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INTRODUCTION 

L'étude des glucides libres de l'urine dans 

des conditions physiologiques a longtemps posé un certain nombre,de problèmes 

de méthodologie. Il s'agit, en effet, de mettre en évidence des substances qui 

n'existent qu'en très faibles quantités, et qui, d'autre part, se trouvent en 

solution saline concentrée. Si faible soit-elle, l'élimination urinaire de 

glucides est loin d'Atre nulle, et les quantités excrétées journellement par un 

individu normal sont de l'ordre de 0,2 à 0,5 g de monosaccharides (MONTREUIL et 

BOULANGER ( 1) ; FLEURY et EBERHARD (2)) et de O, 150 à 0, 300 g d 1 oligosacchari

des (STn.E:CKER)-.(3')~ 

L'analyse chromatographique d'échantillons 

urinaires nécessite leur concentration préalable : 50 à 100 fois pour la mise 

en évidence des monosaccharides et 500 à 1 000 fois pour celle des oligosaccha

rides. Dans ces conditions, la purification des échantillons urinaires sur des 

résines échangeuses d'ions est donc indispensable (MONTREUIL et BOULANGER (4)). 

Cette purification est par contre inutile dans le cas de l'étude des urines 

pathologiques, qui peuvent renfermer plusieurs dizaines de grammes de sucre, 

et qui doivent ~tre m~me parfois diluées avant l'analyse chromatographique. 

\ 
L'étude des oligosaccharides présents dans les 

urines pathologiques est donc très délicate, mais a été rendue possible gr~ce 

à la méthode de fractionnement des glucides urinaires sur charbon-Celite de 

STRECKER, BAYARD et MONTREUIL (5 ) , qui permet d'isoler les oligosaccharides uri

naires m~me en présence de quantités massives de glucose ou de galactose. 

S~KER ~· (6) avaient ainsi pu observer que le taux des oligosaccharides 

était considérablement accru dans 1 1 urine d 1 un jeune enfant qui avait subi une 

épreuve de galactosurie provoquée, et que cette oligosaccharidosurie était due 

à l'apparition de sucres nouveaux. 

Nos travaux ont consisté, dans un premier temps, 

à vérifier cette observation chez un certain nombre de sujets soumis à une ~ 

épreuve de galactosurie provoquée, puis à montrer que l'oligosaccharidosurie 

était liée à la na ture du groupe sanguin du sujet (système ABO, Lewis et Sécré

teur). 
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Puis, dans un second temps, nous avons entre

pris l'étude physico-chimique et immune-chimique des oligosaccharides et montré 

qu'ils possédaient la structure de substances de groupe sanguin. 

\ 
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I - LES GLUCillES LIBRES DE L'URINE NORMALE 

A - LES MONOSACCHARillES URINAIRES 

L'urine humaine renferme 0,2 à 0,5 g de sucres 

réducteurs, p~ diurèse de 24 h, exprimés en glucose. Ce léger pouvoir réducteur 

est dü à la présence d'un nombre élevé de glucides, dont le taux moyen est de 

l'ordre de quelques mg. La plupart de ces glucides ont été identifiés par chro

matographie sur papier par MONTREUIL et BOUIJJTGER (7) et WHITE et HESS (8) et 

sur la base de l'étude de leurs propriétés physico-chimiques par STRECKER (9) 

et STRECKER et MONTREUIL (10). La liste complète de ces monosaccharides est 

donnée dans le tableau I (p. 5). 

B - LES OLIGOSACCHAHIDES URlliAIRES 

L'urine humaine renferme 150 à 300 mg d'oligo

saccharides (par diurèse de 24 h), représentés par un mélange complexe de plus 

de 50 constituants. STRBCIŒR (11) et STIID::IŒR, BAYARD et MONTREUIL (12) ont 

caractérisé 37 d'entre eux, dont la liste est donnée dans le tableau II ; p. 6. 

Ils peuvent ~tre classés d'après leur composition en glucides en 7 groupes : 

1. Oligosaccharides d'origine alimentaire lactose, saccharose, 

maltose. 

2. Ollgosaccharides à pentoses: Xyl~ Glc; Ar~ Ara 

Ri~ Rib Xyl~ Xyl, etc ••• , d'origine alimentaire probable. 

3. Oligosaccharides possédant la composition d'oligosaccharides 

du lait de Femme : (Fuc, Gal) --;)- Glc ; (2 Fuc, Gal) ~ Glc ; (2 Fuc, 2 Galh 

Glc. 

4. Oligosaccharides renfermant du mannose et de la N-acétylgluco

samine, d'origine glycoprotéinique. 

5. Oligosaccharides renfermant simultanément du galactose, du 

fucose, de la !-acétylgalactosamine et du glucose en position terminale réduc

trice, qui seraient les produits de dégradation de glycolipides. 

6. Oligosaccharides acides renfermant de l'acide R-acétylneurami

nique, qui proviennent du métabolisme des gangliosides (sialyllactose) ou des 

glycoprotéines (sialyllactosamine). 



TABLEAU I 

Monosaccharides identifiés dans l'urine humaine par STRECKER (13) 

et STRECKER et MONTREUIL (14). 

Nature du glucide 

Aldoses : 

D-galactose 

D-glucose 

D-ma.nnose 

1-arabinose 

D-xylose 

1-fucose 

Cétoses : 

L-xylulose 

Ribulose 

D-allulose 

D-fructose 

3-céto-fructo~e 

4-desoxy-fructose 

allo-heptulose 

D-altro-heptulose 

D-manno-heptulose 

N-acétylhexosamines : 

~-acét.ylgalactosamine 

N-acét.ylglucosamine 

Acides sialigues s 

Acide N-acét.ylneuraminique 

Acides uronigues : 

Acide glucuronique 

Quantité excrétée 
(en îiîg/24 h) 

1,5 à 8 

10 à 50 

1,5 à 8 

20 à 50 

5 à 50 

2 à 10 

2 à 8 

1 à 5 

10 à 40 

10 à 50 

2,5 à 10 

2 à 10 

1 à 5 

4 à 10 

5 à 10 

1 

5 à 10 

5 à 20 

5 

i 
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TABLEAU II 

Oligosaccharides identifiés dans l'urine humaine par STRECKER (15) 

et STRœKER, BAYARD et MONTREUIL ( 16). 

Osides neutres non azotés 22 à N-acétylgalactosamine 

1 Glc ~ Fru (saccharose) 

2 (Glc, 2 Fru) 

3 (Glc, 3 Fru) 

4 Xyl~Xyl 

5 Ara~ A:ra 

6 Rib~ Rib 

7 Xyl-? Glc 

8 Gal-7 Gal 

9 Gal~ Glc (lactose) 

10 Gal4 Glc 

11 Gal~ Glc 

12 . (3 Glc) ~ Glc . 
13 Fuc ~ Glc 

14 • (Fuc, Gal) ~ Glc . \ 
15 • (Gal, 2 Fuc) ~ Glc • 
16 (2 Gal, 2 Fuc) ~ Glc 

Osides neutres azotés 

17 

18 

1Q à N-acétylglucosamine 

(Gal, Fuc) ~ GleNAc . 
(2 Gal, Man, Fuc, GleNAc) ~ Gal 

19 : (2 Gal, 2 Fuc, Man) -+-GleNAc 

20 (Man, GleNAc) --,..GleNAc 

21 (Gal, GalNAc) -7-- Glc 

22 (Gal, Fuc, GalNAc) ~ Glc 

23 (Gal, Fuc, GalNAc) ~ Glc 

24 (2 Gal, Fuc, GalNAc) ~Glc 

25 (Gal, 2 Fuc, GalNAc)~Glc 

26 (Fuc, GalNAc) --7 Gal 

Osides acides 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

33 

34 

35 

36 

37 

1 2 à acide _g_luc~..!.fl~ 

GlcUA~ Glc 

GlcUA~ Glc 

2 GlcUA ~ Glc 

GlcAU ~ GleNAc 

(GlcUA, GleNAc) --7- Glc 

(GlcUA, GleNAc) ~ Glc 

22 à acide N-acétylneuraminigue 

ANAN~ Gal 

ANAN -+ Gal -> Glc 

ANAN ...:;.. Gal ~ Glc 

ANAN ~ Gal -4- GleNAc 

.ANAN -7 Gal ~ GleNAc 
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7. Oligosaccharides acides renfermant de l'acide glucuronique, 

de la !-acétylglucosamine et du glucose, qui pourraient ~tre considérés comme 

des produits du métabolisme des glycosamino-glycannes, s'il ne se posait le 

problème de la présence de glucose en position terminale réductrice. 

Les oligosaccharides du groupe 5 existent 

dans l'urine en quantité appréciable (9 à ao mg par diurèse de 24 h) et leur 

présence dans l'urine est fonction du groupe sanguin des individus. LUNDBLAD 

(17) a montré qu'ils n'existaient que dans les urines de sujets sécréteurs 

et décrit les structures suivantes : 

0:1,3 ~1 ,4 
A Sécréteur GalNHAc --? Gal _...,.. Glc 

1'o:1,2 jo:1,3 
Fuc Fuc 

0:1,3 ~1,4 
B Sécréteur Gal---7' Gal ~ Glc 

to:1,2 Îo:1,3 
F!c Fuc 

0 Sécréteur 

\ 

Toutefois, STRECKER, CHAUVET et MONTREUIL (18) ont montré que ces oligosaccha

rides étaient parfois absents des urines de sujets sécréteurs, et que, par 

contre, l'urine renfermait un grand nombre d'autres oligosaccharides à activité 

de groupe sanguin, de masse moléculaire élevée (Fig. 1 ; p. 8). 

II - LES GLUCIDES LIBRES DES URlNES PATHOLOGIQUES. LES MELITtTRIES 

Le terme de méliturie désigne la présence de ,. 
quantités élevées de sucres dans l'urine, quelle qu'en soit la cause. Ce terme 

est longtemps resté synonyme de glycosurie, mais un grand nombre de mélituries 

est actuellement connu, comme le montre le tableau II (p. 9) que nous avons 

emprunté à COTTE et al. (19), en le complétant toutefois par des données 

récentes de la littérature. Ces mélituries sont souvent le fait de simples 
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Variations de la composition en oligosaccharides de l'urine en 

"/ .· 

fonction du groupe sanguin d'après STRECKER ~· (20). Sé : ~ 

Sécréteur : sé : non Sécréteur. Conditions de la chromatographie 

Papier Whatman n2 3 : système-solvant : acétate d'éthyle/pyridine/ 

acide acétique/eau (5 : 5 : 1 : 3) : révélation à l'oxalate d'aniline. 

.1 



Glycosuries 
non 

diabétiques 

: -- -r &. -../,l! 
/ TA:BLEA.U 111 

Classification des mélituries d'après COTTE, COLLOMBEL et I"lATHIEO (21) 

~~lituries physiologiques . . 
: Surchar : • ge • 
• alimentaire • . . . . 

. . 

Immaturité : 

. . 

: ......-' . . . . 

Femme 
enceinte 

. . 
: Mélituries pathologiques 
; primitives 

: Mélituries pathologiques secondaires 

. . . . 

. . . . 

. . . . 

Trouble : 
hépatique : . . 

. . 

. . 

. . 

Trouble 
. . : Mélituries 

intestinal ~ 
Trouble 
rénal : primitives 

bénignes 

: - Diabète 
rénal . . 

: - De Toni, : 
Debré . . 
Franconi : 

: -Wilson 
: - USwe 

: Mélituries 
: primitives 
: graves 

. . . . . . . . . . . . 
. 

~------------------·--------
. . . . . . . . . . . . . ·-----------1 

Galactosuries 

. . 
• Galac tosu- • . 
: rie néo
• natale 

: Galactosu- : 
: rie hépa
~ tique 

. . 

. . 

: . . . . . . 

. . 

. . 
~ Intoléran-
• ce congéni-
: tale (défi
• cit en~ . . . . . : , ) 

· • • • • ferase 
: : : : : : : : ----1 

~------------------ . . . . . : 
: Fructo~Ù- : Fru.ctosu- • : Fru.ctosu- : : : Fru.ctosu- : Intoléran-

Fructosuries 

: rie a.li!llen-: rie néo- : : rie hépa- : : : rie essen- : ce congéni-
: taire : na tale : ; tique ; ; ; tielle : tale (défi-
• • • : (déficit : ci t en phos-. . . . 

en fructo- pho-1-fru.c-
: : : : : : ~ kinase) : to-aldolase) 
: : : : : : . : 

~----------------~ ------------~ 

Lactosuries 

: Lactosurie : Lactosurie : 
: néonatale . . : de la femme : 

: en@e~t~ : 

: Lac tosurie : 
: par enté- : 
: rite : 

: 

: Intoléran-. 
• ce congéni-
: tale (défi
: cit en lac-

: : • · · tose • . . : ) . . . : : : : ______ __ 
: ·--~---· ··------·------ ------·------~..-_________ ------



• • 1 7 1'l8l to~ies ,: de bière ' 
. . 

: . . . . 
• • • ce congéru-

: : : : : tale (défi-
: : : : cit en mal-

: . . 
: · · · tose 

. . . ) 
~---------------

Saccharosuries 

. : - -------·------------ -------------- : . 
Saccharo
surie des 
gounnands 

. . 

. . 
: 

Saccha.ro-. 
• surie par 

entérite 

. . 
: 

Saccharo-
: surie endo-= 

gène (pré- : 
sence d'un : 

• • • • • • enzyme amr-: • . • • • • ma.l • 

t-· ·----· 
. . . . . . . . . . . . . . 

Pentosuries 

Heptulosurie 

Pentosurie 
alimentai
re 

1-lannohep
tulosurie 
(consomma- • 
tion d'avo~· 
cats) 

. 
~-........ 

. . 
: . . . . 

. . 
Xylulœurie 

: 

Intoléran
ce congéni
tale (défi
cit en sac
charose) 

~--------------------·-----------· • • ·-----------· • • 1 
Sialurie et N-acé-: 
ty lhexosamin~e : 
MON·riŒ.~IL et al. 
(22), FONTAINE et 
al.' (23) et 

. . 

. . 

. . . . . . 
. . 

Dysfonctiorr
nement pos

: sible d'un 
gène régula
teur 

STREX!KER et al. . . • 
( 24) : : : ; ; : _______ • • ----1 . . ·---------------1--------- : ·: : : : 

. . 

