86 31,56 5,85 1,45 1,79 8,27
‘ i
‘7éme jour | 51,70 82,48 27:75 5,80 1,49 1,87 8,91
| P i
|MOYENNE 51,40 35,12 28,71 6,79 1,46 1,79 7456

\
1
i
1
ﬂ
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I1ls montrent qu'il n'y a pas de variations si-nifica-

tives. On peut méne noter au pessage la constance assez remar-

guable de 1llexcrétion urinaire chez un méne individu.

Nous pouvons dornc conclure de cette étud

1,

e
oestral n'intervient pas dans les variations gue 1l'on »ourrait

enregistrer dans unc urine de fermnie.

3 -« Influcnce de 1ltalimentation

Nous avons voulu véri

4=

ier gue, si l'alinentation in-

T
fluait fortement sur 1'éliminati des glucides libres (voir

origine des monosaccharides de la fraction dialysable, Dp.

111 )

il n'en était rien en cc gui concerne les glucides conjuguds
nes

des ur o« C'est pourquoi nous avons sounis différents indi-
d a divers régimes alimentaires @

1 - un régimne a surcharge glucidique
comprenant une ingestion massive de sucre,

tures, dattes, miel et biére.

2 - un régiic & surcharge protidicue

0
o]
B

]

fude
1

comprenant exclusivement des ceufls, de la viande,

du poisson et <du fromage.

s - rd e .
3 = un regime végeétarien
composé uniguenent de fruits, tomate, carotte
salade et thé,

e

Nous avons rassernbld les rdsultats des dosages de
glucides conjugudés dos urines de 24 h dons le tableau XLV
7
( 1:7).
Nous avons établd également la composition aolaixr

oses "meutres" gui figure dans le tableau XLVI (p.168).

L'exancr de ces résultats montre que llalimentati
n'a pas d'influcence sur le taux d'élimination des glycoprot

des urines,

o1L

ides




TABLEAU XLV

Elirmination journaliére en ng des glucides glyco-
- 24 o 5 > TR i SIS TR (g s P .
protidiques au cours de diffdérents regimes alimentaires.,

1
Régimen % Oses Acide Csamin es: Acides i ﬂsgs Oses i Uses !
o gﬁmmmﬁ'miu@mqtomifﬁmmmﬂma AS ~OSA AT
e = ‘ S Tasasuass sasmummany
Surcharge ; ; i
clucidligue ' !
avanv | 5o on | 29,25 | 26,54 | 11,27 1} 1,29 1 1,91 } 4,50 |

4 ¥
reZime

28,78 10,47 1 40 19S 4,95 ?

pendant| 51,70 6,82 " = 2
e r;j;ime 55, Y 40,‘1‘}' 503 o3 11 ,CJO , 27 ,Uq- b 4—, 63 ;
| aprés | 58,6 | 43,25 130,72 | 12,41 || 1,35 | 1,91 | &,72 |
| régine | 55 41,90 | 29,72 | 10,20 || 1,37 1,55 | 5,47
ESulcharg:e
| protidigue
»
avent | oo 54,60 | 36 13,8 1,19 | 1,78 | 4,7
! I‘égime 6/,/10 ,-36 5 955 D v 9 17 ,7 g
? — . - o~
pendant| 57 41,)0 30,20 | 10,20 1923 1,7? g,gg
réoime | 58,25 | 48,80 | 33,50 10,17 1 19 14 74 9575
\ a@r&s 57,50 | 46,2 32,90 9,70 4424 1,25 ?,9?
f réoine | 61,40 +/,b )/,80 11,90 1,24 Ty 5,17
s
{Heflme
veretarien
avany S o . P o o
1‘('L:gime 0_7),5_2 50,’]7 55,51 o460 1,26 Gy 7 /,7(

. PO S——

p@n@ﬂnb 50395 43,5& ?8,60 15,;? 1517 1,:; é’f‘
résine | 50,30 | Z4,44 | 22,02 | 10437 1,17 1,83 | 5,9
_—
apres 55,20 | 44,16 1 32 , 62 Y, 24 4,25 1,69 Z,QT i
i j ) ~ T Z 00
rézine | 56,04 | 44,13 (,,62 14,28 l Ry 1,79 | 3,90 N
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It = Influence de 1l'activitdé

Nous avons recueilli des urines de 24 hecures sous
forme de fractions au cours de la journée, Un cffort rusculaire
inportant y a été réalisé (course a pied de 10 kilométres cn-
viron). Nous avons effectud les dosages glucidigues totaux
sur chaque fraction et calculé pour chagque fraction le ddbit
horaire.

Les résultats sont rassemblés dans le tableau XLVIT
(pe 17C)+ Nous constatons, & l'examen de ce tableau, une aug-
mentation du taux glucidique dans le débit horaire aprés ltl'ef-
fort, ce qgui semble correspondre a une augnentation du taux

des glycoprotides.,

Mais 1l'urine totale de 24 hcures reconstitude et dosde
ne nontre nas d'augmentation significative du taux des glucides

conjugués.,

Donc si 1l'effort musculaire intcnse semble provogquer
une légére augmentation du taux des glycoprotides, cette aug-
mentation s'inscrit dans les linites des constantes d'élinina-

tions

Cette étude nous avait été inspirde par les travaux
de TAYEAU, JENSEN ot REISS (441) gui ont prouvé quec lec phéno-
méne d'obstacle de OCHAGGIO était 44 uniquement & des variations
quantitatives des glycoprotéides urinaires.

o

Guant & POCRTI.AUS et VAN KZRCHOVE (L42) leur étudc
est trés semblable & la nbtre mais leurs résultats ne portent
que sur les fractions urinaires recueillies juste avant ct
aprés l'effort, De plus ils ne se sont intéressés du point de
vue quantitatif gu'aux dosages des protéines. Il ne nous est

donc pas possible de les comparer aux ndtres.
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TABLZAU XLVII

Variations glucidigques (en mg par quantitd
d'urine éliminée dans chaque fraction) des glycoprotides

urinaires a la suite d'un effort rusculaire important,

‘ URINE I

Fractions Oses Débit Acide |Débit Clssnndiis Débit | Acides | 0ébit
o '"meutresihoraire|sialiquefhoraire ' horaire |[Uroniqued horaire
BT N
‘+ a 10 h 13’61 Q-LBQ. 13’04 11_22 7’95 _2_3__2_2 3,19 _(;L,_Q_l
\ B IT
|10 - 1L n | 18,62 2,90 16,42 2, 5% 9,13 1,41 5,61 0,86
|
Lprés effort ,
| FITT 5,18 3,45 5,46 3,64 2,95 1,96 1,43 0,95
1L & 16 h
|
| ™ T )
;1S*AL;Q h 19,36 4, 8L 17,66 L, b1 8,12 2,02 L,73 1,18
‘ i
PV ) . ;
}20 hA7n 18,47 | 2,17 14,91 1,75 10,58 1,24 3,71 0, L4k
Urine = : —
totale 808 7C, 5 43,22 20,96
| i
URINE II
‘;a res effort 1
e 9,28 | 3,00 | 7,37 | 245 | 4,82 | 1,61 | 2,23 | 0.7k
;
| P OIT 13,85 L6 11,39 | 2,85 7,04 1,76 3, 8 0,56
. TIT 8,23 4,12 7,60 3,80 L,01 2,00 2,19 1,09
P IV 10,93 2.3 9,61 2,40 6,75 1,69 2,32 0,58
Y 25’93 .2_4.16. 22’1 _2;.&-9_1_ 15992 J—Llﬁ 1'189 | .Q.J..LL.
- - .
Jrine ‘
) ‘ Ll K¢ o i B e
totale 67,k ‘ 56,32 36,24 14,75 fﬁﬁ?\
\ L‘».})
\: ey
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CPNCLUSIOLQ

