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SI;3IMARY 

Isolation and characterization of urinary ?'-globulins 

The ~,-globulin fraction of normal urine, obtained by precipitation with 2 M ammonium 
sulfate, followed by DEAE-cellulose chromatography, contains several components 
with different molecular weight. These components are separated by chromatography 
on Sephadex G-Ioo as ultracentrifugationally homogeneous substances. The urinary 
7-S v-globulin shows the same physico-chemical and immunochemical characteristics 
as the plasmatic ?'-globulin. The 3.5-S ?,-globulin differs from the 7-S ?'-globulin by 
the molecular weight and its immunochemical behaviour. Last, the 2.2-S ?'-globulin 
is slightly antigenic and contains more glucides than the two other fractions. No 
?'-globulin having a sedimentation coefficient lower than 2 S can be found in urine. 

INTRODUCTION 

Soupqonn6e par les premibres 6tudes 61ectrophor6tiques de RIGAS ET HELLER 1, la 
pr6sence de ?'-globulines dans l'urine humaine normale a 6t6 d6finitivement d6montr6e 
par immuno~lectrophor~se 2,3. Par 61ectrophor~se de zone des prot6ines urinaires totales. 
WEBB, SEItON ET ROSE 4, FRANKLIN "s ont obtenu une fraction prot6ique de mobilit6 
#.lectrophor6tique et d'antig6nicit6 comparables ~ celles des ?'-globulines plasmatiques. 
Toutefois, le poids mol6culaire est nettement plus faible, de l'ordre de 10000-30000. 
Selon ces auteurs, il s'agirait de produits de d~gradation des ?'-globulines s6riques. 

R6cemment, BERGG.~RD e a pu trouver, h la lois dans le plasma et dans l'urine, 
une prot6ine pr6sentant une identit6 partielle avec les ?'-globulines 7 S; le poids 
mol~culaire n 'a  pas ~t~ d&ermin6 main il serait faible. 

Si la pr6sence de ?'-globulines dans l'urine est certaine, la nature et l'origine de 
ces prot6ines demeurent hypoth6tiques. Ce travail rapporte l'isolement et la carac- 
t6risation de ~,-globulines urinaire,; de poids moMculaires diff6rents. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

Pr@aration de la fraction ?'-globuline 

Cette preparation comporte 3 6tapes: 
Prdparation des protdines urinaires prdcipitables duns l'dthanol d 5 ° %: L'urine 

normale (ioo 1 d ' tm m61ange d'urines males) est lyophilis6e apr~s dialyse pendant 
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48 h sous eau courante. Le produit  obtenu est ext ra i t  trois fois par  l 'eau sous agi tat ion 
mdcanique; chaque extract ion est suivie d 'une centrifugation;  le pH des solutions 
surnageantes est alcalin (pH 8-8.5). Deux nouvelles extract ions  snnt effectudes "h pH 7- 
Les 5 cxtrai ts  colords mais limpides, sont rdunis. 

La solution obtenue, de pH 7.8, est dialysde pendant  deux jours A + 4  °, contre 
dix fois son volume d 'eau distillde. A pr6s ce temps, elle est addit ionnde d '6thanol 
jusqu 'a  une concentrat ion finale de 5 ° ol,. L 'opdrat ion est effectudc ~t ---5 °. Aprbs I h, 
le prdcipitd formd est centrifugal h basse tempdrature,  puis il est lard par l 'dthanol 
absolu, l 'acdtone et l 'dther sec; il est ensuite sdchd sous vide. 

l"r:cipitation fractiomu:e par le sulfate d'ammonium: Le produit  obtenu dans  
l 'dtape prdcedente, solubilisd dans. NaC1 b~ 1% et pH 7, est addit ionnd d ' a , e  
solution de sulfate d ' ammonium 4 M pour obtenir  une concentrat ion finale de 2 M. Le 
pr6cipitd formd est recueilli apr+s 24 h, la rd  par  une solution de sulfate d ' ammonium 
2 M, dialysd contre eau distillde et lyophilisde. 

Chromatographic sttr DEAE-celhdose: La DEAE-cellulose (Serva, o.52 mdquiv/g) 
est lavde par  la soude, par  l 'alcool et par  l 'eau. Elle est ensuite dquilibrde avec un tam-  
pon phosphate de sodium o.oi  M (pH 7,5). L'dchangeur est ddgazd puis versd dans une 
colonne de 30 • 3 cm et ensui te  tassd par  ldg~re ddpression. La fraction ~ dtudier,  
obtenue dans l 'dtape prdcddente (I.3 g corrcspondant h IOO 1 d'urines) est solubilisde 
dans 50 ml de tampon phosphate  de sodium ~a.oI M (pH 7.5) et in t rodui te  dans la 
colonne. L'dlution est effectude h + 4  ° par  ce m6me tampon.  