I>!anno-U-acétyl
glucosamino-oli
gosaccharidosurie : : 
associée à une 
gangliosidose à 
Gi·1 2 (s~KER et 
HONT.RE"uiL ( 25) 

. . 

. . 

. . 

. . . . 
: 

. . . . 

. . 

. 

. . 

. . 

---------~-----· . . . - ·----------

. . 

. . . . . . . . 
1..0 
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phénomènes d'intolérance alimentaire, mais également celui d'affections patho

logiques et génotypiques graves. Parmi ces affections, nous donnerons une place 

prépondérante à la galactosémie du nourriss~ dont la découverte allait donner 

une importance croissante à une nouvelle classe de maladies métaboliques, 

dont l'intérêt génétique et pédiatrique est devenu très important. Deux cas 

de galactosémies sont à distinguer : 

1. La galactosémie par insuffisance hépatigue 

Dans ce cas, une altération cellulaire globale 

(hépatite aigüe ou chronique) s'accompagne d'une difficulté de métabolisme 

du galactose. Une rétention du galactose-1-phosphate s'observe alors dans les 

cellules hépatiques, accompagnée de l'élimination urinaire de galactose. 

2. La galactosémie congénitale du nourrisson 

Cette maladie est liée à un déficit en galac

tose-1-phosphate-uridyl-transférase et se transmet comme un gène autosomiq~e 

récessif. Toutes les cellules de l'organisme accumulent du galactose-1-pllospha

te, et plus particulièrement les hématies. Le schéma ci-dessous explique le 

mécanisme de cette accumulation 

\ 
ATP ADP UDP glucose Glucose-1-phosphate 

"'J ~ 
Galactose ) Galactose-1-phosphate > UDP galactose 

galac!akinase Galacl:se -1- phosphate 
uridyl-transférase 

Le schéma de la figure 2 (p.11) permet de 

replacer le métabolisme du galactose dans la grande voie glycolytique générale. 

L'accumulation de galactose-1-phosphate dans 

les cellules de l'organisme est la cause de manifestations cliniques graves 

troubles digestifs (vomissements, anorexie) ; anomalies hépatiques (ictère, 

hépatomégalie, déficit du complexe prothrombique, lésions cellulaires) ; 

catarate amenant une cécité complète ; retard du développement psycho-moteur. 

\ 
1 
1 

·1 

1 

,, 
•1 

il 
1 '1 

' ; 1 

l' 
: 1! 



(Galactokinase) 
11 

Galactose Galactose-1-P 

?j 1 f (galactose-1-Phosphate 
.. //"" ~ uridyl-transférase) ,. 

deficit enzymatique 
UDP' (Glycogène------- .... ,, 

- ' UDP glucose , 
(UDP glucose \ '\ 
pyrophosphorylase) ~ Glucose-1-P ', 

(phosphogluco- 11 (glucose-6- \ 
mutase) 1 phosphatase) '-J 

Glucose-6-P glucose Glucose 

(glucokinase) 

1t 
Fructose ---------~ Fructose-6-P 

(Fructokinase) 

1 ll 
Fructose-1-P Fructose-1-6-di P 

(Phosphofructokinas~ 

Phosphodihydroxyacétone 

\ 

D-glycéraldéhyde Phosphoglycéraldéhyde 
(triokinase) 
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Figure 2 

Insertion du métabolisme du galactose dans la grande voie 

glycolytique générale. 
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12 MISE EN EVIDENCE D'UNE OLIGOSACCHARIDOSURIE AU COURS DE 

L'EPREUVE DE GALACTOSURIE PROVOQUEE 

I - MATERIEL ET METHODES 

A - EPREUVE DE GALACTOSURIE PROVOQUEE 

14 

Les épreuves de galactosurie provoquée ont 

été pratiquées chez des adultes selon le protocole suivant : 40 g de galactose, 

en solution aqueuse à 10 p. 100, sont absorbés per os etles urines sont recueil

lies heure par heure durant les 8 heures qui suivent. Des urines de référence 

sont recueillies durant les heures qui précèdent la surcharge en sucre. Les 

échantillons urinaires, additionnés d'un mélange de chloroforme et de toluène, 

sont entreposés 24 h à 2Q C. 

B - PREPARATION DES EXTRAITS URINAIRES 

\ Les urines ont été fractionnés selon deux 

procédés différents suivant la nature des glucides étudiés. Le procédé de 

MALLEVAIS-GOUBET et al. (27) permet de fractionner et de doser sélectivement, 

d'une part, les glucides conjugués (glycoprotides) et, d'autre part, les oligo 

et les monosaccharides urinaires. Le procédé de STRECKER~. (28) est un 

procédé de routine d'étude comparée des oligosaccharides urinaires. 

1. Procédé de MALLEVAis-GOUBET et al. (29) 

Les urines, préalablement maintenues pendant 

24 h à 42 C, sont filtrées et concentrées 10 fois par lyophilisation. Elles 

sont ensuite ajustées à pH 6 et traitées à - 15Q C, par 9 volumes d'éthane~. 

absolu pendant 30 mn. On recueille par centrifugation un précipité qui est 

dialysé pendant 3 jours contre de l'eau distillée. On obtient donc, par ce 

procédé, 3 fractions : la fraction adialysable du précipité éthanolique 
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("fraction glycoprotidique") ; la fraction dialysable du précipité éthanolique 

("fraction oligosaccharidique") et la solution éthanolique surna.geante ("frac

tion monosaccharidique"). 

2. Procédé de STRECKER et al. ( 30) 

Un volume d'urine correspondant à une diurèse 

de 24 h, ou parfois de 6 h, est recueilli sur un mélange de chloroforme et de 

toluène, puis filtrée après un séjour de 24 h à 22 C. Une quantité d'urine 

correspondant au 1/5 d'une diurèse de 24 h est ensuite déminéralisée par passage 

sur des échangeurs de cations (Dowex 50 x 8 ; "mesh" 25-50 ; forme H+ ; 2 cm x 

40 cm) puis d'anions (Déacidite A-102 D ; "mesh" 25-50 ; fonne fonniate ; 

2 cm x 40 cm). La solution effluente est passée sur une colonne de charbon~

te (2 cm x 10 cm), préparée selon le procédé de WHISTLER et DURSO (31), qui est 

ensuite éluée, successivement, par 500 ml d'eau, puis par des volumes égaux 

d'éthanol à 3,5, 7,5 et 50 p. 100. 

C - ANALYSES DES FRACTIONS OBTENUES 

1. Analyses quantitatives 

La composition en glucides totaux des frac

tions décrites ci-dessus a été déterminée par l'application des méthodes colo

rimétriques suivantes. : les hexoses totaux, par le procédé à 1 1 orcinol sulfuri

que de TILLSMANS et PHILIPP! (32), modifié par RIMINGTON (33) et selon le pro

tocole expérimental décrit par MONTREUIL et SPIK (34) et SPIK et MONTREUIL (35); 

les acides uronigues, par la méthode au carbazole sulfurique de DISCHE (36), 

selon le mode opératoire de MONTREUIL et SPIK (37) ; les osamines, par la tech

nique de BELCHER, NUTTENT et SM1BROOK (38), après une hydrolyse chlorhydrique 

(Hel 4 N ; 1002 C ; 4 h) effectuée en tubes scellés sous vide ; les acides 

sialigues conjugués, par la méthode à la diphénylamine de WERNER et ODIN (39). 

2. Analyses qualitatives 

Les fractions éthanoliques désorbées de la 

colonne de charbon-Celite ont été soumises à l'analyse chromatographique sur 

papier Whatman n2 3, dans les systèmes-solvants de PAR'I'R.IDGE ( 40) : ,!l-butanol/ 

acide acétique/eau (4 : 1 : 5) et de FISHER et NEBEL (41) : acétate d'éthyle/ 
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pyridine/acide acétique/eau (5 : 5 : 1 : 3). Les révélations ont été effectuées 

à l'aide du réactif à l'oxalate d'aniline de PARTRIDGE (42). 

II - RESULTATS 

MISE EN EVIDENCE D'UNE OLIGOSACCHARIDOSURIE AU COURS DE L'EPREUVE DE 
GALACTOSURIE PROVOQUEE 

L'étude quantitative et qualitative de la 

composition glucidique des urines avant et après une épreuve de surcharge en 

galactose, nous a conduit aux résultats suivants : 

1. Analyses quantitatives 

Les résultats rassemblés dans le tableau IV 

(p. 17) montrent que l'épreuve de galactosurie provoquée est responsable d'une 

augmentation du taux des glucides libres de l'urine, tandis que celui des sucres 

conjugués (glycoprotides) demeure inchangé. L'augmentation du taux des glucides 

libres porte surtout sur la fraction monosaccharidique, et plus faiblement, 

sur la fraction oligosaccharidique. 

2. Analysesqualitatives 

\ L'analyse chromatographique de la fraction 

monosaccharidique montre que l'augmentation porte exclusivement sur le galac-

tose. Par contre, l'augmentation du taux des oligosaccharides s'explique par :i
1 

la présence de 2 nouveaux composés, numérotés 1 et 2 dans la figure 3 (p. 18). f 

3. Etude de l'excrétion des oligosaccharides urinaires induite par une surchar~ 
de galactose en fonction du temps. 

Dans une seconde série d'expériences, nous 

avons réalisé une épreuve de galactosurie provoquée chez un sujet dont l'urine 

était recueillie toutes les heures après l'ingestion de galactose. L'analyse 

des glucides des fractions monosaccharidiques et oligosaccharidiques montré 

(Fig. 4 ; p. 19) que l'apparition des nouveaux oligosaccharides (numérotés 1 

et 2) correspond à peu près à l'élimination du galactose. Toutefois, le taux 

maximum du galactose urinaire se situe entre 1 à 2 heures, tandis que celui 

des oligosacchar~des se place au bout de la 4e heure. Le taux de galactose 

urinaire revient à la normale dès la 4e heure, tandis que les oligosaccharides 

! 
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TABLEAU IV 

Composition en glucides urinaires (en mg) excrétés durant les 8 heures qui 

précèdent (urine A) et qui suivent une épreuve de galactosurie provoquée 

(urine B), chez un sujet de groupe A Lewis b Secréteur. 

: Adialysable du pré
: cipité alcoolique 

(glycoprotides) 

A B 

25 28 

Dialysable du pré
cipité alcoolique 
(oligosaccharides) 

A B 

42 265 

Surnageant alcooli
que (monosacchari
des) 

A B 

: 230 2 500 

c· 
l.des uraniques 6 . 5, 5 16 22 140 190 

15 16 6 75 traces traces 

21 18 12 11 traces traces 
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Figure 3 

Analyse chromatographique des fractions à 3,5 et 7,5 p. 100 d'éthanol 

désorbées dela colonne· de eharbon-Celite. Papier Whatman n2 3. 

Système- solvant : Q-butanol/acide acétique/eau (4 : 1 : 5). Révélation 

à l'oxalate d'aniline. A : urine normale. B : urine après une épreuve 

de galactosurie provoquée. T : solution témoin de sucres purs. Raf : 

raf finose ; Lac: lactose ; Sac: saccharose ; , Gal: galactose; Glc 

glucose Man : manno.se ; Fuc 

absents de l'urine normale. 

fucose. 1 et 2 : oligosaccharides 
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monosaccharidique ; (2) : fraction oligosaccharidosurique. Les chiffres 1 et 2 indiquent les nouveaux oligosaccharides. 

Conditions de la chromatographie : Papier Whatman nQ 3 ; systèmes-solvants : (1) : Q.-butanol/acide acétique/eau (4 : 1 : ~:: 5) 

(48 h) ; (2) : acétate d'éthyle/pyridine/acide acétique/eau (5 : 5 : 1 : 3) (18 h) ; révélation à l'oxalate d'aniline ; 

T : solution témoin de sucres purs (voir Figure 3). 0 : urine avant l'épreuve .de galactosurie provoquée ; 1 : temps 0 à 1 h 

après la prise orale de 40 g de galactose ; 2: temps i à 2 h; 4 : temps 2 à 4 h ; etc •• 

1.0 



.... , ...... . 
-.:_._._·-..:_· __ ..... _.:_;.:-.;·-___ :....:___ ··-· 

·- . 
- ----~-- o -----·-.. --. --~-·---------------~- ·-~-·--·-Y---· • -•--""•' 

20 

sont encore éliminés entre la 4e et la 6e heure. La composition en glucides 

de l'urine revient à la normale en 6 heures. 

4. Etude de l'excrétion des oligosaccharides urinaires induite par une épreuve 
de galactosurie provoguée en fonction de la nature du groupe sanguin du 
sujet 

Des épreuves de galactosurie provoquée ont 

été pratiquées chez des sujets de groupes sanguins connus : 2 sujets A Sécréteur 

Lewis (a- b+), 2 sujets A Sécréteur Lewis (a- b-), 1 sujet A non Sécréteur Lewis 

(a+ b-), 2 sujets B Sécréteur Lewis (a-b+), 2 sujets 0 Sécréteur Lewis (a-b+) 

et 1 sujet 0 non Sécréteur Lewis (a+ b-). L'analyse des urines recueillies 

durant les 6 heures qui suivent l'ingestion de 40 g de galactose, montrent 

des différences très nettes de composition en glucides. Ces résultats sont 

décrits dans la figure 5 (p. 21), où une flèche signale la présence des oligo

saccharides qui étaient absents dans l'urine normale. L'apparition de nouveaux 

oligosaccharides est liée à la nature du groupe sanguin des sujets, et l'oligo

saccharidosurie est particulièrement intense chez les sujets sécréteurs. La 

répartition inégale des oligosaccharides prouve que leur excrétion dans l'urine 

est sous la dépendance des trois phénotypes suivants : système ABO (H), système 

Sécréteur et système Lewis. 

\ 

III - CONCLUSIONS • 

L'épreuve de galactosurie provoquée est à 

l'origine d'une oligosaccharidosurie discrète, qui n'avait jamais été soupçonnée 

jusqu'à présent. En effet, le taux de galactose urinaire est alors trop élevé 

pour permettre la mise en évidence chromatographique d'oligosaccharides, mais 

les méthodes de fractionnement de l'urine proposées par MALLEVAIS-GOUBET et al. 

(43) et par STRECKER et al. (44) nous ont permis d'isoler la fraction oligosac

charidique de l'urine et d'en effectuer l'analyse. 