L'anplication du procédé original d'isolenent des
glycoprotides urinaires & 1'étude systématique des urines de
2L h, d'individus sains de 20 A 50 ans nous a conduit & des
valeurs constantes qui vont nous servir de référonce en

ifié que des fac-

o~

recherche appliquée, Hous avons, en effet, vé

ks

teurs telis que 1lt'ége (urlnuu d'enfants et de gillﬂrdu), le
sexe (variation du taux des horrmones lides au cycle oesstral
chez la femme), l'alirentation et l'activité (influence de 1la
fatigue) ne provogquaicecnt pas de variations importantes dans le
taux des différents glucides conjusgués. Les légéres différences
que l'on peut enregistrer rentrent, en effety dans les limites
des noyennes statistigues établics pour les individus sains et

physioclogigueizent stables.

iR ;D NTIFICATION

Nous avons procédé selon les méthodes décrites

dans l'appendice technigue (p. 201 B Pe 209).

NMous rappellerons que 1l'hydrolyse des oses "ncutres"
et des osamines est guantitative, celle des acides uroniques
et des acides sialicues est d'une part incompléte et d'autre
part s'accompagne d'une destruction particlle de ces composés,
La détermination de la composition molaire concerne uniquonient

les oses "ncecutres" et les osamines.,
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1 - LES OSES "NDUTRES"

.

Nous avons déterminé la composition molaire en oses
"neutres" des préparations glycoprotidiques a partir de 30C ng

d'"adialysable" urinaire lyophilisé, par le procdéddé de DATE

~

(443) modifié. Nous avons également utilisé la méthode au
cyanurc de MONTREUIL (4hLk4) modifié., Les résultats obtenus
sont rassemblds dans le tableau XLVIII ; (pe. 173) et illustrés
par les figures 28 et 29 (p. 174).

Nous y voyons qgue lcs glycoprotides urinaires ren-
ferment du galactoce, du gluccse, du mannose du xylose et du

fucose.

Ces résult?£g50g?£ﬁrﬁent ceux de MONTREUIL (Li5)
MONTREUIL et BOULANGER ot BISERTE et al (L4486)., Cependant 1a
présence du glucose et du xylose n'cst plus une énigne. Le
glucose provient des glycopeptides que 1l'on isole au cours de
la préparation en mé-c temps que les glycoprotéines (voir le

fractionncrient sur Séphadex Gm50(p. 138 ¥s

Quant au xylose, nous avons vu (p. 126) qu'il dtait

d'origine mucopolysaccharidique.

Cenendant notre nrocédé d'isolement des glycoprotides
a réduit considérablerent la guantité do xylose trouvée 1 ces
le

A,
auteurs dans s urines humnaines ¢t surtout a permis de la

stabilisecr,

ar ailleurs, nous avons pu voir gue la composition

molaire en oses "neutres" nlest af

&
P. 163 et pe. 164 ) ni par le régime alimentaire (veoir p. 168 )




TABLEAU X VIIT

Composition molaire en glucides des adialysables

d'horrie et de fermme adultes (pour 10 résidus de
galactose)
; ' : - )
H Horuue H Ferune
GAL : 1C : 10
GLC ; 2:5 ; 2355 g
MAN : 5,5 1 547 )
XYL 0,7 . 0,77
! PUC : L,3 : L
| AT : 3,5 3 53,7 ’
e S S !
AlSe ; 8,8 X 8,9 3
Glc NWH, : 8,22 $ 8,46 i
2
Gal NH2 ; 2,7k ; 2,80 )
! Glc NHZ s : 3
| - . 3 H 3 ]
| Gal NH, i

GAL : galactose 3 GLC : glucose, ANl : mannose, XYL : xylose

MAN ¢ mannose

A, U 3 acide uronique
A, S : acide sialique (acide Neacétyl-necuraninique )
GlcNE, : glucosamine

’ GalNH2 2 gdlactosamine
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Figure 29

Figures 28 et 29

Chromatographie des oses "neutres" comstituant les glucides glycoprotidiques
des urines humaines.
Hydrolyse par HC1 1,5N & 100°C pendant 1 h 30.
Systime solvant : n-butanol/acide acétique/eau (4 s 1 ¢ 5 ).
Papier Whatman N°3 , Durée de la chromatographie : 48 heures.(figure 28).
Systime solvant : pyridine/acétate d"éthyle/eau ( 1 : 2 31 2 ).
Papier Sleicher etSchiill 2040 b, Durée de la chromatographie : 18 heures
(figure 29).
Révélation par le réactif & 1l'oxalate d'aniline.



2 - LES OSAMINZES

~

Les urines huriaincs renferrent un mélange de Zluco~

samine et de galactosamine.

Ltidentification de celles-ci ont été effectudes sur

la base des résultats expdérimentaux suivonts

1= la dészuzination oxydative donne de 1l'arabinose
o yxege ,
ct du wxxlsése (figure 30 ;3 p. 176).

2~ la chromatographie sur cclonne de Dowex 50 selon
GARDELL (447) fournit deux pics, le premier correspond & 1o
glucosamine (et clest le nic majeur dans toutes les urines que
nous avonsg étudiées), le deuxiénme correspond & la galactosanin

(figure 31 3 p. 177).

3~ 1'électrophorése des osarmines N-réacétyldées qui
seule permet de séparer la N~acdétylglucosariine, la N-acétyl-
galactosanine et la N-acétyl-rmannosamine, révéle la présence d
Neacétylglucosaine et de N-ac ‘tylgalactcsamine (Figure 32

p. 178).

lucosarnine 5 )
Le rapport © a été calculé a partir de 1

galactosariine

OATY

chromatogra-hie sur colonne selom GARJELL,

I1 est dégal & 3 chez lthomme et la ferme adulte

(tableau XLVIII ; p. 173).

RELARQUE

Ce rapnort subit des modifications en fonction

de l‘ége.

e

e
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Figure 30

Identification par chromatographie sur papier des osamines de l'adialysable
de 1'urine humaine par désaminatiop oxydative par la ninhydrine - méthode de
GARDELL et coll. (448) .

Systime solvant : n-butanol/acide acétique/eau ( 4 1 1 1 5 ).

Papier Whatmen n°3 .Durée de la chromatographie t 48 heures.

Révélation par le réactif § 1l'oxalate d'aniline.

Ara 3 arabinose . Lyx : lyxose.



AT~

D.O.

HOMME

Glucosamine

Galactosamine
mil
140 150 160 170 volume
Figure 31

Chromatographie selon GARDELL (449) sur colomnne de Dowex 50 des osamines
de l'adialysable d'urine humaine.