Des fractions de IO ml sont recueillies, sur lesquelles on ddtermine le taux  en 
protdinesS; on rdunit le contenu des tubes correspondant  ~t un pic. Les solutions sont 
dialysdes contre de t 'eau distillde et lyophilisdes. 

Fractionnement sur Sephadex 
Deux types  de Sephadex (Pharmacia (Suede)) sont utilisd~: G-75 (lot No. 

To 8869 M, medium) et G-Ioo (lot No. To 33, 14o-4 °0 mesh) ' .  Le deplacement  des 
protdines est effectual par  un t ampon :  phosphate  de sodium 0.005 M-NaCI  o.I M 
(pH 7.4) ou vdronal sodique t~ = o.I (pH 8). Dans tous les cas, la dimension des 
colonnes est 1.5 :/ 35 cm. On recueille des fractions de 2.5 ml sur lesquelles on ddter- 
mine les protdines s. 

Ultracentrifugation 
L'ul t racentr i fugat ion ana~"*;aue est effectude ~ la Stat ion Centrale du CNRS, 

dans la centrifugeuse Spinco (modUle E) ~ 5987 ° tours/min,  ~t 2o °, dans le t ampon  
phosphate-NaC1 o.x M (pH 7.1). Trois concentrat ions de prot6ine (0.5, 0.7 et 1%) 
sont utilisdes pour chaque dchantillon. 

Spectre d'absorption darts l'ultraviolet 
Le spectre d 'absorpt ion  clans ru l t rav io le t  est rdalisd avec le spectrophotom~tre 

]obin  et Y':on, dans l 'eau et dans une solution de snude o.I N. 

Ddtermination des glucides r/ducteurs 

La ddtermination des glucides rdducteurs to taux  est effectude par  la technique 
de SO~tOGYI ~, apr~s hydrolyse  par  I N HC1 pendant  3 h A IOO °. 

" Les auteurs remercient vivernent le Dr. GELOTTE qui leur a aimablement fourni un 6chantillon 
de Sephadex G Ioo. 
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Immunochimie 
Immuno61ectrophor¢~se selon la microtechnique de SCnEI~ECGEg w. L'agar (Agar 

Noble Difco) est dissous dans le tampon v6ronal sodique-HCL ~ = o.1 (pH 8.6). 
Le gradient de potentiel est de 6 V/cm et le temps de migration de 6~, mi~. 

Double diffusion selon une microtechnique, d'apr+s Ot'CH'rE~LOXY n_ 
Antisdrums: les antisdrums suivants sont utilis6s. S~xm-n 6quin antis6rum hurnairl 

total No. 13486 et 13461 de l ' Inst i tut  Pasteur; s6rum de lapin anti 7-globulint' 
No. 225 A dNivr6 par Behringwerke A.G. Marburg/L. 

RF.SULTATS 

Localisation des fractions ~-globulines par chromatographic slit DEA E-c~'[~gt[~)se 

La !ocalisation des ~,-globu!ines, au cours de la chromatographic sur DEAE- 
cellulose, est suivie par immuno~lectrophor~se avec les immuns6rums antisdrum 
humain total et anti  ~,-globuline. Toutes 
les prot~ines 5. activit6 antigdnique 7 s~, 
si tuent dans l'eftluent o . , i  M; celui-ci pr6- 
sente 3 pics: le premier, ie plus important,  
donne en immuno~lectrophor~se une longue 8.c 
ligne de pr6cipitation, trbs nette, semblable 

celle de la v-globuline s6rique, et une 
seconde ligne de plus faible intensit~ et de 
plus grande diffusion. Les deux autres pies. ~'¢ 
de migration 16gbrement plus rapide que !e 
pic I en 61ectrophor~se sur papier, donnent 
en immuno61ectrophor~}se, des iignes plus n.o 
courtes et de plus faible intensit6. 

Fig. t. Chromatographic sur Sephadcx (;-75 2.C 
des ~,-globulines urinaires (fraction des pro- 
t6ines urinaires totales pr~cipit6e par le sulfate 
d'ammonium 2 M). Elution par un tampon 4'.C 
phosphate-NaCl o.z M (pH 7-4) a 2o-. D.()., 

densit~s optiques ~t 500 m/, (l.owry). 

b D .O.  