Cette ~ligosaccharidosurie est dépendante 

des groupes sanguins des systèmes ABO, Sécréteur et Lewis. Ces résultats nous 

ont donc incités à pousser plus loin nos recherches et à isoler à l'état pur 

ces nouveaux oligosaccharides afin d'étudier leurs propriétés physico-chimiques 

et immunologiques. 
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Chromatographie sur papier des oligosaccharides urinaires de sujets ayant subi une épreuve de galactosurie provoquée. Papier Whatman n2 3 

système-solvant : acétate d'éthyle/pyridine/acide acétique/eau ( 5 : 5 : 1 : 3). Révélation à l'oxala te d'aniline. T : solution t émoin de 

sucres purs. Planche (a) : Elution du charbon par l'alcool à 7,5 p. 100 ; Planche (b) : Elution du char bon par l'éthanol à 50 p. 100. Les 

flèches indiquent les O\ igosaccharides abse~ts de l'urine normale. Groupes sanguins : 1 et 2 : A Se Le (a - b +) ; 3 et 4 : A Se Le (a - b -) 

5 et 6 : B Se Le (a - b +) ; 7 et 8 : 0 Se Le (a - b + ) ; 9 : 0 se Le (a + b -)o 
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22 ETUDE PHYSICO-CHIMIQUE ET D1NUNOCHIMIQUE DES 

OLIGOSACCHARIDES URINAIRES l!lXCRETES DURANT 

L 1 EPREUVE DE GALACTOSURIE PROVOQUEE 

I - ~1ATERIEL ET METHODES 

A - ISOLEMENT DES OLIGOSACCHARIDES URINAIRES 

22 

Dans le but de préparer des quantités suffi

-santes de substrat, nous avons fait subir des épreuves de surcharge en galacto

se à plusieurs sujets respectivement de groupe sanguin A, B et 0 Lewis (a- b+) 

Sécréteurs. Les urines ont été fractionnées selon le procédé de STRœKER ~· 

(45), décrit précédemment p. 15 et les oligosaccharides ont été isolés à l'état 

pur par chromatographie préparative dans le système-solvant de FISHER et NEBEL 

(46) : acétate d'éthyle/pyridine/acide acétique/eau (5 : 5 : 1 : 3). L'état de 

pureté des préparations ainsi obtenues a été vérifié par chromatographie ou 

électrophorèse sur papier dans les systèmes-solvants ou tampons suivants : 

système-solvant de PARTRIDGE (47) : a-butanol/~cide acétique/eau (4 : 1 : 5) 

système-solvant de JERMYN et ISHERWOOD (48) : acétate d'éthyle/pyridine/eau 

(2 : 1 : 2) ; tampon boraté : solution à 1 p. 100 de tétraborate de sodium. 

Les révélations ont été effectuées avec les réactifs à l'oxalate d'aniline de 

PARTRIDGE (49) ou au chlorure de triphényltétrazolium de TREVELYAN ~· (50). 

La révélation des électrophorégrammes effectués en tampon boraté nécessite la 

pulvérisation préalable de méthanol acétique (4 : 1 ; v : v) afin d'éliminer 

l'acide borique. 

B - ETUDE PHYSICO-CHIMIQUE DES OLIGOSACCHARIDES 

1. Détermination de la composition centésimale 

La composition centésimale en glucides des 

oligesaccharides a été déterminée par l'application des méthodes calorimétriques 

classiques suivantes : les hexoses par la méthode à l'orcinol sulfurique de 
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TILLMfu~S et PHILIPPI (51), modifiée par RIMINGTON (52) suivant le protocole 

expérimental de SPIK et MONTREUIL (53) ; les osamines, par la technique de 

BELCHER et coll. (54), après une hydrolyse chlorhydrique (Hel 4 N ; 1002 C 

pendant 4 heures) effectuée en tubes scellés sous vide. 

La composition en glucides des solutions 

témoins était la même que celle des oligosaccharides (voir appendice technique). 

2. Détermination de la composit~on molaire en glucides 

La composition molaire en monosaccharides 

a été déterminée après hydrolyse chlorhydrique (HCl 1,5 N; 1,5 h à 100Q C) 

des oligosaccharides. Après purification sur résine échangeuse d'anions 

(Déacidite A-102 D, "mesh" 25-50 ; forme formiate), les hydrolysats chlorhydri

ques sont repris par un petit volume d'eau distillée et soumis à l'analyse 

chromatographique dans le système-solvant de FISHER et NEBEL (55) : acétate 

d'éthyle/pyridine/acide acétique/eau (5 : 5 : 1 : 3). 

Les rapports molaires des glucides neutres 

(galactose, glucose et fucose) ont été effectués en appliquant la méthode de 

DATE (56), modifiée par MONTREUIL et SPIK (57) : révéla tian par le réactif au 

phtalate d'aniline et élution des colorations obtenues par une solution d'étha

nol à 20 p. 100 d'acide chlorhydrique 0,1 N (voir appendice technique). 

3. Identification du glucide en position terminale réductrice 

Le glucide en position réductrice terminale 

a été identifié en déterminant les rapports molaires en glucides neutres et 

la composition centésimale en glucides neutres et osamines, après réduction 

de l'oligosaccharide par le borohydrure de sodium. Le protocole expérimental 

est décrit dans l'appendice technique, p. 59. 

4. O;ydation periodique 

L'oxydation periodique des oligosaccharides 

a été effectuée dans les condi tians définies par HA.RINETTI et ROUSER ( 58) et.- par 

GLICK et al. (59). Après réduction du polyaldéhyde formé par le borohydrure de 

sodium, les glucides non oxydés par l'acide périodique et les polyols libérés 

après une hydrolyse acide ont été identifiés par chromatographie sur papier 

et révélation des polyols par le réactif au nitrate d'argent de Tllb~LYM1 et 

coll. (60). Le protocole expérimental est décrit par l'appendice technique. 
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5. Perméthylation des oligosaccharides 

Les oligosaccharides ont été perméthylés 

selon la méthode de KUHN, BAER et GAURE (61), complétée par deux cycles de 

méthylation selon la méthode de HAKOMORI (62). Le contr8le de la perméthylation 

a été effectué par chromatographie sur couche mince de Silicagel G, dans le 

système-solvant: chloroforme/méthanol (9: 1). La révélation d'une seule tacha 

montra qua la molécule a été totalement méthylée. 

Les oligosaccharidès perméthylés sont hydro

lysés par l'acide chlorhydrique 4 N (100Q C ; 4 h), et l'acide chlorhydrique 

éliminé par distillation sous vide. 

Les monosaccharides perméthylés neutres 

(hexoses) et basiques (osamines) ont été ensuite séparés par électrophorèse 

préparative sur papier Whatman nQ 3 M.M., dans le tampon de MIC:tilJ ( 63~ de pH 3, 9 

pyridine/acide acétique/eau (3 : 10 : 487). 

Les monosaccharides neutres méthylés ainsi 

obtenus ont été analysés, après méthylosidation, par ch~omatographie en phase 

gazeuse sur colonne de Carbowa.x 6 000, à 3 p. 100 sur Chromosorb W, "mesh" 

60-80. Les osamines méthylées ont été identifiées, après silylation, par chro

matographie en phase gazeuse sur colonne de silicone OV 17 à 3 p. 100 sur 

Chromosorb W, "mesh" 100-120. 

\ Les protocoles expérimentaux détaillés de 

ces méthodes sont décrits dans l'appendice technique (p. 60). 

6. fiydrolyse engvmatigue 

Les actions de l'a-D-galactosidase de Fenugrec 

(Trigonellum foenum graecum) de la ~-D-galactosidase de foie de boeuf et da la 

~-D-acétylglucosaminidase de la rata de boeuf ont été étudiées sur les oligosac

charides B
1
, B

2 
et 0

2
• 

LQs hydrolyses enzymatiques sont réalisées 

de la façon suivante : A 100 f d'une solution renfermant une ~ole d'oligos~c

charide, on ajoute 600 ~d'une solution tampon phosphate disodique 0,1 M-acide 

citrique 0,05 M dont le pH est de 5,3 pour l'a-D-galactosidase, 4,3 pour la 

~-D-galactosidase et 4,2 pour la ~-N-acétylglucosaminidase ; enfin, on ajoute 

300 pl de la solution enzymatique soit 20 m.U. pour l'a-D-galactosidase, 18 m. u. 
pour la ~-D-galactosidase et 3 m.U. pour la ~-N-acétylglucosaminidase. Le mélange 

est porté à 372 C pendant 24 heures. La réaction est arr~tée par chauffage de 

3 minutes à 78Q C. 
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Une m.Unité (m.U.) est la quantité d'enzyme qui libère une 

nan omo le de p-ni trophénol par minute à 372 C. 

···.··.······"">·~ 

.. 

Après l'actionsuocessive des différentes enzymes, les hydroly

sats sont purifiés sur des colonnes (1 x 3 cm) d'échangeurs de cations (Dowox 

50 X 8 ; "mesh" 25-50 ; forme acide) et d 1 échangeurs d 1 anions (Duo li te A 102 D ; 

"mesh" 25-50 ; forme acétate). Les solutions effluentes sont soumises à la chroma

tographie sur papier (w
1

, solvant de JEffi.!YN et ISHERWOOD, une nuit) (voir p. 22). 

C - ETUDE DES PROPRIETES IMMUNOCHIMIQUES 

L'activité de groupe sanguin des oligosaccharides a été déter

minée par neutralisation de l'anticorps correspondant après mise en contact. Les 

résultats sont exprimés par la quantité (exprimée en microgrammes de substance 

dans 100 ~ de solution) qui inhibe totalement la réaction d'agglutination d'héma

ties d'un groupe sanguin donné par l'anticorps correspondant. Les activités A, B, 

O, Lewis a et Lewis b ont ainsi été mesurées. Les protocoles e:Jq:érimentaux sont 

décrits dans l'ap~endice technique (p. 63). 

II - RESULTATS 

A - ISOLEMENT DES OLIGOSACCHARIDES URrnAIRES OBTENUS APRES UNE EPREUW DE GALACTO
SURI.E PROVOQUEE 

Nous avons isolé, à partir d'urines de sujets de groupes san

guins A, B ou O, Lewis (~- b+) Sécréteurs, les 6 oligosaccharides indiqués par 

une flèche dans la figure 5 (p. 21). Nous avons adopté la dénomination suivante 

0
1 

et 0
2

, A
1 

et A2, B1 et B2 (oligosaccharides isolés respectivement de l'urine 

d'un sujet de groupe 0, A et B). Le chiffre 1 correspond au composé qui possède 

la vitesse de migration la plus élevée. 

Ces oligosaccharides ont été obtenus dans un état de pureté 

satisfaisant comme le montre la figure 6 (p. 26). Leur comportement chromatogra

phique est donné dans le tableau V (p. 27). 

B - ~UDE PHYSICO-CHIMIQUE DES OLIGOSACCHARIDES 

-Composition centésimale et molaire 

La composition centésimale et molaire des 6 oligosaccharides 

U~inaires est donnée dans le tableau V (p. 27). Ces résultats permettent de 

Préciser leur masse moléculaire : o
1 

est un disaccharide ; A
1 

et B
1 

sont des tri

saccharides ; 0
2 

est un hexasaccharide ; A
2 

et B
2 

sont des heptasaccharides. 

.. 
r 
1· 
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() 
0 

\ 0 

Figure 6 

C:t.romatographie sur papier des oligosaccharides urinaires obtenus 

après une épreuve de galactosurie provoquée. Papier Whatman nQ 3. 

Système-solvant : acétate d'éthyle/pyridine/acide acétique/eau 

(5 : 5 : 1 : 3). Révélation à l'oxalate d'aniline. T : solution 

témoin de lactose. 



TABLEAU V 

Composition centésimale et molaire des oligosaccharides urinaires 

: : . . . . . . . . . 01 . 
02 . A1 : A2 : B1 . 

B2 . . . . . . : . . . • . . . . 
: : . . . . . . . . 

~ (*) . 1, 38 . 0,27 . 1,14 . 0,19 : 0,90 : o, 15 . . . . . . . . . : . . . . . . . . . . . . . . . . . 
C~~]2si~ion centés~le : . : . . . . . • . 
{en p. 100 de poids sec): . . : : . . . . . : . . . . 

"neutres" 
. 

74 67,8 . 
55 

. 67,5 
. 82,5 

. 75,8 oses . . . . . . . . . . • . 
osamines : 0 . 13,2 . 2:7,2 . 26,7 . 0 . 12,6 . . . . . . . . . : : . . . . 

: . . . : : . 
5,12 . 2,02 . 2,53 6,01 - -. . . . . . 

Rapport oses/osamines . . . . . . . . (5/1) . (2/1) (5/2) . : (6/1) . - . . : . -. . . . : . . . . . . -. . . : : . . . . . 
ComEQsition mola~ : . . . . . . . . . . . : . . . . 

Avant réduction 
. . . . . . . . . . : . . . . . 

Galactose . 1 . 2 . 1 . 2 . 2 . 3 . . . . . . 
• : . : . . 

Fucose 
. 1,05 3,08 . 

1 ,o 3,09 
. 

0,95 
. 

2,97 . . . . . . . . . . . . 
Après réduction . . . . . : . . . . . . . . : . : Galactose 

. 0 . 
1 

. 0 1 
. 

1 2 

~ 
. . . . . . . . . . 

Fu co se + . 2,85 . + . 2,90 . 0,92 . 2,92 . . . . . 
: . . . . . . . . . . . . . . . : . . . . . 

Nature du glucide réduc-: Gal : Gal . Gal . Gal : Gal . Gal . . . 
te ur . . . . . : • . . . . . : . . : . . . . . . . . . . : • • . . . 
Nombre de résidus glu- . 2 : 6 . 3 . 7 : 3 . 7 . . • . 
cidiques . . . . : : . . . . 

: . . . . . . . . • . . . . . : . . . . . . 
Réaction avec le chlo- . : : . . . . . . . 
:ru re de triphényltétra- . - . + . - . + . - . + . . . . . . 
zolium : . . . . . . . . . . 

._ . . : . . . . . . . . 
1 

\H~ vitesse de migration par rapport au lactose, dans le système solvant 

acétate d'éthyle/pyridine/acide acétique/eau (5 : 5 : 1 : 3). 