En abeisse : nombre de fraections .
En ordomnée 3 absorbance des colorations donmées par la méthode d'ELSON et
MORGAN,




Figure 32

Comportement électrophorétique des Ntacétylosamines obtenues par la N-réacétylation
des osamines libérées par hydrolyse chlorhydrique (HC1 4N, 100°C, 4 heures) de
1'urine humaine.

Electrophordse réalisée en cuve en "toit" .Tampon borate de pH 9,2 & 10 V/em
pendant 4 heures.

Révélation par la réaction A'EHRLICH "indirecte".

T 3 solution témoin de N-acétylglucosamine( GleN-AC), de N-acétylgalactosamine
(GalN-de) et de N-acétylmannosamine (ManN-dc) pures.
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Chez les Jjeunes enfants, il diminue, Ce résultat
stexplique par le fait d'une augmentation de la quantité de
galactosamine accompagnée cd'une dindnution de la guantité de
glucosamine, ce gui provogue un abaissement du rapport jus-

qu'a 1,80 (figure 33 ; pe 180).

Par contre, ce rapoort augmente trés sensiblemnent
chez les vieillards Jjusqu'a atteindre la valeur de 4,33. Cette
augmentation est due essentiellement & un abaissemnent du taux

en galactosamine (figure 33 ¢ Pe 180).

Ces variations sont probablement en relation Jdtreoite

avec le taux des glycosaminoglycannes.,

3 - LES ACIJODS SIALIQUES

L'identification des acides sialiques par chromato-

graphie sur papier montre gue les urines hunaines contiennent

uniquernient de 1l'acide N-acétyl neuraninique (figure 39 ; p. 190 ).

I - LES ACIOES URONIQUES

Nous avons utilisé les méthodes décrites p. "
Nos préparations glycoprotidiques, comme le montre la {igure

L1 (p. 191) contiennent uniquenent de 1l'acide glucuronique.

Bien gque les urines renferment de ltacide iduronigue

1ié au Dermatane sulfate nous ntavons pu le mettre en
P

évidence directement. Il faut pour cela des fractions enrichies

en ce glucosawminoglycanne,

‘ CONCLUSICNS

Les glycoprotides des urines humaines renferment
donc du galactose, du glucose, du mannose, du xylose et du

fucose corme oses "neutres",
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Ils contiennent en outre des composés acides cormme
1'acide glucuronique et l'acide N-acétyl-neuraminigue et des

composés basiques comme la glucosamine ot la galactosamnine,

Les mdéthodes de¢ dosage chronmatographique nous ont
pernis de déterminer la composition molaire en oses "meutres®
et en osamines,

Nous verrons dans les pages suivantes les résultats

&
gqu'elles nous ont donndées dans 1l'étude des urines de Mammiferes,

LES URINES DE MAMMITERE

A - DOSAGE DES GLUCIDES TOTAUX

Nous avons appliqué aux urines de marimiféres les
ndnies dtudes que celles qui ont été faites & propos de 1'dtude
statistique des urines normales humaines de 2L h, liais dans
l1'impossibilité de recueillir les urines de 2L h, les riésul-
tats ont 4té calculds pour 1000 ml d'urine. Ils sont rassemblés

dans le¢ tableau XLIX (p. 182).
Ils nous nmontrent gque :

1- les urines des lammiféres étudiées renfernent,
tout corme les urines humaines, des oses, des osamines, des
acides sialigques et des acides ureniques a des taux de 1l'ordre

du décigramie.

2= lc taux de chacun des cnnstituants glucidiques
varient dans des linites assez larges comparées aux urines
hunaines. Mais les variations cnregistrées viennent de 1'inpos-

sibilitdé de calculecr les délizdinations par 24 he
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Par contre, les rapports oses "neutres' /osanines et
oses "neutres "/aCLl sialigues sont d'une constance satisfai-
sante gquelque soit l1l'espéce. Seul le rapport oses "neutrcs"/

acides uronigues présente des plitudes bheaucoup pluz imMpor-~

tantes.,

(03]
i
(¢]

Hous en arrivomns donc aux onstatations gue

pour les urines huraines.

3~ Des différences seiiblent se manifester a 1!'étude

[@F

es rapports oses “n*utres“/o amines et oses "neutres"/acides

sialiques d'une espéce & l'autre,

45}

Elles montrent donc que la composition des glycopro-
tides et leur nature varient avec les espéces. C'est d'ailleurs
ce que nous a confirmé 1l'étude chromatographique exposdée ci-
aprés .

B - IDENTIFICATION ET DOSAGES CHRCMATCOGRAFHIQULS

Hous avons procédé de la méme fagon que pour les

urines humaines cn appliguant les mémes méthodes,

1° LES OSES "NEUTRES"

Les résultats obtenus pour les différents Mammiféres

1+

(s

rassexnblés dans le tableau L (p. 184) et

O~

dtudids ont

z

illustrés par les figurecs 34 et 35 (p.185).

On y remarcgue que quelque soit l'espéce, l'hoome vy
compris, les glycoprotides urinaires renferme du galact
glucose, du mannose, du xylose et du fucose, Des metabclismes

communs réglent donc la biosyntheése des glycoprotides urinaires

chez les différents Mamnifires.




- = 5 7 - :
Oﬂﬂﬁw@@@@@ﬂdh H .OTH.H u,w - @ﬂﬂ,_ﬂ.dmooﬁﬂmb_ I OHw — @.ﬁ:uﬂ.mw._“m. @.@HOM @53HQOHS @.@H.O.mxu .D:@,
= 98000 : PNA — 9SOTLX ¢ IIX - esouUwRw IV -~ OTH = 9go0q0eTed ! TyH
onbTuTmRIN 0808—=N OPTIOR U8 QWTJIAXe ! °*G°V «
i ﬁhiv
-t .Lp ,,.”«al‘l.m—
& -
— ‘ miT
oL & * 4l it L el 08°¢ 2 L Q ] oL & qey
H
g 02°g ¢ofL 7948 }zt¢ o¢y G40 %G Q¢ oL ¢ )} utdeg
.. 9¢éoy 6C¢2 2zl L8%¢ GeL 5% G4 ¢ oL ¢ |eLeqop
9G°%z 26 LL Q9% a5/, 9¢g Glte 8¢¢o 24 9¢¢ oL ¢ 0I0J
361 6 444 #6544, Gy 5L ¢to 9 ozte ol ¢ |uognog
s £ N R
¢ Lol 9¢é¢ +#0L / L2 G0 ¢¢9 ¢ oL ¢ |Teasun
=
~~ % — b — 6 3 ¢ —A 6 & 4 5
aetL 4 A 6¢ L ¢gt¢ ¢l A M0 # 29 gt oL ¢ neop
a7 6 \w"\J \m-_l\ S 6 ) 6 = é [ ;b a8 naog
0 L = e O S 7 C ] 4 e8 L @m O 9 6" L Ol ¢ Faa04g
— - -
¢ 2z'e e 8‘e qt¢ ¢ty 40 G's Gtz ol ¢ | suwion
= Te EOTI004
QM... ,H ”..N\U mif . Nvlir.l) 2 ° e ’ e e 7 o T I AT ) W@\m e W@O OQ‘m
oTH HN oD ETaE SV n°y ondg TEX NV 0T TV pap USH

QTUON

SoJIeITUrey] sjusa OJIJTR P

o

op suprsea gl Janod)

wSOTqesLTeTPR, SO SOpPTONTS Ue eaTeTow UoTaTSodmon

T OVITIEVEL




- 185 =

Figure 34

Figure 35

Figures 34 et 35

Chromatographie des oses "neutres" constituant les glucides glycoprotidiques
(fraction adialysable) de urines de différents Mammifdres.