1 
\ 

Aucune de ces trois fractionq n'est homogbne en uttracentrifugation off l 'on 
peut d~celer deux frontibres distinctes ~ 6. 5 Se t  3.1-3.3 S. Pour cette derni~re raison, 
le fractionnement sur Sephadex sera r~alis6, non sur ehaque fraction se_'par6e, mais 
sur l 'ettluent total. 

Fractionneme~t sur Sephadex 
Sephadex G-75: 15o mg de l'effluent DEAE-eellulc.~. di~-ous dans 5 ml de 

tampon phosphate-NaCt sont d6posds sur la colonne de Sephadex G-75. L'6tution 
est effeetu6e avec ce tampon. La Fig. x rapporte le diagranune obtenu. Celui-ci est 
d6coul~ en 4 fractions, qui sont chacune 6tudi6es en ultracentrifilgafior~ h Ia concen- 
t rat ion de o.7 % en prot6ine totale" la premiere pr6sente une fronti~re unique ~tioite 
et sym6trique, s20,w = 6.5 S (Fig. 2A) ; la deuxi+me est h6t~rog~ne avec deux con- 
s t i tuants ,  s-a0,w == 6.4 S e t  3-4 S (Fig. 2B)" la troisi~me pr~sente uJ~e ~cale fzcnti~re, 
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sym6trique mais 6largie, t6moignant d 'une diffusion importante et dont la constante 
de s6dimentation s20.w = 2.0 5 S (Fig. 2C). 

¢ 

Fig. 2. l)iagrammes d'ultracentrifugation des 7-globulincs urinaires s6par~.es sur Scphadex G-75. 

Sephadex G-zoo: La deuxi~me fraction, qui, au cours du passage sur Sephadex 
G-75, s'est r6v616e h~t6rog~ne en ultracentrifugation, est soumise A la chromatographie 
sur Sephadex G-Ioo dans le tampon vdronal, ~ =: o.I (pH 8). Le diagramme obtenu 
est repr6sent6 sur la Figure 3 : trois pics sont bien individualis6s. 

1.¢ 

0 .5  ~4m\, 
lb ;5 ~o 25 30 

Tubes 

Fig. 3- Chromatographie sur Sephadex G-ioo de la fraction II obtenue au cours de la chromato- 
graphie sur Sephadex G-75. Elution par un tampon v6ronal (pH 8.0),/~ : o. I. D.O., densit6s optiques 

5oo m/~ (Lowry). 

Par ultracentrifugation des trois fractions A la concentration de 0. 7 %, les con- 
stantes de s6dimentation sont:  6.5 S pour I, 3.15 S pour II  (Fig. 4); le pic l l I  est 
constitu6 d 'un  produit d6pourvu d'activit6 antig6nique ~,. 

Ainsi, le fractionnement sur Sephadex G-75 et G-xoo a permis de s6paxer trois 
fractions ~ activit6 antig6nique ~, de poids mol~culaire diff6rent. 
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Caract&isation des diff~rentes fractions y-,,.lobulines 

Ultracentrifugation: La constante de s~dimentation ~ dilution infmie des trois 
fractions homog~nes en ultracentrifugation a 6t4 d6termin~e : r. 6. 9 S ; z, 3-5 S ; 3, z.z S. 

Le composd z sera par la suite appel6 y 7 S. 

pi¢ I 

I~i¢ II 

Fig. 4. Diagrammes d'ultracentrifugation des fractions 7-globul.;nes ~6par~es sur .%phadex G-IOO. 

Spectre d'absorption: I.es spectres d'absorption des 3 fractions y urinaire.~; sont 
repr4sentds sur la Fig. 5. Ils ne diffgerent pas sensiblement, surtout les deux premiers 
qui sont ~t peu pros identiques. Le ddplacement du spectre en milieu alcalin vers les 
longueurs d'onde plus dlevdes tc~moigne de la pr&ence de tvrosine. 

La longueur d'onde du maximum d'absorption est de z78 m~ avec les coefficients 
d'absorption I2.3, I I .6  et Io.z respectivement pour les 7 7 S, 3.5 -q et 2. o. S. 

2o i ~ ! 
1% E 

1c ~ l \  

240 ~ 280 300 240 260 280 300 240 260 280 300 
en m~ 

Fig. 5- Spectre d'absorption dans I'ultraviolet, des trois fractions },-globulines u~.naires. Solvants : 
eau et NaOI-I o.I N. 