,j 
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L'hydrolyse chlorhydrique montre, en outre, que ces oligosaccharides sont essen

tiellement constitués de galactose, de fucose, de N-acé~lglucosamine et de! 

acé~lgalactosamine (Fig. 7 ; p.29). Ils possèdent tous le galactose en position 

terminale réductrice. La présence d'un résidu supplémentaire de ~acétylgalacto

samine ou de galactose suivant que le sujet est de groupe A ou B laisse présager 

une origine commune à tous ces oligosaccharides, en relation avec la nature du 

groupe sanguin et permet de supposer les nnalogies de structures suivantes : 

A1 • 0
1 

+ N-acét,ylgalactosamine 

B
1 

= o
1 

+ galactose 

A
2 

= 0
2 

+ !-acét,rlgulactosamine 

B
2 

= 0
2 

+ galactose 

2. Révélation au chlorure de triphényltétrazolium (Fig. 8 ; p. 30) 

Le réactif au chlorure de triphényltétrazolium 

est spécifique des sucres réducteurs, à la condition, toutefois, que le carbone 

en a de la fonction réductrice porte une fonction alcoolique. Dans le cas des 

6 oligosaccharides urinaires, seuls fournissent une réaction positive les composés 

o
2

, A
2 

et B
2

• Ce résultat permet de conclure que le carbone n2 2 du galactose 

réducteur terminal n'fst pas substitué. Au contraire, le carbone n2 2 des oligo

saccharides o
1
, A

1 
et B

1 
est substitué. Le disaccharide o

1 
possède de ce fait la 

structure suivante : 
1, 2 

Fuc ~Gal 

D'autre part, les trisaccharides A
1 

et B
1 

fournissent, après hydrolyse ménagée par H
2
so

4 
0,05 N, des disaccharides qui 

réagissent avec le réactif au chlorure de triphényltétrazolium. Ils possèdent 

donc le fucose en position 1 ~ 2 sur le galactose. 

3. Oxydation periodique 
, 

Les résultats obtenus peuvent se résumer de 

la manière suivante : l'hydrolyse chlorhydrique du polynldéhyde réduit par le 

borohydrure de sodium libère, dans le cas de 1 1oligosaccharide 02, uniquement 

de la glucosamine, et dons le cas des oligosaccharides A
2 

et B2, de la glucosa

mine et du galactose, dans les proportions relatives 1 : ~ (Fig. 9 ; p. 30). 

li 1. 
l' 
1 

'· 
~~ ! 
l 

1 ' :1 1 
·) .; 
'i ! 
:1 ' 
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1. 
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! 
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(a) (b) 

Figure 7 

GaiN 

GleN 

Gal 

Glc 
Man · 

Fuc 

29 

Chromatographie sur papier des.hydrolysats chlorhydriques (HCl 1,5 N; 

1,5 h à 100Q C) des oligosaccharides urinaires, avant réduction (a) et 

après réduction par BH
4
K (b). Papier Whatman nQ 3 ; système-solvant ! 

acétate d'éthyle/pyridine/acide acétique/eau (5 : 5 : 1 : 3) ; révéla

tion à l'oxalate d'aniline. T : solution témoin de sucres purs. GalN 

galactosamine GleN : glucosamine ; Gal : galactose ; Glc : glucose 

Man : mannose Fuc : fucose. 



A2A1 A2A1 

oxa ct pt 

Figure 8 

Eévélation des oligosaccharides A
1 

et A
2 

à l'oxalate d'aniline 

(OXA) et au chlorure de triphényltétrazolium (CTPT). 

' 

GN 

Gal 

T ~ 82 A2 T 

~ ® 
GO~G 0 

···oor:.\ • .. { . \!) 

~ @ 
0 0 

Figure 9 

Ct-romatographie sur papier des produits de l'hydrolyse 

chlorhydrique (HCl 1 N ; 100Q C ; 1 h) des oligosaccharides 

0
2

, B
2 

et A
2 

après oxydation periodique. Papier Whatman 

nQ 3 ; système-solvant : acétate d'éthyle/pyridine/acide 

acétique/eau (5 : 5 : 1 : 3). Révélation à l'oxalate 

d'aniline. GN : glucosamine ; Gal : galactose. 

I...N 
0 
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Parmi les produits de dégradation de o
2

, A
2 

et B
2 

(polyols provenant de la réduc

tion du polyaldéhyde), nous caractérisons du glycérol et de l'érythritol. La 

présence d'érythritol est un résultat très significatif.: en effet, il ne peut 

provenir ni du fucose, ni des N-acé~losamines. Il ne peut provenir que du ga

lactose réducteur terminal qui est donc substitué à la fois en 3 et 4 ou en 4 

et 6, puisque sa fonction alcoolique du carbone 2 est libre. 

4. Perméthylation 

La perméthylation des oligosaccharides a été 

effectuée sur les oligosaccharides avant et après hydrolyse ménagée par l'acide 

sulfurique dilué (H2so
4 

0,05 N ; 1002 C ; 15 mn) qui libère sélectivement le 

fucose en position externe. Les résultats obtenus sont raGsemblés dans les 

tublea\lx "!J:I et VII (p. 32' et 33)·. 

a) Oligosaccharide o
1 

(Fuc ~Gal) 

Ce disaccharide conduit la formation de perméthyl

fucose et de 3, 4, 6 tri-0-méthyl galactose. Nous confirmons donc ainsi la 

structure proposée p. 28, c 1 est-à-dire : 

\ 
Fuc 1 ~2 Gal 

b) Oligosaccharide A
1 

(Fuc, GalNHAc~ Gal 

Le fucose et la N-acétylgalactosamine sont en 

position externe non réductrice (obtention dos dérivés correspondants perméthy

lés). 

Le galactose réducteur est substitué en 2 et en 

3 (obtention de 4,6 di-0-méthyl galactose). Après hydrolyse sélective du fucose, 

nous obtenons le 2, 4, 6 tri-0-méthyl galactose, résultat qui permet donc 

d'attribuer à A
1 

la structure suivante : 

Fuc 1 --7 2 Gal 
3 

i 
GalNHAc 

Il 
!l 
11 
ji 
,, ,. 

: ~ 1 

i:· 
1 

: d 
: l' 

:il 

1_,: 

·r: 
:1' 

\. ( 

j 
1~ 



TABLEAU VI 

Identification par chromatographie en phase gazeuse (a) (b) des éthers méthyliques des osamines 

présents dans les hydrolysats des oligosaccharides o
1
, 0

2
, B

1
, B

2
, A

1 
et A

2
• 

. . . . . . Nature de l 1oligosaccharide 
Nature des éthers 
méthyliques des 
osamines 

: tr (c} : A : - A , : p : 0 : A : A : B : B 
1 : "" ,1 ..... ~: ·.r2 ~: ~2 : 2 : 2 : 2 : 2 . . . . 

natif =;Iéfucosyl~·: netif.: défucosylé: natif: défucosylé: natif: défucosylé 
: : : : : : l ~-----------------------: : :--------------

3,4,6-tri-0-méthyl
galactosamine 

"': 

. . 
... • . . . 

4,6-di-O-métbylgluco- :1 03;11li: 
. '1 

aamine : : . . . . 

+ 
. . 
: 

+ 
. . . . 
. . . . . . 
. . . . 
: + 

: . . . . . . 
. . . . . . 

+ 

. . 
+ 

+ 

: 

+ 

+ 

: 

. . 
: . . 

+ 

. . 

. . 

. . 

. . 

+ 

6-mono-0-méthylgluco- : 113 · 18 . 1 , ., 
samine : : . . . . . . 

-----~------~--~------~-------------------i_----------1--------------------!·-----------=---------------------- . . . . . . . : : .:.--

""' 
(a) sous la fonne de leur dérivé de ailylation 

(b) conditions expérimentales : Appareil Aerograph 1 200 ; 

(0,2 x 180 cm) ; phase stationnaire : 3 % de silicone 

1202 ; gaz vecteur : azote (débit : 20 ml/min). 

détection par ionisation de flamme ; colonne de verre 

OV17 sur chromosorb W ("mesh" 100-120) ; température : 

( o) Temps ,de rétention rel a tif à .l! 1»!) thf1 ' l stlg lii. 
· ~3,AI.,I1 l;.i-o- Jal 1~~,.,, 

-- ~ -~~ ~ -=~--~-=- ~-:__ ..:....:.~~:~...:....:..-_::;_ ::....-=·.:..- .-:-·----.-_ -;_::- ........ __ _ --·-·.:;::-:-_ ~=··.:-- -...... --:--;.~;--;:-.-·- ·;.-=.::·-.:, 

~ 
1\) 

i 

i: 
·1 

t 
" 
i! 
1: 
1 

/.i 
l -~ 

1 1 
'·- 1 

' ~-l li 
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Identification par chromatographie en phase gazeuse (a) (b) des éthe· 

hydrolysats des oligosaccharides o
1
, o

2
, B

1
, B

2
, A

1 
et A

2 

Nature des éthers méthyliques des 
monosaccharides neutres 

Méthyl-2,3,4-tri-0-métnylfucoside 

Méthyl-2,3,4,6-tétra-0-méthylgalacto-
aide 

Méthyl-3,4,6-tri-0-méthylgalactoside 

Métnyl-4,6-di-0-méthylgalactoside 

Méthyl-2,3-di-0-méthylgalactoside 

Méthyl-2,4,6-tri-0-méthylgalactoside 

Méthyl-2,3,~tri-0-méthylgalactoside 

• • 
s .tr (c) 

. . . . 

• • 

: 

' : 

\ 

1 

1,6'f 

1,11 

3,'11 

~.'fO 

z, (:,0 

2,6'f 

• . 

: 

01 
natif 

. 
A1 • A1 

natif : défucosylé : ~~ 
----- ----- ---------:~~ 

+ + 

+ 

(a) Sous la forme de méthylglycosides • ~ 
(b) Conditions e~érimentales : Appareil Aerograph 9 200 détection par iO~' 

Carbowax 6 6oo sur chromosorb W HMDS ("mesh" 60-80) J température 170g 1 
'rt 

. : ; 

~ -- ·-(c) Temps de rétention relatif au 2,3,~tri-0-méthylfucoside. 



t 

~liques des monosaccharides neutres présents dans les 

t : : 
' •, c~lonne d~ verre (0,2 x 300 cm) 
1 ~~ete, ... 

~- azote (débit : 30 ml/min). 
phase s ta tionna.ire 3 % de 

,· 

.,,., .•• ,.~ QJJ.,U' 
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c) Oligosaccharide B
1 

(Fu~, Gal) --7- Gal 

Des observations identiques ont été effectuées, 

toutefois le perméthyl galactose remplace ici la perméthylgalactosamine. 

B
1 

possède donc la structure suivante : 

Fuc 1 ~ 2 Gal 
3 
1' 
t 

Gal 

d) Oligosaccharide o
2 

(3 Fuc, Gal, GlcNHAc) ~Gal 

La perméthylation de l'oligosaccharide natif 

conduit à du perméthyl fucose, du 3,4,6 tri-0-méthyl galactose, du 2,3 di-0-

méthyl galactose et de la 6-mono-0-méthyl glucosamine. Après défucosylation, 

apparaissent du perméthylgalactose, du 2,3,~-tri-méthylgalactose et de la 

4,6-di-0-méthylglucosamine. 0
2 

possède donc la structure suivante : 

Gal 1 ~3 GlcNH.Ac 1~f Gal 

2 4 ' t \ t 1' 
1 

Fuc Fuc Fuc 

e) OligQsaccharide A2 (3 Fuc, Gal, GlcNHAc, GalNŒIAc) ~ Gal 

%1!11, 

La perméthylation de l'oligosaccharide natif 

conduit à du perméthylfucose, du 4,6-di-0-méthylgalactose, du 2,3-di-0-méthyl

galactose, de la perméthylgalactosamine et de 6-0-mono-glucosamine. Après 

défucosylation, nous obtenons du 2,4,6-tri-0-méthylgalactose, du 2,3,1-tri-0-

méthylgalactose , de la pcrméthylgalactosamine et de la 4,6-di-méthylglucosa

mine. Ce résultat laisse subsister une ambiguité concernant les substitutions 

par le fucose des deux molécules de galactose. Toutefois, A
2 

fournit une réac

tion positive avec le réactif au chlorure de triphényltétrazolium, ce qui 

permet de situer le 2,3-di-0-méthylgalactose en position terminale réductrice. 

1 

1 

1 

·~· 

' 'j• 

~ . . 

' . ,_, 

·-
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L'ensemble de ces résultats permet donc de conclure aux 

enaha1nements glucidiques suivants : 
. a: 

B
1 

:: Gal ~ Gal : 
. ' 1 

• 1 ' 

B
2 

Gal~ Gal~ GlcmrAc .4 Gal 

Gal-4.. GlcNRAc 4dal 

L'activité de groupe sanguin des oligosaccharides urinaires 

a. été exprimée par la. quantité minimum de subs.tance,. en fg pour 100 ~1 de solution, 

qui inhibe totalement l'action des héma.Ïsglutinines. Les conditions expérimentales 
' 

utilisées sont décrites p. 63 (appendice technique). Ces conditions sont identiques 

à celles utilisées par la plupart des auteurs. Nous a~ons également déte1miné 
. ' ' 

1 1 activité de groupe sanguin de certains oligosaccharides de structure connue, afin 

d~ Ïx>sséde~ des vale~s ~e rÙé'rence (oÜ.g;saccharide~· urinaires à activité A ou B, 

de LUNDBLAD ( 64) et lacto-N-difucohexaose I isolé du lait par KUEN ( 65) et par 
. . ' 

.MONTREUIL (66)). Nous savons·, depuis les t.ravaux de WATKmS et MORGAN (67) que les 

activités de groupe sanguin ABO (H) et Lewis a ou b sont liées aux structures glu-

cidiques suivantes : 

. cv· 

A Gal.NHAc a: 1 '~ Gal~ R 

B \ : Gal a: 1•3 Gal ) R 

H 
a: 1 2 ' 

: Fuc '~ Gal ~ R 

Lewis a Gal ~ GlcNMc -4- R 

~ 1 a:1,4 

-v Fuc 

Lewis b : Gal (1 1 '~ GlcNHAc --7 R 

T a: 1, 2 , j : ex 1,4 

Fuc Fuc 

D'autre part, la présence simultanée de fucose en a: 1,2 sur le 

galactose et a: 1,4 sur la N-acét,ylglucosamine masque à la fois l'activité H et 

Lewis a., pour faire a.ppara!tre l'activité Lewis b. 

Les résultats rassemblés dans le tableau VIII (p. 37), soulèvent 

un certain nombre de remarques• 

!r 
i' 

\.' 