Hydrolyse par HC1 1,5M & 100°C pendant 1h30.

Systdme solvant : n-butanol/acide acétique/eau (4 : 1 35 ).

Papier Whatmen n°3 .Durée de la chromatographie : 48 heures ( figure 34 )

Systime solvant : acétate d'éthyle/pyridine/acétate d'éthyle/eau (5/5/1/ 3 )
Papler Sleicher et Schiill 2040b. Durée de la chromatographie : 18 heures.{(figure 35)
Révélation par le réactif & 1'oxalate d'aniline.

T ¢ solution témoin d'oses purs. Gal : galactose « Glc : glucose. Man : mannose .
Xyl s xylose .Fuc : fucose.



Cenendant la répartition des oses varie d'une e
a l'autre tout en restant dans les mémes rapnorts. MNotons en
particulier la richesse en fucose des urines huiaines gqui dif-
férent en cela trds fort des autres urines de Mammifeéres.

2° LES OSANMINES

Nous avons démontré gue toutes lcs urines de mdiféeres
ici étudides renfermnaient de la glucosanine et de la galactcsa-
mine., Corme pour les urines humaines, leur identificaticn ont &té
effectuée & partir des rdésultats expérimentaux suivents :

| a=~ la désanination oxydative donne de 1l'arabincsc et
du x%ﬂﬁ?; (Figure 356 ; p. 187).

b~ la chromatographic sur colonne de Bowex=50 sclo
GARDITLL (4 1) fournit deux pics correspondant a 12 &
et & la galactosamine (vrlw diagrarmie correspondant aux urines

huriaines p. 177).

1télectropho des

c- rése
la préscnce de N-acétyl-glucosanine

(Pigures 37 et 38 ; p. 188).

Le rap

port e a

(o
chromatographie sur colonne
dans 18L4)

le tableau L (p.

osar

et

iines N-rdéacétylées révele

de N-galactesanine

Comme dans les urines humaines, la glucosanine pré-
domine dans toutes les urines mais la répartition des osamines
varie largement d'une espéce a ltautre.

3¢ LES ACIDES STALIQUES

Ltidentification des acides

graphie sur papier donne des r

gdsultats

sialiques par chrorato-

fort intéressants.




Figure 36

Identification par chromatographie sur papier des osamines des adialysable des
urines de Mammifdres par désamination oxydative par la ninhydrine (méthode de
GARDELL et coll. (452) ).

Systime solvant : n-butanol/acide acétique/eau ( 4 : 1 : 5 ).

Papier Whatman n®3 . Durée de la chromatographie : 48 heures.

Révélation par le réactif & 1'oxalate d'aniline.

Ara s arabinose.lyx i1 lyxose.
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Figure 37

Figures 37 et 38

Comportement électrophorétique des N-acétylosamines obtenues par la N-réacétylation
des osamines libérées par hydrolyse chlorhydrique (HC1l 4N & 100°C pendant 4 h.) des
adialysables des urines de Mammifires.

Electrophorése réalisée en cuve en "toit".Tampon borate de pH 9,2 & 10 V/cm pendant
4 he Révélation par la réaction d'EHRLICH "indirecte.

T s solution témoin de N-acétylglucosamine (GleN-Ac),de N-acétylgalactosamine
(GalN-de) et de N-acétylmannosamine(ManN-Ac) putes.
H : honme ; B ¢ boeuf ; V : veau ; Ch ¢ cheval ; M : mouton ; P: porc ; Co : cobaye ;

L g lapin § R : rate
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Les glycoprotides du cobaye, du lapin et du rat

contiennent uniquement de l'acide ll-acétyl-neurariniguc comme

1'urine huraine (Figure 39 ; ». 190),

Par contre celles du beoeuf, du veau, du cheval, du
moutcn ¢t du porc renferment dans des proportions variables
(&

non seulement de l'acide N-~glyceclyle-neuraminiaue et de ltacide

N—acétyl-neuram'nique mais aussi de l'acide N,0 diacétyl-neura-

minigue 2t de l'acide N,O tri~acdétyl-neuraninique (fig re 4O ;

ps 190),

Lo 175 ACIDES URCHIQUES

Toutes nes prépa

H
b}

ations glyecoprotidiques comze lc¢

i

montre la Tigure L1 (p. 191) contiennent de ltacide gluogroniquc,
Hous 1l'avons dérontré par électrophorése en tampon boratd (ta-

éle
non de HAUGE et LARSEN (453)).

Cl'lest le seul acide urcnigue que nous ayons pu nettre

s - o
en evidence.

5° CONCLUSIONS

L'étude des glycoprotides urinaires ontre gue lo

)

riétabolisme de ces substances est @ mérie chez toutes los es-

=

péces : la fraction adialysable des urines de Marmiféres roene-
ferme toujours du galactose, Ju glucose, du nannose, du fucose;
du xylose, des osarnines, de l'aciie N-~acétyl-neuraninigue et de
lt'acide glucurocnique, Cependant la répartition de chacun de ces
glucides wvaric d'uns eg;dce a ll'lautre. Chacue espece animale
possede donc, en cc¢ qui concerne les glycoprotides urinaires,

une spécificité mdtabolique qui 1lui ect propre.
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Figure 39

Figures 39 et 40

Comportement chromatographique des acides siasliques isolés des adialysables
d'urines de Mammifdres.

Systéme solvant : acétate d'éthyle/acide acétique/eau ( 3 : 1 3 3 )

Papier Whatman n°3 ; migration pendant 24 heures.

Révélation par le réactif A'EHRLICH,
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Figure 41

Identification par électrophorése de l'acide uronique des adialysables
des urines de Mammiféres.

Cuve en "toit". Papier Whatman n®3.Tampon de HAUGH et LARSEN (454) de
H 9,2 , TV/em , pendant 15 heures.

Révélation par le réactif au naphtorésorcinol .



CONCLUSIONS GENERALES

Les conclusions générales que nous pouvons tirer de

lt'ensemble de ces travaux sont les suivantes @

1= par 1'élimination systématique d'un certain nonbre
d'errecurs, nous sommes parvenuc a rettre au point une néthode
reproductible d'isolement des glycoprotides urinaires. Cectte
méthode nous a permis une e ploration compléte des glucides des
urines humaines et de différents lMammiféres on nous fournissant
en deux fractions sépardes les glucides libres et lcs glucides

conjugués ou glycoprotides,

2~ les tentatives d!exploration du matériel glyco-
protidique par différentes méthodes de fractionnement chxomato-
graphique ne nous ont pas donné entiére satisfaction en cec sens
que nous ne sormes pas parvenue a isoler des cntités bicen défi-

nies, Ils nous ont cependant permis :

a =de confirmer l'origine mucopolysaccharidique du xylose uri-

naire

b~ de préciser la composition du substrat cn dénontrant qu'il est
en fait un mélange de glycoprotéincs et de glycope tides mdélange
qui se sépare d'ailleurs en deux fractions bicen distinctes par
chromatographie sur Séphadex G-50, La présence des glycopeptides
permet ainsi d'expliquer la présence du glucose dans notre pré-

paration,

c- d'isoler des fractions particuliérement riches cen glucides :
les fractions P7 - P9O et 89. Malgré leur hétérogéndité, 1lcs
preniéres tentatives de sous-fractionnement de ces préparations
nous laissent espérer que l'emploi combiné des procédés de
fractionnement chromatographique et électrophorétique nous don-

nera la possibilité d'identifier des entités bien définiecs.

3~ 1'étude de la fraction dialysable des urines de
l'homne, du boeuf, du veau,; du cheval, du mouton, du porc, du
cobaye, du lapin et du rat nocus a montré qu'elles renferme des

oses, des polyosides et de l'acide glucurconique & un faux voisin
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de 1,5 g par litre. La nature dc ces constituants glucidiques
est la méme quelle que so0it 1l'esnéce du Mammifere, La physio-
logie de 1l'excrdétion des oses et oligosides dont la préscnce =t
le taux sont en grandde partie lide & 1la nature de 1l'alimentation
et des polyosides gui se rattachent au métabolisme des gly-

coprotéides, nc varie guére d'une espdce a l'autre,

k- 1'étude des glycoprotides urinaires de 1lthomme ct
de différents Mammiféres nontre que le nétabolisrmec de ces subse
tances est le méne chez toutes les espeéces, Cependant unce ré-
partition des oses propres & chague espece aninmale lui donne

une spécificitd métabolique,.

5« 1l'application de notre procédé d'isolcricnt iles
glycoprotides aux dosages des glucides glycoprotidiques des
urines de 24 heures d'individus en bonne santé nous a fourni
des valeurs constantes statistiques. Nous avons vérifié que
ni 1'4ge, ni le sexe, ni 1l'alircentation, i l'activité n'in-

fluaient de fagon sensible sur ces constantes.

Ces valeurs statistiques vont mintenant nous servir
de référence dans 1'dtude des urines pathologiques et tout
spécialement dans le probléme de lt'influence du cancer, un des
buts essentiels de cet ensemble de travaux guc nous avons

entreprise.




APPENICE TECHNIQUE

METHODES GIINNERALES D'ANALYSE

La bibliographie (pe 212) et la table des matidres (p. 194) de
1t'Appendiece technique sont indépendantes de la premieére partie

du mémoire,
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[ I PROCEDES DE DOSAGES OES GLUCIDES TOTAUX |

A - LES OSES NEUTRES

T ot s o G o g — —— — S
13—

Nous avons dosé les oses neutres par la méthode
colorimétrique & 1l'orcinol sulfurique de TILLIMANS et FPHILIPFI (1)
modifide par RIMINGTON (2) en introduisant le terme de correc=-

tion destiné a éliminer 1'interférence des acides uroniques.

1~ Principe ¢

Les aldohexoses et les méthylpentoses donnent, a
chaud, et en miliecu sulfuricuc une coloration jaune orangé
intense, due a la condensation de l'orcinol avec les dérivés du
furfural qui ont 8té caractérisés parmi les produits de dégra-

dation des oses par l'acide sulfuriqgue.

2, Mode opératoire

On introduit successivement dans des tubes & essais
trés propres de méme diamétre 1 ml de la solution a doser
(100 a hOOJPg dtose totaux) 2 ml d'une solution de 1,5 g d'orci-
nol pur dans 100 ml d'une solution agueuse d'acide sulfurique
a 30 p 100 (v:v) et 15 ml d'une solution agueuse d'acide sul-

furique pur & 60 p.100 (viv).
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Les solutions sont mélangéecs soigneusement & l'aide
dtune tige de verre dont l'une des extrémités est applatie et
on maintient ensuite 20 minutes exactement dans un bain-marie a
go° ¢ X 2¢c,

Les tubes sont refroidis rapidement sous un courant
dteau et aprés un séjour de 45 minutes & l'obscurité, l'inten-
sité de la coloration est déterminée a 510 mm, La coloration
reste stable pendant 6 heures & la température du laboratoire
et pendant 24 h & + 2°C.

3. Composition du témoin interne :

La réaction n'est pas rigoureusement reproductible
et il est indispensable d'introduire dans chaque série de dosa-
ges un "témoin interne" renfermant 200j4g de galactose, man:..
et fucose dans les proportions respectives de 10 ¢ 6 ¢ &

SPIK et MONTREUIL (3) ont en effet démontré que i quantités
égales les différents oses donnent des colorations dont les
absorbances varizsnt dans de larges proportions. La solution de
référence doit donc contenir les mémes oses qui entrent dans

la composition des glycoprotéides étudiés et dans des rap’

de concentration identiques aux rapports molaires des différ:->
oses préalablement déterminés par chromatographie sur papier

selon le procédé de DATE (%4).

4, Interférence des acides uroniques

Les acides uronigues donnent une coloration, non
négligeable, avec le réactif & 1l'orcinol sulfurique, puisque,
2 quantités égales l'absorption des acides uronigques est la
moitié de celle des oses (SFIK)(5). La présence d'acide glycurc .
nique dans les urines nécessite donc 1l'introduction d'un tar—
de correction, grice aux résultats fournis & la fois par 1°.
dition d'une'solution témoin interne" dl'acide glycuronique
(5O¢Pg par rl) dans le dosage des oses neutres a 1l'orcin~-

par le dosage des acides uronigues par le carbazol sulfuriqu-.
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La teneur en oses neutres (en mg par ml de solution,

est donnée par la formule suivante ¢

1 b Qe - pBd
x )
1,000 L ac - db

200

~, = absorbance de 1 ml de la solution a doser avec

lt'orcinol sulfurique,

c = absorbance de 50j1g d'acide uronique avec le carbaz~~

sulfurique,

B = absorbance de 1 nl de la solution & doser avec le

carbazol sulfurique,

b = absorbance de 200,Pg d'oses avec l'orcinol sulfuri~

Qo
i

absorbance de 200‘?g d'oses avec¢ l'orcinol sulfurigm-s.

d = absorbance de 200 ng d'oses avec le carbazol sulfuri.

que,

B -« LES ACIDES URONIQUES

o o s et o T T o Sy o S S | — — —
=R — ]

Nous avons utilisé pour le doszge des acides

uroniques la méthode au carbazol de DISCHE (6).

1, Principe :

Le dosage colorimétrique est fondé sur la réar*’
que donnent les acides uroniques avec le carbazol en milieu
sulfurique t une coloration pourpre se développe, due comme
pour les oses, a la réaction des dérivés furfuraliques formé-

par chauffage en milieu acide avec le carbazol.
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2., Mode opératoire @

Dans des tubes & essais trés propres on introduit
1 ml de la solution 2 doser (contenant au maxirmum 50 a 100,Fg
d'acide glycuronique) et 6 ml d'acide sulfurique concentré
(en refroidissant dans un bain d'eau glacée). On mélange
8oigneusement et on nmaintient pendant 20 minutes exactement
dans un bain-marie bouillant., On refroidit contre eau courante
et on ajoute alors 0,2 ml d'une solution éthanolique de car-
bazol & 0,1 p 100 ml. Le mélange est de nouveau soigneusement
agité.