·, 
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TABLEAU VIII 

Quantités minimales d1oligosaccharides urinaires capables d'inhiber l'agglutination des hématies, exprimées en~0,1 ml 

Désignation de l'oligosaccharide 

. . 
Système antigène-anticorps . 

·--------------------------------------------------------~---4 
: Hématies : Hématies : Hématies __ : Hématies : 
: A -an ti A : B-a.nti B : 0-anti H : 0 Lea-anti: • 1 • • • • 
• humain • humain · • du sérum • Lea h'U!Il8i.~ • 
: : : d'anguille: : . . . . . 

Hématies 0 
Leb-anti 
Leb humain 

~----------------------------------------------------~· . . . ·----------~ . . . . . . . . a 
0

1 
: Fuc 1--72 Gal : > 1 000 : )1000: 10 ND : >1000 . . . . . 

~------------------------------------------------------------------------------------------·· . . . ·------------------~ 
0

2 
: Gal 14 3 Glc:NIIlo-1 ~t Gal 

2 4 f . 
ja fa 'f'a 
1 1 1 

Fuc Fuc Fuc 

: . . 
:(a) )1 000 : . . . . 
:(br ND (c)= -. . . . 

. . 
)1 000 : 

ND 

: . , . . . . . 
/-

. . 
1 000 : 

650 

. . . . . . . . 

350 

ND 

. . 

. . . . . . . . 

3p 

2,5 

~--------------------------------------------------------------------------~--------------~.-----------------:- • • : 1 
a 

A.
1 

: Gal.NHAc 1--)3 Gal 
2 

:(a) 60 . . . ta : 
. . . . . . . . 

)1 000 ~ 

ND 

. . . . . . 

10-

30 

. . . . . . 

. . 

ND ~ ) 1 000 

: 
ND : ND 1 : (b) 80 . 

Fu.c • • • • : . ·- . . ------t 
~------------------------------------------------------·= : : : : 

GalNHAc 1~3 Gal 1~3 GlcNHA.c 1~. Gal 

2 4 ' ta ja ta 
1 1 1 

~: 

------------~_c __________________________ __ 'i'u.c Fuc 

:(a) . . 
~ (b) ·. 

1 000 

900 

·--~ 

: )1 000 . . . . . . . . . . 
ND 

...._ --.- ..... ~ 

: )1000: 
: 
: . . . . . . 

ND 

. . . . . . . . . . 

150 

ND 

. . . . 
: . . . . 

, ...._ ,·~ ~ ":> \ coo : 

100 

100 

)1 'JOO 



.. : -.. , i' ...._ '~~_____1_COO : ')'\ 'iW \ : : 1 ... 
~u.<:. 

: . . . . ? ~::---- =: ; 
ri--------------------------------------------------------------------· ·------------· . ·----------~ . . 

Gal 1 ~ 3 Gal 14 3 GlcNHAc 1 ~/j Gal 

2 4 ' 

'B : 
2 

'fa ta ta 
1 1 1 

fuc fuc fuc 

b2 après- hydrolyse par H
2
oo 

4 
0,05 li ( 1002 C 15 mn) 

. . 

. . . . 

. . 

: 
>1 000 : 

: 

: . . 

900 
. . . . . . . . . . . . 

. . 
>1 000 : 300 

. . 

. . 
> 1 000 : 250 : ND : ND : . . . . 

5 

ND 
---- ------1 

~émoins de références(d) 

I GalNRAc 1 ~ 3 Gal 1 Jl. 4 Glc 
___,.-

2 3 
'ta ta 
1 1 

Fuc fuc 

. . 
: 
:(a) . . 
~ (b) . . • 

180 

360 

. . 
: 

. . . . 

. . 

> 1 000 

ND 

. . 

. . 

. . 

180 

180 

. . 

. . 

. . . . 
1 {)()() : 

ND 

. . 

>1 000 : II hydrolysé par H2so
4 

0,05 N (100Q C ; 15 mn) ~ 180 ~ > 1 000 ~----- ND 

II Gal 1 ~ 3 Gal 1 ~ 4 Glc : : : : )1 000 : 80 160 . . >1 000 : 
2 3 
ta: -ta: 
1 1 

Fuc fuc 

. . 
: . . . . . . : 

. .. . . . . 

100 

350 

ND 

100 

ND II hydrolysé par ~so4 0,05 N ( 100Q C ; 15 mn) : )1000: 160 : )1000: ND 
___ : : :- :·_ ----+ 

Lacto-N-di.fucohexaose I (e) 
~ ~ ~ 

Gal 1 ~ 3 GlcNHAc 1 ~ 3 Gal 1"'"7 4 Glc 
2 4 
ta 't'a 
1 1 

. . 

. . 
: . . . . 
: 

. . 
>1 000 : 

. . 
: . . 

)1 000 

. . 

. . . . 
)1 000 : 

. . 
250 

. . 

. . 

: 

1,5 

Fuc Fuc : : : : • 
1 ----------

(a) et (b) : valeurs déterminées avec des lots d'hématies et d'antisérum différents ; (c) : ND 
valeurs non déterminées ; (d) : I et II : oligosaccharides isolés de l'urine normale de sujets 
A e~ B Sécréteurs ; (e) : isolé du lait de Femme. 
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L'oligosaccharide o
1 

possède une activité B 

qui correspond à la liaison a 1,2 du fucose. L1oligosaccharide A
1 

possède 

simultanément une activité A et une activité li. L'oligosaccharide B
1 

possède 

les activités B etH. L'oligosaccharide o
2 

ne possède pas d'activité H qui 

est masquée par une très forte activité Lewis b. L'activité Lewis a est 

également absente. L1oligosaccharide A2 ne possède pas d'activité A, bien que 

la N-acétylgalactosamine soit en position externe. Seule est décelable une 

activité Lewis b peu intense. L'absence d'activité A pourrait s'expliquer 

par le fait que la N-acétylgalactosamine pout ne pas Hre liée en a 1, 3 

mais en~ 1,3. Or, après hydrolyse ménagée par H
2
so

4 
0,05 N, qui libère sélec

tivement le fucose, nous observons l'apparition de l'activité A. Notons, tou

tefois, que l'oligosaccharide (I), qui possède une certaine analogie de struc

ture a bien une activité A, malgré la présence de deux résidus de fucose, 

dont l'un est lié en a 1,3 sur le glucose. L'oligosaccharide B2 possède 

également une activité B, démasquée par l'hydrolyse sélective des résidus 

fucosyl. 

Ces résultats permettent de préciser les 

anoméries des monosaccharides en position externe non réductrice : les molé

cules de fucose sont donc liées en a sur le galactose ou la !-acétylglucosa

mine, de môme que 1\ galactose ou la !-acétylgalactosamine externe des oligo

saccharides A
2 

et B2• Seule l'anomérie du fucose lié en 'sur le galactose 

réducteur n'a pu ~tre précisée. Nous admettrons provisoirement qu'il est 

également lié en a, seule anomérie décrite jusqu'à présent dans la littérature. 

III - CONCLUSIONS 

L'étude de la structure des oligosaccharides 

urinaires e4crétés au cours d'une épreuve de galactosurie provoquée nous 

permet de leur attribuer les formules suivantes : 

Fuc 1 ~ 2 Gal 

ou 0-a..L-fucopyranosyl-( 1 ~ 2)-D-galactopyranose 

' •' 
1" 

~. 
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a 
1~ 3 Gal 

2 

tex 
1 

Fuc 
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ou Q-a-.ll-2 desoxy-2 acétamido-galactopyranosy1 ( 1 - 3 fo- "-.!,-fuco
pyr~syl ( 1 ~ 2) }D-galactopyranoso 

ex 
Gal1 ~3 Gal 

2 

tex 
Fuc 

ou 0-"-D-galac topyranosy1 ( 1 -;. 3 fa- •-L-fucopyranosy 1 ( 1 ---;>- 2) }-n
galactopyranose 

Gal 1 -4 3 GlcNHAc 1 -f4 f Gal 

2 4 ' 
tex fex fa: 
1 

Fuc Fuc Fuc 

ou Q-a:..k-fucopyranosyl ( 1 -7 2)-Q-~-].-galactopyranosyl ( 1 4 3 ~-
- \ - - 'CV 

ex~fucopyranosyl (1---- 4)jl~-.Q-2 desoxy-2 acétamido-glucopyranosyl 

( 1-- • f!l- •-:!;fucopyranosy 1-( 1 - 6) }n-ga1actopyranose 

a t3 t3~ GalNHAc 1 ~ 3 Gal 1 ~ 3 GlcNHAc 1 ---7 1 Gal 

. 2 4 ' ta ta ra 
1 1 Fuc Fuc Fuc 

ou Q-a-,g-2 desoxy-2 acétamido-ga1actopyranosy1 ( 1 -;. 3:j;l- •-L-fuco

pyranosyl ( 1 ~ 2) }t3~-galactopyranosyl ( 1 -4 3fQ- ex-L-fucopy~ 
ranosy1 ( 1---., 4) }~-D-2 desoxy-2 acétamido-g1ucopyranosy1 ( 1 ~ f) fo- •-J,-fucopyranosy1-( 1 ~ 1 }.!2:-galactopyranose 

!t 

IJ,: 
'!• 

:1 

.·' 

1,. 
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a ~ ~ 
Gal 1 ~ 3 Gal 1 ---73 GlcNHAc 1 ~· Gal 

2 1 ' ta Ta Îa 
1 1 

Fuc Fuc Fuc 

ou Q-a-~galactopyranosyl (1 ~ 3)fg_- a-1:,-fucopyranosyl (1 -7 2) }~
]2-galactopyranosyl ( 1 --+ 3 ~- a-!:fu~opyranosyl ( 1 --7 4) J-~-g-
2 desoxy-2 acétamido-glucopy;anosyl (1 ~·)~- a-~fucopyranosyl 
( 1 ---). f) }n-galactopyranose -

L'étude immunochimiquc do ces oligosaccharides montre 

qu'un m~me composé peut posséder à la fois une activité A (ou B) et R. L'hexa

saccharido 02, qui possède les glucides immune-dominants de groupe H 

(Fuc 1 ~ 2 Gal) et de groupe Lewis a (Fuc 1 ~ 4 GlcNRA.c) possède exclusive

ment une activité Lewis b. LesheptasaccharidcsA
2 

et B
2

, qui possèdent les trois 

sucres immune-dominants de groupe A (ou B), H et Lewis a, ne possèdent qu'une 

activité Lewis b. L'hydrolyse partielle par l'acide sulfurique diluée permet 

de faire appara1tre l'activité A (ou B) et ce résultat démontrerait donc qu'il 

existe une interaction entre la N-acétylgalactosamine (ou le galactose) et les 

résidus fucosyl. La faible activité Lewis b de A
2
, par rapport à B

2 
montre, 

en outre, que l'interaction entre la galactosamine et le fucose est plus 

impPrtante que celle observée entre le galactose et le fucose. 
\ 

,. rD 1 S C U S S 1 0 N 1 

La description de ce phénomène d1oligosaccharidosurie 

induite par une surcharge en galactose soulève un certain nombre do problèmes 

qui ont trait à l'origine des oligosaccharides et à leurs propriétés immune

chimiques. Parallèlement à ces travaux, STRECKER, CHAUVET et MONTREUIL (68) 

ont montré que d'autres mélituries étaient également à l'origine d'une oligo

saccharidosurie, observée seulement chez des sujets sécréteurs. Ainsi, dans · , 
le cas du diabète, le pentasaccharide suivant : 

GalNHAc 1 ~ 3 Gal 1 ~ 4 Glc 
2 3 

1'a 1'a 
1 

Fuc Fuc 

' 
il 
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dont le taux normal est d'environ 5 mg par diurèse de 24 h, voit son taux 

augmenté de 5 à 20 fois (Fig. 10; p. 42). La lactosurie provoquée est également 

à l'origine de l'augmentation du taux des oligosaccharides urinaires, Dans le 

cas de la galactosurie provoquée, les oligosaccharides qui apparaissent dans 

l'urine sont absents de l'urine normale. Toutefois, le point commun de tous 

ces composés est de posséder une activité de groupe sanguin ABH et Lewis qui 

résultent de l'activité do glycosyl-transférases spécifiques. Il existe, en 

outre, certaines analogies de structure entre les glucides de l'urine et ceux 

du lait de Femme (Fig. 11 ; p. 43) qui peuvent faire supposer à un mécanisme 

commun de biosynthèse. Dans le cas du lait de Femme, ce serait alors la synthèse 

de quantités élevées de lactose qui induirait la formation d'oligosaccharides 

dont le r8le est encore inconnu. Le problème reste posé de savoir si ces oligo

saccharides urinaires sont les produits du catabolisme de substances de groupe 

sanguin tissulaires ou érythrocytaires, ou, au contraire, des composés qui ont 

été synthétisés dans le sérum sous l'action de glycosyl transférases solubles. 

Le second problème est d'ordre immunochimique. Les oligosaccharides A
2 

et B
2
, 

en effGt, n'inhibent pas l'agglutination d'hématies A ou B par des sérums 

anti A ou anti B humain, bien qu'ils possèdent un résidu a-N-acétyl-galactosa

minyl ou a-galactosyl terminal, ces deux activités étant masquées par l'activi

té Lewis b. LLOYD, KABAT et ROSENFIELD (69) avaient déjà montré, en 1966, que 

le pouvoir inhibiteur de l'agglutination variait, pour un oligosaccharide, 

selon le nombre de molécules de fucose (Tableau IX ; p. 44). Toutefois, les 
\ 

oligosaccharides étudiés par LLOYD et K.A.BAT (70) correspondent au déterminant 

de type II : liaison Gal 1 ~ 4 GlcNHAc. 