Une coloration pourpre apparait qui augmente d'ine-
tensité & 1l'obscurité., Aprés un séjour de 3 H a 1l'obscurité

l1tintensité de la coloration est mesurdée a 535 nm,

3. Interférence des oses

Les hexoses donnent avec le réactif au carbazol
sulfurique une coloration. jaundtre. L'interférence des hexoses

peut 8tre éliminée en appliquant une forrmle de correction.

La quantité d'acide uronique total est donnée

(en mg par ml de solution) par la forrule

1 Ba - (i'd

1.000 L ac - db

200

o1 la signification des termes est identique 2 celle de la

formale de correction des oses neutres,
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Les acides sialiques ont été déterminéa par la
méthode de NIAZI et STATE (7) modifiée par WIRNER et ODIN (8).

1. Principe :

Les acides sialiques sous l'action des acides du
réactif de DISCHE a la diphénylamine donnent un chromogéne qui
se condensant avec la diphénylamine fournit une coloration bleu-

violacé.

2, Mode opératoire

2 ml de la solution a doser (100 & ZOOjug dtacide
sialique) sont introduits dans des tubes & essais et chauffés

au bain-marie boudillant pendant 30 minutes exactement, en pré-

)

oy L

}

sence de 1 ml d'acide trichloracétique a 15 p 100 ml d'eau L )

bidistillée =t de 6 ml de réactif de DISCHE (diphénylamineslg, ~—

L

3

acide acétigue glacial : 90 nl, acide sulfurique pur: 10 ml)

apres une soigneuse agitation.

Cn refroidit et les tubes sont maintenus a lt'obs-
curité pendant 30 minutes, La mesure de l'intensité de la colo-

ration est effectude & 530 nm,

Les dosages témoins sont faits avec une solution
aqueuse contenant 100 ug d'acide N-acétyleneuraminique par
/

ml,

La cocloration est stable pendant 6 heurés;



= 200 =

D - LES OSAMINES
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Les osamines ont été dosées suivant la méthode ori-
ginale A'ELSON et MORGAN (9) modifiée par BELCHER et coll. (10).

1. Principe :

Les osamines, préalablement libérées de leur combi-
naison glucidique par une hydrolyse chlorhydrique, sont d'abord
acétylées par l'action d'une solution alcaline d'acétylacétone.
I1 y a formation de plusieurs chromogénes que 1l'on condense
ensuite avec le para-diméthylaminobenzaldéhyde. On provoque
ainsi l'apparition d'une coloration rose-violacé.

2. Mode opératoire

La solution & doses (500 & 1'5OO.P8 d'osamines
totales) est d'abord évaporée a sec et hydrolysée pendant
4 heures en tubes scellés sous vide par de 1l'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 4d'oxygéne.

Aprés refroidissement, 1'hydrolysat est évaporé
a siceité sous vide, ce qui élimine l'acide chlorhydrique.
Le résidu sec est repris par une quantité d'eau bidistillée
telle que la concentration en osamines ne dépasse pas 100)1g
par ml.

o'
~
o
(o]
w
i
I
1o

Dans des tubes a essais trés propres & 1 ml de la
solution a doser on ajoute successivement 1 ml d'une solution
alcaline d'acétyl-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 boullant pendant 10minutes.
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I1 est ensuite refroidi, additionné de 5 ml d'éthanol absolu,
agité et de nouveau placé au bain-marie a 75°C L 2e0 pendant
5 minutes 1 ml de réactif A'Ehrlich modifié (1,6g de para-
diméthylaminobenzaldéhyde dissous dans 30 ml d'acide chlorhy-

drique concentré) est alors ajouté lentement et les tubes sont
maintenus encore 30 minutes a 75°C.

Aprés refroidissement, ils sont de nouveau addition
nés de 5 ml d'éthanol absolu. Aprés une derniére agitation soi-
gneuse, ils sont laissés pendant 30 minutes a 1l'obscurité.

Les absorbances sont mesurées a 520 nm. La coloration est
stable pendant 24 h a 1'obscurité.

Pour chaque série de dosage, on effectue un dosage
de "témoin interne" sur 1 ml d'une solution contenant 50 Pg
de glucosamine.

II - DETERMINATION DE LA COMPOSITION MOLAIRE
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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.
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2. Mode opératoire :

a) Hydrolyse et _révélations

200 mg de glycoprotides urinaires sont hydrolysés
a 100° C par 20 ml d'acide chlorhydrique 1,5 N pendant 2 h.

Aprés refroidissement, les hydrolysats sont dilués
avec de 1l'eau distillée & 100 ml environ. Puis ils sont passés
successivement sur des colonnes (2 X 40 cm) d'échangeurs de
cations (Dowex 50 X 8, "mesh" 25-50 ; forme acide) et d'anions
(Duolite A - 102-D ; "mesh" 25-50, forme formiate). Le liquide
effluent auguel on joint les eaux de lavage des coldnnes (500 ml)
est concentré & 35°C sous vide & un faible volume (5 & 10 ml).
L'évaporation & siccité est effectuée en dessicateur en pré-
sence de soude, en ajoutant de temps en temps du méthanol pour
éliminer les derniéres traces d'acide chlorhydrique non retenu

sur 1'échangeur d'anions.
Le résidu sec est repris par 0,5 ml d'eau et soumis
a 1l'analyse chromatographique sur papier dans les deux systémes

gsolvants suivants :

1., n-Butanol/acide acétique /eau (4 : 1 : 5) pen-
dant 48 h sur papier Whatman n° 3 (PARTRIDGE)(11)

2. pyridine/acétate d'éthyle / eau (1 : 2 : 2)
pendant 24 heures sur papier sleicher et schiill

2040 b (JERMYN et ISHERWOOD)(12).

La révélation des oses "neutres" est effectuée a
1t'aide du réactif au phtalate d'aniline de PARTRIDGE (13).

b) Dosage

Les oses "neutres" sont dosés par deux procédés -



1°) Procédé de DATE (14) modifié :

Les téches d'oses "neutres" révélées par le réactif
au phtalate d'aniline sont traitées pendant 4 h & 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 JEANLOZ (15) et 1'absorbance des solutions est mesurée a
400 nm, sur chaque chromatogramme, sont introduits des témoins
internes contenant des quantités connues d'oses. La précision
obtenue est de 1 p.100. (MONTREUIL, SPIK et KONARSKA) (16) »

2°) Procédé de MONTREUIL (17) modifié :

Les rectangles de papier renfermant les oses,
repérés gréce a des témoins latéraux que 1l'on révéle, 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 ;
1taddition d'un sel ferrique provoque la formation de ferrocyanu-
re ferrique (bleu de Prusse) que l'on maintient en solution par
1'addition d'acide oxalique. Ce procédé est également précis a
1 p.100 preés.