[coNCLUSIONS GENERALES~ 

L'étude quantitative et qualitative de la composition 

en sucres des urines, avant et après des épreuves de surcharge en galactose 

nous ont conduit aux résultats suivants 
, 

- L'épreuve de galactosurie provoquée est à l'origine d'une oligosaccharido

surie caractérisée par l'Élimination dans l'urine d1 oligosaccharides 

absents de l'urine normale. 
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Figure 10 

T 

Raf 

lac 

Sac 

Gal 
Glc 

Chromatographie sur papier des oligosaccharides de la fraction éthanolique à 7,5 p. 100 d'urines de sujets normaux et 

pathologiques. 1 à 6 :urines normales de sujets de groupe A; 7 à 11 :urines normales de sujets de groupe 0 ; 12 à 

15 : diabète (groupe A) ; 16 : sialurie (groupe A) ; 17 : lactosurie provoquée (groupe A). Conditions de la chromato

graphie : Papier Whatman nQ 3 ; système-solvant : ~-butanol/acide acétique/eau (4 : 1 : 5) (3 jours). Révélation à 
~ . 

l'oxalate d'aniline. T : solution témoin de sucres purs : Raf : raffinose ; Lac : lactose ; Sac : saccharose ; Gal 

galactose ;, Glc : glucose. 
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Lacto-N-tétraose 

Lacto-N-néotétraose 

Lacto-N-fucopentaose I 

Lacto-N-fucopentaose II 

Lacto-N-difucohexaose I 

\ 

Gal 1 -4 3 GlcNHAc 1 ~ 3 Gal 1 -4 4 Glc 

Gal 1--4-4 GlcNHAc 1 .J._ 3 Gal 1 -4 4 Glc 

Gal 1 ~ 3 GlcNHAc 1 ~ 3 Gal 1 4 4 Glc 2 / 

ta 
1 

Fuc 

Gal 1 4 3 GlcN1IAc 1 ~ 3 Gal 1 -4. 4 Glc 
4 ct 
1' 
1 

Fuc 

. ~ ~ ~ 
Gal 1 ~ 3 GlcNHAc 1 --7 3 Gal 1 ~ 4 Glc 
2 4 

1' a ta 
1 1 

Fuc Fuc 

Lac~-difucohexaose II Gal 1 4 3 GlcN!!Ac 1 4 3 Gal 1 4 4 Glc 

4 3 
1'a ta 
1 1 

Fuc 

Figure 11 

Structure de quelques oligosaccharides du lait 
de Femme. 
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TA.Bis&AlT ..Z:X 

Pzvpr2étés immunochimiques d 1oligosaccharides obtenus par hydrolyse alcaline de substance soluble 
de groupe sanguin (LLOYD et KABAT) (70). -

-------·-
' Activité de groupe sanguin (en (1&"100 f) . . . . 

Le a 
. Leb A 

. H . . 
(Ulex) . . . 

Gal.NHAc 143 Gal 1-43 GlcNHAc 
. . . . 900 : . . . . 

Fuc 
. . 

1 
. 

"-ex 

. . . . . . . . 
/ . . . 

2 3 
. . . 

GalN1IAc 1 ~ 3 Gal 1 ~ 4 GlclffiA.c 1 -4 ou Galacti tol ( *) 
. : > 1 000 

. . 
232 

. > 2 000 
. 500 . 

4 
. . : . . 

Fuc : . . . . 
1 . . . . . . . . 
J. ex . : . . . 
2 . . . . 

Ga.lNEAc 1 ~3 Gal 1 ~ 4 GlcNHAc 1 -} 6 Galacti tol 
. . . . . 236 . > 1 000 . > 2 000 . 500 . . . . . . . . . . . . 

Fuc Fuc . . . . . . 
1 1 . . . . . . . . 
J,a al? . . . . . . . . 
2 

. . . . . . 
Gal.NHA.c 1 ~ 3 Gal 1 ~ 4 GlcNHAc ~R (**) . > 515 . > 2 000 . 980 . 490 . . . . 

. . . . . . 
Fuc 

. . . . 
1 

. : . . . 
J..a . . 
2 

. . 
Gal.NRAc 1 ~3 Gal 1 ~ 4 GlcNHAc >R (**) . 178 . ). 1 000 . > 1 000 . 500 . . . . 

- . ..,.,. ..,.,. 

(**) R = CH
2

0H - CHOH =CH -CH = CHOH - CH20H 

{*) Les 2 oligosaccharides (1 ~3) et (1 ~4) ont la même activité. 

- ----- - ------- - --- -- --.-- ----::::::-=:.--.: 
--~ ......... 
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2 -La présence de ces nouveaux sucres dans l'urine est sous la dépendance 
des gênes A B H, Se et Le. 

3 - L'étude physico-chimique de ces oligosaccharides nous a permis d'établir 
les structures suivantes : 

Groupe sanguin 

0 Se Le (a- b+) 

A Se Le (a- b+) 

\ 

B Se Le (a- b+) 

Oligosaccharide 

a: 
Fuc 1 ~2 Gal 

{3 {3 
Gal 1 -7 3 GlcNHAc 1------; f Gal 

2 4 ' t a: ~ a: t a: 
1 1 1 

Fuc Fuc 

a: 
GalNHAc 1 ~3 Gal 

2 

ta: 
1 

Fuc 

Fuc 

a: {3 {3 

GalNHAc 1 ~ 3 Gal 1 ~3 Glc.NH.Ac 1~fGal 
2 4 ' Ta: ta: ta: 

a: 
Gal 1 ~3 Gal 

2 

t a: 

Fuc 

Fuc Fuc 

Gal 1 ~ 3 Gal 1 ___, 3 GlcNHA.c 1 ~ ~ Gal 

Fuc 

2 4 ' 10: 10: ""'a: 
1 1 1 

Fuc Fuc Fuc 

i: 

·Il 
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4- L'étude immunochimique montre qu'il existe une interaction entre la N-acé

~lgalactosamine ou le galactose responsable des activités A ou B et les 
résidus fucosyl responsables de l'activité Leb. 

L'origine de ces oligosaccharides,qui est. certes, liée 
au métabolisme des substances solubles de groupe sanguin, demeure inconnue. 

Ce phénomène, toutefois, n'est pas unique puisqu'une oligosaccharidosurie 

accompagne également d'autres mélituries comme le diabète et la lactosurie. 

\ 

. 1 
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I - PREPARATION DES RESINES 

L'étude chromatographique des oses nécessite un 

"dessale.ge" préalable des solutions, réalisé par passage successif sur des colon

nes de résines échangGuses de cations (Dm·rex 50, "mesh41 25-50 ; forme H+) et 

d 1 anions (DJ.oli te A-40 ; "mcsh" 25-50 ; forme formiate). Ce mode opéra taire 

permet en outre un fractionnement des dérivés glucidiques en composés "neutres" 

(osos, acéi;'l;loso.mincs, polyols, lactones), "basiques" (osamines) et "acides" 

(ncide3 ~r.oniques, acides sialiques). 

Avant leur emploi, les échangeurs d'ions sont traités 

selon le œode opératoire préconisé par COEN (71) : agitation pendant plusieurs 

heures à la tempéra~tre du laboratoire, successivement avec de 1 1eau, un mélange 

d'acétone et d1eeu (v : v), de l'acétone, de l'éther de pétrole, de l'acétone, 

un mélange d'acétone et d1eau (v : v) et de 1 1eau. 

Ils sont ensuite éventuellement tamisés et introduits 

dans des colonnes do verre. 

L'échangeur de cations est utilisé sous sa forme acide, 

par passage d'un volume d'acide chlorhydrique 3 N, correspondant à 3 fois la 

capacité de l'échangeur\ exprimée en litres d'HCl 3 N, suivi d'un lavage soigneux 

à l'eau distillée, jusqu'à ce que le pH du liquide effluent atteigne 6. La forme 

formiate de l'échangeur d'anions est obtenue par le passage d'un volume de soude 

3 N, correspondant à 3 fois la capacité de l'échangeur exprimée en litres de 

soude 3 N, suivi d'un lavage à l'eau distillée, puis du passage d'un volume 

d'acide formique pur, égal à 3 fois celui de la résine. Enfin, un lavage soigneux 

à 11eau distillée amène le pH de l'effluent à neutralité. 

j; 
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II - PREPARATION DES COLONNES DE CHARBON-CELITE 

Les colonnes de charbon-Celite ont été préparées selon le 

procédé de WHISTLER et DURSO (72). Le charbon (ACTIVIT X 100) est tout d'abord 

traité par HCl pur de manière à le désactiver partiellement et à éliminer les 

impuretés (ions minéraux et substances organiques). Il est ensuite filtré sous 

vide sur BUCHNER et soigneusement rincé par de l'eau distillée. Ce lavage est 

extrêmement important, car la moindre trace d'acide chlorhydrique risque, au 

moment de la concentration à siccité des effluents glucidiques, de conduire à 

des réactions de destruction ou de transosidation des sucres (SPIK et al.) (73). 

La formation de grumeaux de charbon provoque en particulier la rétention de 

l'acide chlorhydrique. Le charbon, lavé une première fois, sera donc séché à 

plat sur une feuille de papier filtre, puis écrasé de manière à éliminer ces 

grumeaux. Il sera ensuite relavé abondamment et séché plusieurs fois de suite. 

Enfin, les particules trop fines de charbon qui risquent d'empôcher un écoule

ment normal des colonnes sont éliminées par décantations successives. La 

Celite est également traitée par l'acide chlorhydrique pur, puis lavée comme 

le charbon. 

Les colonnes sont montées en mélangeant des volumes égaux 

de suspensions charbon et de Celite. Les solutions glucidiques peuvent alors 

~tre fractionnées sur bes colonnes : 1 g de sucres totaux pour 100 ml de charbon

Celite. La concentration en sucre ne doit pas dépasser 2 à 5 p. 100. Les gluci

des sont alors désorbés par le passage d'eau distillée (monosaccharides) et 

d'éthanol de concentration croissante (1,5- 3,5- 5- 7,5- 10 et 50 p. 100). 
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III - DOSAGES COLORIMETRIQUES DES GLUCIDES 

A- OOSAGE DES HEXOSES PAR LA METHODE A L'ORCTIWL de TILLMANS et PHILIPP! (74), 

modifiée par RIMINGTON ( 75), selon le protocole de MONTREUIL. et .SPIK ( 76). 

MONTREUIL et SPIK (77) ont montré que les acides uraniques donnaient, comme les 

hexoses, une coloration à 1 1orcinol sulfurique. Ils ont donc proposé d'apporter 

un terme de correction applicable lorsque les solutions renferment à la fois des 

hexoses et des acides uraniques. 

REACTIFS : 

12 Solution d1orcinol 

Orcinol : 1,5 g 

H
2
so

4 
à 30 p. 100 (v : v) : q.s.p. 100 ml 

La solution d'orcinol doit ~tre conservée à 02 C et dans des flacons en verre 

pyrex. Généralement, elle laisse déposer des cristaux que l'on redissout au 

bain-marie. 

22 Solution d'acide sulfuri~ue à 60 p. 100 

3Q Solution d'oses pour "témoins internes" 

a) Solution-mère contenant 200 mg d'oses totaux p. 100 ml 

d'eau bidistillée. \ 
b) Solution-mère contenant 181,4 mg de glucuronolactone 

p. 100 ml d'eau bidistillée. 

c) Solution-témoin contenant 200 ~ d'acide glucuronique p. 

ml, obtenu en diluant au dixième la solution a. 

d) Solution-témoin contenant 200 fg d'acide glucuronique p. 

ml, obtenue en diluant au dixième la solution-mère b, 

Nota.- Toutos ces solutions sont additionnées de quelques gouttes de chlorofor

me et d'une goutte d'acide chlorhydrique concentré avant d 1 ~tre complétées au 

volume convenable. Elles sont conoervées à froid. 

·,' '! 

'·' 
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DEVELOPPEMENT DE LA COLORATION 

Dans des tubes à essais très propres de m6me diamètre sont 

introduits 1 ml de la solution à doser (ou une quantité de poudre accompagnée 

de l'addition de 1 ml d'eau bidiatillée) renfermant au maximum 400 ~d'oses 

totaux, 2 ml de la solution d'orcinol (réactif 1) et 15 ml de la solution d'aci

de sulfurique à 60 p. 100 (réactif 2). Les solutions sont mélangées soigneuse

ment à l'aide d'un agitateur de verre aplati à l'une de ses extrémités. Les 

tubes sont ensui te maintenus 20 minutes exactement dans un bain marie réglé 

à 80Q C ! 2Q C. Les tubes sont refroidis sous un courant d'eau et placés à 

l'obscurité pendant 45 mn. L'absorbance de chacune de ces solutions est déter

minée à 510 nm. 

PROTOCOLE DE DOSAGE DES OSES TOTAUX 

1er cas : en l'absence d'acides uronigues 

Les dosages sont effectués sur des séries de 3 tubes contenant 

chacun 

1ère série 1 ml d'eau bidistillée 

2ème série 1 ml de solution titrée renfermant 200 f€ 
d'hexoses totaux p. ml. 

Séries suivantes : 1 ml des solutions à doser. 

La quantité d'oses totaux présents dans la solution est don

née, en mg p. ml, par \la formule suivante 

A200 x 5 

où Ax := J.~"'U ck 2.,_ ~ ~ ~ 
! 200 = absorbance de 200~ d'ose (s) pur (s) de la solution témoin. 

chacun 

d'hexoses 

2ème cas : en présence d'acides uronigues 

Les dosages sont effectués sur des séries de 3 tubes contenant 

1ère série 

2ème série 

ml d'eau bidistillée 

ml de solution titrée renfermant 200~g 

3ème série 1 ml de solution titrée renfermant 200 ~ 

d'acide uranique p. ml. 

J! 
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Grâce aux résultats fournis par le dosage des acides uraniques par le carbazol 

sulfurique (voirp. 54), la teneur en mg d'oses totaux p. ml de la solution est 

donnée par la formule suivante 

où 

4 o:c - ~b 

5 (4 ac - db) 

o: : absorbanco de 1 ml do la solution à doser avec l'orcinol sulfurique. 

c absorbance de 50~ d'acide uronique avec le carbazol sulfurique (voir p. 54). 

~ absorbance de 1 ml de la solution à doser avec le carbazol sulfurique 
(voir p. 54). 

b absorbance de 200 ~ d'acide uronique avec l'orcinol sulfurique. 

a absorbance de 200fg d'oses avec l'orcinol sulfurique. 

d absorbance de 200 ~ d 1 oses avec le carbazol sulfurique (voir p. 54). 

REMARQUE 

Il faut tenir compte du fait que les différents hexoses 

(galactose, glucose, mannose, fucose) fournissent avec le réactif à l'orcinol 

sulfurique des absorbances molaires différentes. Il est donc nécessaire d'uti

liser des "témoins internes" dont la composition qualitative et quantitative 

en oses soit identique à celle de la substance étudiée. Cette composition aura 

été préalablement déterminée par l'analyse chromatographique quantitative 
\ 

(voir p. 59). 

B - pûSAGE DES AC IDES URONIQUES P}.R LA HE THO DE AU CARBAZOL de DISCHE ( 78), selon · 

la protocole de MONTREUIL et SPIK (79). 