B - IDENTTETCATTON LT _DQSAGE _CHROMATQGRAPIIQUE DES

T e o e e r e
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1. Erincipe :

Les osamines sont d'abord libérées par une hydrolyse
chlorhydrique. Elles sont ensuite identifiées @

a) par désamination oxydative et identification du
pentose formé

b) par N-acétylation et identification des N-acétyl-
osamines

¢) par chromatographie sur échangeur de cations
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2. Mode opératoire :

a) Hydrolyse :

Les hexosamines sont d'abord libérées du groupement
polyosidique par une hydrolyse chlorhydrique réalisée dans les
mémes conditions que pour le dosage quantitatif (voir pe e
acide chlorhydrique 4 N a 100° C pendant 4 he. L'acide chlorhy-
drique est ensuite éliminé par une évaporation prolongée en
exsicateur en présence de soude, en ajoubtant de temps en temps
1 goutte de méthanol sur le résidu.

b) Identification des osamines_et_rapport _molaire

1°) Méthode de désamination de GARDELL et coll (18)

e o > e

La glucosamine (ou la mannosamine) et la galacto-
samine sont désaminées & chaud par la ninhydrine respectivement
en arabinose et en lyxose.

B - Mode opératoire :

Le résidu sec de l'hydrolysat, repris par 25 ml
d'eau distillée, est d'abord passé sur une colonne (2 X 10 cn)
de Dowex 50 X 8 ("mesh" 25-50 ; forme acide) pour éliminer les
bses "neutres". Les osamines sont ensuite déplacées par le
passage de 100 ml d'acide chlorhydrique 1 N. Le liquide effluent
est évaporé Jjusqu'éa siccité.

Le résidu sec correspondant a 1 & 5 mg d'osamines
est dissous dans 3 ml d'eau distillée. On y ajoute 1 ml d'une
solution de ninhydrine (0,48 g de ninhydrine dans 100 nl de
citrate de sodium 0,1 M de pH 4,7).
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On maintient & 100°C pendant 30 minutes. La solu-
tion obtenue est filtrée et purifiée par un passage sSur une
colonne d'échangeur de cations (Dowex 50 X 8, "mesh" 25-50 -
forme acide 3 2 X 10 c¢m) puis d'anions (Duolite A - 102 D, "mesh"
25-50 3 forme formiate ; X 10 cm). Le liquide effluent, dé-
barrassé de la ninhydrine et des produits de dégradation des
acides aminés, est évaporé a siccité et le résidu est soumis
A l'analyse chromatographique dans le systeme solvant de
PARTRIDGE (19) (n-butanol/acide acétique/eau 4 : 1 : 5).

La révélation des taches de pentoSes est effectuée
a l'aide du réactif & l'oxalate d'aniline de PARTRIDGE (20)

(coloration rose).

T'identification en est aisée puisque leurs
valeurs de R-Glucose sont les suivantes

Arabinose : 1,2
Lyxose ¢ 1,4

2°) Identification des N~acétylosamines

La séparation électrophorétique des N-acétyl osami-
nes est beaucoup plus facile que celle des osamines et elle
permet l'identification des dérivéds acétylés des trois osamines
que les autres procédés, décrits ici méme, ne parviennent pas
a discriminer : 1la glucosanine, la galactosamine et la manno=-
samine, La réacétylation des csamines est trés simple &

réaliser et elle est quantitative.

La N-réacétylation est effectude suivant le procédé
de ROSEMAN et LUDOWIEG (21). Une partie aliquote de l'hydrolysat

purifié sur échangeurs de cations et renfermant 2 mg d'hexosami-

nes est dissoute dans 1 ml d'eau distillée., On ajoute a la
solution 1,5 ml d'une solution aqueuse de bicarbonate de sodium
a 0,5 g p. 100 ml puis 2 gouttes dtanhydride acétique. Le mélange
est agité et laissdé pendant 24 heures & 1la température du labo-

ratoire,



-206-

On élimine ensuite les ions minéraux par un
passage successif sur une colonne de Dowex 50 X 8 ;3 "mesh®
25 - 50 ; forme acide ; ( 2 X 15 cm ) puis de Duolite A - 102 D
"mesh" 25 - 50 forme formiate ; (2 X 15 cm),

L'éluat neutre, ect lyophilisé et sounis a une

analyse électrophorétigue sur papier.

L'électrophorédse sur papier est rédaliséde avec

une solution de borate de sodium a 1 € Pour 100 ml dans une
cuve d'électrophorése en "toit", sous une tension de 10 V/cm
pendant 4 h, Les dépdts sont faits sur du papier Whatman n° 3.
Aprés 1lt'électrophorése, les papiers sont imm:ddiatenment séchés
a 1'étuve a 105° C pendant 10 & 15 minutes et les chromogénes
de KUHN formnés en milieu alcalin par les Ne~acétyl-osamines
sont immédiaterient révélés par pulvérisation d'un réactif

d'EHRLICH modifié (22)

(pe diméthylaninobenzaldéhyde 1 g
Ethanol ; 30 ml
Acide chlorhydrique concentré 30 ml
n-butanol 160 md

3°) Méthode chromatograptique de GARZSELL (23)

Le résidu sec d'une partie aliquote de 1l'hydro-
lysat chlorhydrique correspondant au minimam & 500 pe dlosami-
nes totalés est repris par 0,5 ml d'acide chlorhydfique 0,3 N.
La solution est déposée au sormet d'une colonne d'échangeur de
cations (Dowex 50 X 8, "mesh" 200 - 400 ; 0,7 X 40 cm), préa-
lablement régénérée par l'acide chlorhydrique 4 N et lavée par
100 ml1 d'acide chilorhydrique G,3 N. Aprés 1l'!'écoulemnent de la
solution, les osanines sont déplacées par l'acide chlorhydrique
0,3 N. Des fractions de C,5 ml sont recueillies toutes les 10
minutes a 1l'aide d'un collecteur automatique dans des tubes
jaugés a 15 nl., Les osamnines sont dosées dans chague tube,

aprés neutralisation par la soude 0,3 N par la méthode de

)
BELCHER, NUTTEN et SAMBROOK (24) précéderment décrite (voir

Pe ). Des courbes sont ensuite tracédes : le premier pic qui
apparait est celui de la glucosanine (et (ou) de la wmamosamine)

et le second celui de la galactosamine,
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Les quantités respectives de chaque osamine sont

détermindes & X 5 p 100 prés en effectuant la somme des quanti-

tés dosées dans les tuhes correspondant & chacun des pics.

Cette méthode permet donc a la fois 1ltidentification

et le rapport de la glucosamine et de la galactosamine,

C - IDENTIFICATION DES ACISHS STIALIQUES
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Les liaisons des acides sialiques sont trés labiles
et ces composés sont 1libérés aisément par une hydrolyse sulfu-
rique douce., Les acides sialiques sont ensuite purifiés sur
échangeurs d'anions et sounis & 1l'analyse chromatcgraphique sur

papier.

2, Mode opératoire :

a) Hydrolyse :

L'hydrolyse des liaisons sialosyl est effectude par
1'acide sulfurique 0,1 N au bain-marie a 80°C (SVENNERHOLIZ) (25)
pendant 1 heure, L'hydrolysat refroidi est amené & pH 6 par
ltaddition d'eau de baryte. Le précipité qui se forme est
éliniiné par filtration ou centrifugation et lavé plusieurs fois

avec une solution agueuse d'acide acétique & 1 p, 100,

b) Purification :

La solution est passée a boC successivement sur une
colonne d'échangeur de cations (Dowex 50 X 8 "mesh" 25 - 50 3
forme acide ; 1 X 10 cm) puis sur une colonne d!échangeurs
d'anions (Dowex 1 X 8 ; "mesh" 200 -~ 400 ; forrme formiate
1 X 10 cn). Aprés un lavage soigneux, a l'eau distillée, les
acides sialiques sont déplacés de 1'échangeur d'anions par le
passage de 150 ml d'acide formique 0,3 N(SVENNERHOLM)(26).