Les hexoses interfèrent dans ce dosage et il est donc néces

saire d'apporter un torme de correction, en dosant simultanément les hexoses 

par 11 orcinol sulfurique. 

REACTIFS 

mois. 

1 - Acide sulfurique concentré 

2 - Solution de carbazol 

Carbazol (*) : 0,1 g 

Ethanol absolu : q.s.p. 100 ml 

La solution est conservée à QQ C et renouvelée tous les 

(*) Carbazol PROLABO (réf. 22 501) 

~ l 
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3 - Solution mère d~curonolactone 

Glucuronolactone 90,7 mg 

Eau bidistillée q.s.p. 200 ml 

53 

4 - Solution témoin contenant 50~ d'e.cide glucuronique p. ml 

obtenue en diluant au dixième la solution mère. 

5 - Solution témoin contenant 200 fg d'oses totaux p. ml. 

DEVELOPPEMENT DE LA COLORATION 

Dans des tubes à essais de même diamètre, on introduit 1 ml de 

solution à doser (renfermant au maximum 50 à 100~g d'acide glucuronique) et 

6 ml d'acide sulfurique concentré. Les tubes sont refroidis dans un bain d'eau 

glacée. L'acide sulfurique est ajouté lentement et régulièrement le long des 

parois du tube. Les tubes sont agités avec une tige de verre aplatie à une 

extrémité et maintenus ensuite pendant 20 mn très exactement dans un bain 

marie bouillant. 

Les tubes sont ensuite refroidis rapidement et 0,2 ml de la 

solution alcoolique de carbazol est alors ajouté. Le mélange est soigneusement 

agité. 

Une coloration pourpre se développe qui augmente d'intensité 

à l'obscurité. Après un séjour de 3 heures à l'obscurité, la mesure des absor

bances est effectuée \à 530 nm. 

PROTœOLE DE DOSAGE DES AC IDES URONIQ._UES 

Les dosages sont réalisés sur des séries de 3 tubes contenant 

chacun 

1ère série 1 ml d'eau bidistillée 

2ème série 

uroniques totaux p. ml. 

ml de solution titrée renfermant 50~ d'acides 

Séries suivantes : 1 ml des solutions à doser. 

La quantité d'acides uraniques totaux présents dans la solution 

est donnée, en mg p. ml, par la formule suivante : 

A 
x 

A
50 

x 20 

où A absorbance de la solution à doser 
x 
~O: absorbance de 50~ d'acide uronique da la solution témoin. 

:i 
1 

il 
:1 
:r 

1; 
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2ème cas : en présence d'hexoses 

Les déterminations sont effectuées sur des séries de 3 tubes 

contenant chacun : 

1ère série 1 ml d'eau bidistillée 

2ème série 1 ml de solution titrée ~enfermant 50 f€ d'acides 

. uroniques totaux p. ml. 

3ème série: 1 ml de solution titrée renfermant 200fg d'hexoses 

totaux p. ml 

Séries suivantes : 1 ml de solution à doser. 

La quantité d'acides uraniques totaux est donnée, en mg p. ml 

par la fonnule suivante (voir p. 52) 

5 (4 ac - bd) 

C - DOSAGE COLORTI1ETRIQUE DES HEXOSAMINES par la méthode d'ELSON et MORGAN 

modifiée (Procédé de BELCHER et coll.) (80) 

La méthode de dosag3 des osamines selon le principe d'ELSON et 

~IJ:ORGAN n'est applicable qu 1 aux osamines libres. Les différentes étapes du 

dosage seront donc les suivantes : 

1 - Hydrolyse chlorhydrique du polysaccharide 
\ 

1 ml de.la solution de glycoprotéine ou d'oligosaccharide, corres-

pond à des quantités comprises entre 500 et 1 500~ d1osamines totales, est 

additionné do 2 ml d'acide chlorhydrique redistillé 5,6 N. Le tube, scellé 

sous vide, est maintenu à 100Q C pendant des temps variant de 2 à 4 heures. 

Après refroidissement, l'hydrolys~st évaporé à siccité sous pression réduite, 

et le résidu sec est repris par 15 ml d'eau bidistillée. 

2 - Dosage des osamines 

a) Réactifs 

Acétyl-acétone 

Solution de carbonate de 

: 2 ml 

sodium anhydre 1,25 N : q.s.p. 50 ml 

A préparer extemporanément. 

1 i 

. 1 



2 -Réactif d'Ehrlich 

p-diméthylaminobenzaldehyde : 1 ,6 g 

Acide chlorhydrique pur concentré q.s.p. 30 ml 

3 -Solutions titrées d1hexosamines 
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- Solution mère contenant 60 mg de chlorhydrate de 

glucosamine p. 100 ml d'eau bidistillée. 

- Solution témoin contenant 50 fg p. ml, obtenue en 

diluant au dixième la solution mère précédente. 

b) Développement de la coloration. Dans des tubes à essais sont 

introduits successivement 1 ml de la solution à doser renfermant au maximum 

100 fg de glucosamine, 1 ml de la solution d'acétyl-acétone et 2 ml d'eau bidis

tillée. Les tubes sont agités, bouchés hermétiquement et placés dans un bain

marie bouillant pendant 10 mn. Ils sont ensuite refroidis et additionnés de 5 ml 

d'éthanol absolu. Après agitation, les tubes sont placés de nouveau dans un 

bain-marie réglé à 752 C ! 22 C pendant 5 mn. 1 ml de réactif d'Ehrlich est alors 

ajouté lentement à l'aide d'une burette graduée et les tubes sont maintenus 

encore 30 mn à 752 C. Ils sont ensuite refroidis et de nouveau additionnés de 

5 ml d'éth~ïol absolu. Après une agitation soigneuse, ils sont laissés pendant 

30 mn à l'obscurité. Les mesures des absorbances sont effectuées à 520 nm. 

c) Protocole de dosage des osamines. Les dosages sont effectués 

sur des séries de 3 tubes contenant chacun : 

1ère série ml d'eau bidistillée 

2ème série 1 ml de solution renfermant 50~ d'osamines 

totales p. ml 

Séries suivantes : 1 ml des solutions à doser. 

La quantité d'osamines totales présentes dana la solution est 

donnée, en mg p. ml, par la formule suivante : 

où 

A 
x 

A absorbance de la solution à doser. x 

~O absorbance de 50 ~g d 1osamines de la solution témoin. 

( 
. ~ . 
'' 

:· 

. ' .. 
'' 
.1 

' ·1 

./ 
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D - DOSAGE COLORTI.rETRIQUE DES ACIDrs SIALIQUES PAR LA DIPI~TYLA!ITT!E selon Je 

procédé de \·TEIETER et ODlll (81 ) 

REACTIFS 

1 Q) Solut:i.on agueu3e d 1 acide t:r-ichlorar.étigue à 15 p. 100 

2Q) Réactif à la diphénvlamjne. Disso~dre 5 g de diphénylamine 

dans un mélange de 450 ml d'acide acétique et 50 ml d'acide sulfurique. 

3Q) Solution tit:!'9e d'seide sia.ligut:t• Solution d'acide N-acétyl

neuraminique à 1 00 fg p. 1 ml 

DEVELOPPm'lENT DE LA COLOR~TION 

Dans des tubes à essais, on introduit successivement 2 ml de 

solution renfermant 50 à 100 fg d'acide sialique, 1 ml d 1 ~cide trichloracétique 

à 15 p. 100 et 6 ml de ré~ctif à la diphényllliùine. Apr8s agitation, les tubes 

sont portés 30 mn à 100Q C, puis refroidis et placés à l'obscurité pendant 30 mn. 

Les lectures sont effectuées à 530 nm. 

La quantité d'acide sialique, en mg p. ~1, est donnée par la 

formule suivante : 

où 

A 
x 

\ 

Â 
x 

Â100 x 10 

absorbance donnée par 1 ml de la solution à doser. 

absorbance donnée par 100 fg d'acide sialique. 

IV - T~IllHQUSS CHRONATOGRAPHIQUES 

A - CHRŒ1ATOGRœti:Œ PREP~TIVE 

L'isolement de faibles quantités de suc~es peut être effec

tuée à l'aide de la chromatoeraphie préparative sur papier. À cet effet, la 

solution glucidique (300 à 500 mm3) est déposée en un trait continu sur une ~ 
feuille de papier Whatman n2 3. Après passage du solvant, des bandes latérales 

sont découpées, afin de localiser, par révélation spécifique, les différentes 

substances. La "languette" centrale correspondante est éluée 10 à 12 heures par 

de l'eau bidistilléo. 5 à 15 mg peuvent ainsi ê~re isolés par chromatogramme. 

., 
'; 
i· 

'' 



1) SYSTEMES-sOLVANTS 

a) Système-so_lvant de PARTRIDGE (82) 

- n-butanol 4 

- acide acétique 1 

- eau 5 (v : v) 
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Après agitation, deux phases sont obtenues. La phase inférieure aqueuse est 

utilisée pour saturer la cuve. La phase supérieure organique est utilisée pour 

éluer le chromatogramme. La durée de chromatographie sur papier Whatman n2 3 

est de 30 heures pour la séparation des trioses et des tétraoses, de 48 heures 

pour les pentoses et les hexoses, de 4 à 6 jours pour les oligosaccharides. 

b) Système-solvant de JERMYN et ISHERWOOD (83) 

- acétate d'éthyle 2 

- pyridine 

- eau 2 

La phase supérieure est utilisée comme solvant. Ce système-solvant réalise en 

moins de 15 heures une séparation des monosaccharides. En outre, il permet 

une excellente résolution du galactose et du glucose. 

c) Système-solvant de FISHER et NEBEL (84) 

- acétate d'éthyle 5 

- pyridine 5 

\ - acide acétique 1 

- eau 3 

Ce système-solvant possède les mômes propriétés que le précédent. Il permet, 

en outre, de séparer la galactosamine de la glucosamine. 

2) JŒVELATIONS 

a) Réactif à l'oxalate d'aniline de PARTRIDGE (85) 

solution A : aniline 2 ml 

éthanol 100 ml 

solution B acide oxalique 2,5 g 

eau q.s.p. 100 ml 

Le réactif est préparé en mélangeant 2 volumes de la solution A et 3 volumes de 

la solution B. 

'' t 

i. 

; ' 
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Après un chauffage à l'étuve à 105Q C, pendant 10 mn, les 

glucides donnent des colorations qui varient avec leur nature : 

- aldohexoses brun 

- aldopentoses rouge 

- 6-desoxyhexoses : brun-jaune 

b) Réactif au chlorure de triphényltétrazolium de 

TREVELYAN et al. (86). 

-Chlorure de triphényltétrazolium 2 g 

- Solution méthanolique de soude 0,5 N 100 ml 

Après pulvérisation, les chromatogrammes sont maintenus 30 mn à 70Q C. Le chlorure 

de triphényltétrazolium, incolore, est réduit en triphényl-formazan rouge. Les 

sucres réducteurs seuls réagissent, à la condition cependant que la fonction 

alcoolique du carbone voisin du groupement réducteur soit libre. 

c) Réactif au nitrate d1arEent de TREVELYAN et coll. (87) 

,_ Solution A : solution aqueuse saturée 
de nitrate d'argent 1 ml 

acétone 200 ml 

De l'eau distillée est ajoutée goutte à goutte en quantité juste suffisante pour 

redissoudre le précipité formé. 

\ 

- Solution B solution aqueuse de soude : 5 ml 
à 40 p. 100 ml 

éthanol à 95 p. 100 :' 200 ml 

Le chromatogramme est imbibé par trempage dans la solution ~ puis maintenu à 

l'obscurité 15 mn. Il est ensuite rapidement trempé dans la solution B. L'empla

cement des sucres est immédiatement marqué par l'apparition de taches noires sur 

un fond légèrement brun. Les polyols se révèlent également. Le chromatogramme 

est ensuite fixé par trempage dans l'ammoniaque à 5 p. 100. 

B - IDENTIFICATION DES HEXOSES ET DETERMINATION DE Lb1JR CO~ŒOSITION MOLAIRE 

1 ) HYDROLYSE CHLORRYDRIQ.UE 

Les hexoses sont libérés par une hydrolyse chlorhydrique : 
" 

2 à 5 mg d'oligosaccharide sont disaous dans 2 ml d'acide chlorhydrique 1,5 Net 

la solution est portée à 100Q C durant 1,5 heure. Les hydrolysats sont ensuite 

dilués à une normalité d'environ 0,1 Net purifiés par passage sur une colonne 

d'échangeur d'anion (Déacidite A-102 D ; "mesh" 25-50 ; forme formiate ; 

2 cm x 15 cm). Le liquide effluent est concentré à siccité sous pression réduite. 

i' 

' : 
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2) IDENTIFICATION ET DOSAGE CHROMA'roGRAPHIQUE DES HEXOSES 

Le résidu sec des hydrolysats chlorhydriques est repris par 

0,1 à 0,2 ml d'eau bidistillée et soumis à l'analyse chromatographiq~e dans 

le système-solvant de FISHER et NEBEL (œ) acétate d'éthyle-pyridine-acide 

acétique-eau (5 : 5 : 1 : 3). 

Les rapports molaires des oses neutres ont été déterminés 

selon le procédé de DATE (89) modifié par MONTREUIL et coll. (90) : des carrés 

de papier de 5 cm de caté, encadrant les taches de glucides révélés par le 

réactif au phtalate d'aniline (acide phtalique : 1,32 g; aniline : 0,90 ml ; 

butanol saturé d'eau : q.s.p. 100 ml ; pulvérisation du réactif et chauffage 

à 1002 C pendant 10 minutes) sont découpés et élués par une solution d'éthanol 

à 20 p. 100 d'acide chlorhYdrique 0,1 N, pendant 4 heures et l'absorbance 

des solutions est mesurée à 390 nm. Sur chaque chromatogrammes sont déposées 

latéralement des quantités connues et croissantes de sucres témoins {50, 100, 

150 et 200 ~) dont 11élution constitue une gamme étalon. Les valeurs sont 

lues contre un témoin obtenu en éluant un carré de papier révélé, mais ne 

renfermant pas de glucide. La précision du procédé atteint 1 p •. 100. 

V - IDENTIFICATION DU GLOOIDE TERMINAL REDUCTEUR 

Le glucide terminal réducteur des oligosaccharides a été iden

' tifié en déterminant les compositions molaires avant et après réduction par le 

borohydru.re de sodium. Le protocole expérimental est le suivant : 

A2 à 5 mg d'oligosaccharide, en solution dans 5 ml d'eau bidis

tillée, sont ajoutés à 5 ml de solution aqueuse de borohydrure de sodium à 

0,5 p. 100. L'action du borohydrure de sodium est prolongée 15 heures à + 42 C. 

La réaction est alors arr~tée en décomposant le borohydrure en excès par quel

ques gouttes d'acide acétique. La solution est ensuite purifiée par déminéra

lisation sur échangeur de cations (Dowex 50 x 8 ; "mesh11 25-50 ; forme acide ; 

2 x 15 cm). La solution effluente est évaporée à siccité et le résldu est repris 

plusieurs fois par quelques ml de méthanol acétique (5 : 1 ; v : v) que l'on 

évapore chaque fois, de manière à distiller 1 1 acide borique sous forme de 

borate de méthyle. La composition molaire de l'oligosaccharide réduit est alors 

déterminée selon le procédé décrit précédemment et le glucide réducteur iden

tifié par différence. 
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VI - OXYDATION PERIODIQUE 

Les oligosaccharides sont oxydés par l'acide periodique 

selon les conditions définies par M.ARINETri et ROUSER ( 91) et par GLICK ( 92). 

A une solution de 6 mg d'oligosaccharide dans 2,8 ml 

d'eau bidistillée, on ajoute 6 ml de tampon (acétate de Na 0,1 M) de pH 5 et 

1,2 ml de metaperiodate de sodium 0,086 M. L'oxydation est arr~tée au bout 

de 60 heures par l'addition de quelques gouttes d'éthylène-glycol. Les ions 

ro; sont précipités par l'addition d'une solution d'acétate de baryum 0,1 M, 

Après un repos de 4 heures, la solution est centrifugée et purifiée sur une 

colonne (1 x 10 cm) de Dowex 50 X 8 ("mesh" 25-50 ; forme H+) pour éliminer 

les ions metalliques. L'effluent est évaporé à siccité, redissous dans 5 ml 

d'eau et réduit par 50 mg de borohydrure de sodium, à 4Q C, pendant 15 heures. 

La solution est ensuite amenée à pH 5,5 par l'addition d'acide acétique 2 N 

et purifiée par un passage sur une colonne (1 x 10 cm) de Dowex 50 X 8 ("mesh" 

25-50 ; forme acide). L'effluent est évaporé à siccité sous pression réduite 

et le résidu sec est traité par le méthanol acétique afin d'éliminer l'acide 

borique (voir p. 59). Le résidu sec est ensuite repris par 1 ml d'acide chlo

rhydrique 1,5 N pendant 2 heures à 1002 C. L'hydrolysat est ensuite purifié 

sur une colonne de Déacidite A-102 D ("mesh" 25-50 ; forme formiate ; 2 cm x 

15 cm) qui élimine les ions Cl-. L 1 effluent est évaporé à siccité sous pression 

réduite et soumis à 1~ chromatographie sur papier Whatman n2 3, dans les 

systèmes-solvants suivants : n-butanol-acide acétique-eau (4 : 1 : 5) pendant 

18 heures (identification des polyols, révélés au nitrate d'argent) ; acétate 

d'éthyle-pyridine-acide acétique-eau (5 : 5 : 1 : 3), pendant 18 heures (iden

tification des hexoses et des hexosamines, révélés à l'oxalate d'aniline). 

VII - PERMETHYLA.TION DES OLIGOSACCHARIDES 

1 Q) PROOEDE DE PERMETHYLATION 

Les oligosaccharides sont méthylés par la méthode de KUHN, ... 
BAER et GAURE ( 93) à la diméthylforma.mide, iodure de méthyle, oxyde d'argent 

complétée par deux cycles de méthylation suivant la technique d'HAKOMORI (94), 

dans le diméthylsulfoxyde. 
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A une solution de 4 mg d'oligosaccharide dans 3 ml de 

DMFA on ajoute, par petites fractions échelonnées sur 30 min, 0,5 ml d'iodure 

de méthyle et 0,5 g d'oxyde d'argent. Le mélange, maintenu à l'obscurité, est 

agité pendant 24 h à 202. On ajoute alors 0,25 ml d'iodure de méthyle et 250 mg 

d'oxyde d'argent et on agite encore pendant 8 h. Puis le mélange est filtré et 

l'insoluble est lavé plusieurs fois avec du chloroforme. Le filtrat est aban

donné à + 42 pendant 24 h pour précipiter les sols d'argent colloïdaux et les 

formyl-dérivés qui cristallisent et qui sont éliminés par filtration, il est 

ensuite lavé 3 fois avec de l'eau distillée, séché sur sulfate de sodium 

anhydre et évaporé à siccité sous pression réduite. 

Le résidu repris par 0,5 ml de D~~O est additionné à la 

solution de diznéthylsulfinyl carbanion formé en mélangeant 80 mg d'hydrure 

de sodium à 5 ml de DMSO. Le tout est agité 6 h sous un lent courant d'azote. 

Puis 1 ml d'iodure de méthyle est ajouté et le mélange est agité toute la nuit. 

La réaction est arrôtée en additionnant 10 ml d'eau distil

lée au mélange et les oligosaccharides sont extraits pnr 5 fois 5 ml de chloro

forme. Les phases chloroformiques sont lavées par 3 fois 10 ml de thiosulfate 

de sodium, séchées sur sulfate de sodium anhydre et évaporées à siccité sous 

pression réduite. 

Les oligosaccharides perméthylés sont chromatographiés 

sur plaques de coucha mince de silicagcl G (30 g de silicagal G pour 60 ml 

d'eau, plaque de 4 x 10 cm). Le développement est effectué dans le système

solvant chloroforme-méthanol (9 : 1). Les oligosaccharides sont révélés par 

pulvérisation d'une solution à 5 p. 100 d'acide sulfurique dans l'eau distillée 

et chauffage 5 min à 120Q. 

3Q) HYDROLYSE DES OLIGOSACCHARIDES PERNETHYLES 

~Cas d'oligosaccharide ne contenan~e des monosac-

~harides neutres. ,. 
Les oligosaccharidos méthylés ne contenant que des monosac-

Charides neutres sont méthanolysés par 1 ml da mélange méthanol/ acide chlorhy

drique N à 802 pendant 24 h. Le méthanolysat est séché sous un lent courant 

d'azote. 

.. 
î 
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b) Cas d'oligosaccharides contenant des monosaccharides 

neutres et des osamines 

Ces oligosaccharides sont hydrolysés par de l'acide chlo

rhydrique 4 N à 1002 pendant 4 h. L'acide chlorhydrique est éliminé par codis

tillation avec l'éthanol à l'évaporateur rotatif. 

4Q) FRACTIONNEr-ŒNT E~TRQ_PHORETIQ.UE DES HYDROL!SATS 

Les hydrolysats sont soumis à une électrophorèse préparative 

sur papier réalisée dans les conditions expérimentales suivantes : cuve électro

phorétique en toit ; papier Wha tman 3 MI11 ; tampon de MICHL ( 95) de pH 3, 9 

(pyridine/acide acétique/eau 3 : 10 : 487) ; 7 V/cm pendant 15 h. La révélation 

par le réactif à l'oxalate d'aniline de PARTRIDGE (96) et par le réactif à la 

ninhydrine permet de localiser la bande "basigue" des 0-méthyl-osamines et la 

bande "neutre" des monosaccharides neutres méthylés. Ces deux fractions sont 

éluées selon la méthode de DENT (97) par de l'eau distillée additionnée da 

quelques gouttes d'acide acétique et les éluats sont évaporés à siccité dans 

un évaporateur rotatif pris en exsiccateur. 

5Q) IDENT~_ICATION DES 0-METHYL-OSAIUNES 

Le mélange des dérivés méthylés des osamines est soumis 

directement à l'analyse chromatographique selon le mode opératoire décrit ci

dessous : \ 

0,1 mg des composés de la bande électrophorétique "basique" 

sont dissous dans 1 00 (Ü de pyridine anhydre que 1 1 on ad di tienne de 50 f 
d 'hexaméthyldisilazane et de 50 f de triméthylchorosilane. Le mélange est 

agité très énergiquement pendant 15 min puis séché sous courant d'azote. Le 

résidu est repris par 1 ml d1heptane et la solution obtenue est centrifugée. 

Le surnageant est séché sous courant d'azote. Le résidu eec est repris par 

50 f d'heptane et 1 ~ de solution est soumis à la chromatographie en phase 

gazeuse dans les conditions expérimentales suivantes : chromatographe Aerograph 

1 200 muni d'un détecteur à ionisation de flamme ; colonne de verre de 0,3 x , 
180 cm ; chromosorb W ("mesh" 100-120) contenant 3 % en poids de silicone 

ov 17 ; débit du gaz vecteur (azote) : 20 ml/min ; température : 1202. 

1 

i: 
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62) IDENTIFICATION DES ETHERS NETRYLIQUES DES MONOSACCHAR_m 

NEUTRES 

Les méthyl glycosides des éthers méthyliques des monosac

charides neutres obtenus par méthanolyse des oligosaccharides perméthylés ou 

par méthyl glycosilation des éthers méthyliques de la bande électrophorétique 

"neutre" sont identifiés, par une chromatographie en phase gazeuse réalisée 

dans les conditions suivantes : chromatographe Aerograph 1 200, colonne de verre 

0,3 x 300 cm, remplie de chromosorb W ("mesh" 60-80) contenant 3 % en poids de 

Carbowaz 6 000 ; débit du gaz vecteur (azote) : 20 ml/min ; température 1702 C. 

VIII - ETUDE IMMUNOCHOOQUE DES OLIGOSACCHARIDES 

A - ACTIVITE A, B et H 

1 Q) DETERMINATION DU TITRE DE L 1 ANTISERUM 

Les antisérums suivants ont été utilisés 

- an ti A humain, titre habituel 128 

- an ti B humain, titre habituel 64 

- anti H du sérum d'anguille, titre habituel 32 

Il est toutefois nécessaire de vérifier les titres des antisérums afin de 

standardiser les procéd~s d'étude immunochimique des oligosaccharides. 

A cet affect, on réalise l'expérience suivante : 

On dispose une série de 10 tubes à hémolyse, numérotés de 

1 à 10 

1er tube 50 f de sérum an ti A 

2e tube : 50 f de sérum an ti A + 50 f de sérum physio-

logique 

3e au 10e tube : 50 fl de sérum physiologique 

Après légère agitation, 50~1 du tube 2 sont ajoutés au tube 3. Celui-ci est 

agité et 50 fl sont alors déposés dans le tube 4. Cette manipulation est répé

tée jusqu'au 10e tube. On obtient alors les dilutions : ~ 

1 ..1... 4 . • . • . • . . . . . • • • • • 512 

i . 
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A chacun de ces tubes on ajoute alors 50~1 d'une suspension d'hématies A, 

préalablement lavées dans le sérum physiologique, et à la concentration de 

3 p. 100. Les dilutions des antisérums deviennent alors : 

1 
2 

1 
4 

1 ............... . 
8 1024 

Après 10 mn de contact à 202 C, les tubes sont centrifugés pendant 2 mn à 

2 000 tours/minute. Le degré d'agglutination est alors lu en remettant en 

suspension les culots d'hématies. Une agglutination franche est caractérisée 

par la flottaison d'un culot unique, notée par 3 croix (+++). Lorsque la dilu

tion augmente, les culots se fragmentent (Fig. 12 ; p. 66). Lorsque 1 1 agglu

tination n1appara1t plus, il est possible de définir le titre qui est l'inverse 

de la dilution de l'antisérum à laquelle ne se produit plus d'agglutination 

des hématies. Le titre utilisé dans la détermination de l'activité de groupe 

sanguin des oligosaccharides est de 32. Dans le cas d'un sérum anti A de titre 

128, le titre 32 est obtenu en diluant 1 volume de sérum avec 2 volumes de 

sérum physiologique. 

22) DETERMmATION DE L'ACTIVITE A, B ET H DES OLIGOSACCHARIDES 

On dispose 3 rangées de 10 tubes à hémolyse. Dans le 

1er tube de chaque rangée sont introduits 50 fl de solution de sérum physiolo

gique renfennant 1,5 mg d'oligosaccharide. Dans le 2e tube de la 1ère rangée, 

sont introduits 150 ~ de solution de sérum physiologique renfermant 4,5 mg 

d'oligosaccharide. Du 2e au 10e tube de la 1ère rangée sont introduits 150 ~1 

de sérum physiologique. Les dilutions sont alors réalisées comme l'indique 

la figure 12 (p. 66 ). On introduit ensuite dans chaque tube 50 f'l d'antisérum 

respectivement A, B ou H, de titre 3a. Après un repos à + 4Q C de 4 heures, 

on ajoute dans chaque tube 50~ d'une suspension d'hématies lavées (3 lavages 

dans le sérum physiologique)à 3 p. 100~ Après un contact de 10 mn, les tubes 

sont centrifugés (2 000 t/mn ; 2 mn) et les lectures sont faites comme pré-

cédemment. 

Exemple : L'agglutination devient négative quand on passe du tube 6 (!) au 

tube 5 (-), qui renferme 92 ~ d'oJ~gosaccharide dans 150 fl de solution finale. 

L'activité de l 1 oligosaccharide est donc de 60~100 fl de solution. 
'•· 
L 

f . . 
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B - DETERMINATION DE L 1 ACTIVITE LEWIS a et ~ 

A 50~ d'une solution d'oligosaccharide (de concentration 
décroissante), on introduit 150rl de sérum anti Lewis a ou Lewis b (titre 16), 

Après un séjour de 2 heures à + 42 C, on ajoute à chaque tube 50 fl d'hématies 

à 10 p. 100 de groupe 0 (Lewis a ou Lewis b). Les tubes sont placés à + 42 C 

pendant 1 heure1 puis centrifugés 2 mn à 2 000 t/mn et replacés 5 mn à + 42 C. 
Les lectures sont alors effectuées comme précédemment. 
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glucide dans 150 .... de sérum r 
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/300 
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50 ± + +++ +++ 

(c~ finale en glucide 
- ++ 

en JJ /0.1 ml, après 
addition de so.,t d'anti- : 1000 500 250 125 62 31 15 7 3 15 

sérum et de 50JJI d'hé. 
' 

maties à 3 p. lOO 

Figure 12 

Dis~sition des tubes à hémolyses pour la détermination de l'activité A, B ou H d'un oligosaccharide. 
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