La solution d'élution est lyophilisde et le résidu sec est
repris par de l'eau distillée pour &tre soumis a 1l'ahalyse

chromatographique sur papier,
c) Identlflcatlon des_acides sialiques :

La chromatographie sur papier est réalisée dans

les deux systémes solvants :

- n-butanol/n-propanol/acide chlorhydrique 0,1 N
(1 s 20 1) chromatographie descendante pendant
18 h, sur papier Whatman n° 1 (SVENNERHOLM et
SVENNERHOLI:) (27) .

-~ Acétate d'éthyle/acide acétique/eau (3

13 3)
chronatographie descendante pendant 18 & 24 h

sur papier Thatman n° 3 (NORDAL et OISEZTH)(28),

Les acides sialiques sont révéléds a 1l'aide d'un
réactif au paradiméthylariinobenzaldéhyde (SVENNERHOLIZ et
SVENMNERHOLHM) (29)

Pe diméthylaminobenzaldéhyde 0,5 g
Acide trichloracétique 5 g
Ethanol/eau (v : v) 20 nl
n=-butanol ' 60 ml

L'identification des acides sialigues par ch¥®ometo-
graphie sur papier ne présente aucune difficulté, Au contraite
le problére de 1l'hydrolyse gquantitative des liaisons sialyl,
effectuée sans dégrader les acides sialiques 1libérés, reste
entier, sauf en ce gui concerne le cas o le sialoconjusgué ne
renferme gu'un seul acide sialique, Dans 1l'état actuel de 1la
question, l'analyse chromatographique n'est applicasble qu'a
1'identification des acides sialigues, Elle ne peut permettre
de déterniner les rapports molaires dans lesguels sont répar-

tic plusicurs acides sialigues dans un glycoprotide(SPIK)(BO).
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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
probléme devient insoluble gquand plusieurs acides uroniques
entrent dans sa composition. Ilest en effet impossible de 1libé-
rer quantitativement les acides uroniques sans les dégrader car
les liaisons uronosidyl sont parmi les plus stables. Les méthodes
chromatographiques et électrophorétiques de séparation sont donc
essentiellement appliquées & l'identification de ces composés
(SPIK) (31).

1« Principe

Les acides uroniques sont identifiés dans la solu--
tion d'élution par l'acide formique de 1l'échangeur d'anion (Duo-
lite A - 102 - D, "mesh" 25 - 50, forme formiate) utilisé pour
la purification des hydrolysats chlorhydriques des glycoprotides
(voir p.108),

2. Mode opératoire :

Aprés le passage de l'hydrolysat sur les colonnes
d'échangeurs de cations et d'anions (voir p. 108) la colonne de
Duolite A - 102 D est soigneusement lavée & 1l'eau distillée.

Les acides uroniques sont ensuite déplacés par le passage de
500 ml d'une solution aqueuse d'acide formique 4 5 p«100 (v : v).

L'éluat est évaporé & siccité et le résidu est
repris par de l'eau distillée & laquelle on ajoute 1 ou 2 gou' “-
d'ammoniaque de maniére & obbtenir les sels d'ammonium des acides
uroniques par ouverture du pont lactonique.

La séparation des acides uroniques est plutdt obte-
nue par électrophorése sur papier.
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On effectue une premiére électrophorése préparative
a pH 3,9 en papier Vhatman n°® 1 dans une cuve en "toit" (tampon
de MICHL (32) : pyridine/acide acétique/eau (3 : 10 : 487) ;
7 V/Cm pendant 15 h). On révéle une bande latérale de 1l'élec-
trophorése de fagon & repérer l'endroit de migration des acides
uroniques. Et par élution, on obtient la fraction pure des
acides uronicques. Ceux-~ci sont séparés par une seconde électro-
phorése effectuée dans la méme cuve, sur papier Whatman n°® 3 dans
le tampon boraté de HAUGH et LARSEN (33) (borate de sodium
0,01 M de pH 9,2 et 0,005 M en chlorure de calcium) pendant
15 h a 7 V/Cn.

La révélation est effectuée avec le réactif a
1'oxalate d'aniline de PARTRIDGE (34) aprds élimination des
ions borate. Celle-ci est réalisée en pulvérisant sur les deux
faces de 1l'électrophorégramme une solution de méthanol contenant
1 p 100 (v : v) d'acide acétique (SPIK) (35).

Apreés séchage des papiers & la température de la
piéce, on pulvérise le réactif & l'oxalate d'aniline

La révélation peut 8&tre aussi effectuée avec le
réactif au naphtorésorcinol de DEDONDER (36) (naphtorésorcinol
100 mg ; acide chlorhydrique 2 N : 20 ml ; éthanol absolu ou
N -~ propanolq.s.p. 100 ml) qui révéle uniquement les acides
uroniques. Ceux-ci apparaissent sous forme de tlAches d'un bleu
intense sur un fond rose.

ITT - ETUDE IMMUNOELLCTROPHORETIQUE l

Les immuno-électrophoréses ont été réalisées
selon les méthodes de SCHEIDEGGER (37) et de GRABAR et coll (38).
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La méthode consiste a injecter & des lapins, par
voie intramusculaire, 1 ml d'une solution antigénique (renfer-
mant de 0,5 & 2 g de protéides totaux pour 100 ml de sérum
physiologique) en suspension dans 4 ml d'adjuvant de FREUD ob-
tenu en ajoutant a4 9 ml d'huile de vageline, 1 g de lanoline et
10 mg de BCG.

Les injections sont effectuées & 1 semaine d'inter-
valle, pendant 4 semaines, en faisant croftre la dose de solu-
tion antigénique (0,5 - 1 = 1,5 et 2 p. 100).

Aprés un mois de repos, le lapin subit un deuxiéme
cycle d'injections identiques. Cing & six cycles sont nécessai-
res pour obtenir de bons anti-sérums.

Lorsque le nombre d'arcs est maximal, 40 ml de
sang sont prélevés par incision d'une veine de l'oreille. Apres
centrifugation, le sérum anti-protides urinaires est conserveé
a + 2°C.

B - REALISATION _DES_ IMMUNO ELECTROPHORESES

Ia réalisation des immuno-électrophoréses s'etffec-—
tue en deux étapes. La premicére étape consiste en une électro-
phorése en gélose du produit & analyser dans un tampon véronal
de pH 8,2 et de force ionique 0,71 sous une tension de 4 a 5 V/cm
pendant 2 4 3 heures.

La deuxicme étape consiste en une diffusion du sérum
anti-protides urinaires et des substances antigéniques. Les
arcs obtenur lors de la formation du complexe antigéne-anticorps
sont révélés par le réactif a l'amidoschwarz, aprés une élimi-
nation soigneuse, par le sérum physiologique, de l'excés de sérum
anti-protides urinaires,
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