Des donn6es du spectre d'absorption, on peut calculer les teneurs en tyrosine 
et tr.vptophane, d'apr~s la mdthode de GooDwIY ET MOgTOX lz. 

On trm!ve: z. 7 % de tryptophane et 5.6 % de tyrosine pour i ~  7 7 S, z.5 % de 
tryptophane et 5.6 % de tyrosine pour les 9' 3-5 S, 2.4 % de tr3"ptophane et 5.3 % 
de tyrcsine pour les y a.z S. 
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l ) t ; termination des glucides rdducteurs: Les taux de glucides rdducteurs totaux 
(hexoses + osamines-~-6-d6soxyhexoses) sont faibles duns le cas des 7 S (2. 3 %) 
et 3.5 S (2.I %), et net tement  plus 61ev6s pour les 7 2.2 S (6.15 %). 

l m m m t o c h i m i e :  La fraction I 0'  7 S) donne, ~tvec le s6rum antis6rum total et 
le s6rum anti  ),, une seule ligne de pr6cipitation en immuno61ectrophor6se, comparable 
it cclle fournie par la y-globuline plasmatique t6naoin. Ces deux fractions, urinaire 
et s6rique, montrent ,  par la techn!que de double diffusion, une r6action d ' identi t6 
totale. 

La fraction 2 (~, 3.5 S) fait apparaRre en immuno~lectrophor~se, une bande tr~s 
fine, moins intense et plus diffusible que la 7 S. En immunodiffusion, 2 bandes sont 
visibles, l 'une de faible intensitY, donne une r~action d'identit~ totale avec la ~, 7 S, 
et l 'autre, plus nette et plus diffusible, donne tree r~action d' identit6 partielle. Parfois, 
une troisi~me bande apparalt  eontre cette derni~re. 

La fraction 3 (~ 2.2 S) ne montre aucune ligne de precipitation avec le s~rum 
antiserum total, mais donne une ligne avec le s~rum anti  ~, en immuno~lectrophor~se 
et immunodiffusion. La ~, 2.2 S, faiblement antig~nique, pr~sente une r ~ c t i o n  d' iden- 
tit~ partielle avec la ~, 7 S. 

Le Tableau I r~sume les caract~ristiques de ces ~,-globulines urinaires. I1 apparaR 
que la ~ 7 S urinaire est semblable ~ la ~,-globuline plasmatique, tandis que la 3.5 S 
diff~re de la 7 S par le poids moI~culaire et les caract~ristiques immunochimiques. 

TABLEAU I 
CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES DES FRACTIONS ~-GLOBULINES URINAIRES 

_ __ 
"~,-plasmatique ?-urinaire(7S ) 7-urinaive(3.SS ) ~,-utinaire(~.?. ~) 

s2o.,,. 6.6- 7 S 6.9 S 3.5 S 2.2 S 

eli~i' a .-- I2. 3 I 1.6 IO.2 

T_vrosine (%) 6.75 5.6 5.6 5.3 

Tryptophane (%) 2.6-2.9 -'.7 2.5 2.4 

Glucides r~ducteurs totaux (%) 2.3--3. : 2.3 2. t 6.15 

Immunologic: Antig6nicit6 + + + + + + + + + 

Identit6 vis h vis des F 7 S plasmatiques Compl6te Partielle Partielle 

DISCUSSION 

V~rEBB, SEHOS ET ROSE 4 s~parent les protdines urinaires par ~lectrophor~se de zone 
et admettent  que celles-ci, saul l 'albunfine, ont un poids mol6culaire inf~rieur aux 
prot6ines correspondantes du plasma. Ainsi, la constante de s~dimentation des 
),-globulines urinaires serait de I . I2  S, soit un poids mol6culaire de IOOOO. FRA,'CKLIN 5, 
par le m~me proc6d6, rapporte la pr6sence de fa~on inconstante de ~,-globulines 
7 S duns l 'urine, mais la plus grande partie de la fraction ~, serait consti tute d 'un  
produit de constante de s6dimentation 1.5-1.6 S, avec une teneur ~lev6e en glucides. 
En  outre, ces deux groupes de chercheurs admet tent  une excr6tion journali~re de 
16 mg, quantit~ sup6rieure/k celle de l 'a lbumine urinaire. 
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Nos r6sultats diff6rent sensit)lement de ceux des pr6c6dents auteurs : la quantit6 
de ~,-globulines excr6t6es dans l 'urine est plus faible (2 rag~z4 h) ainsi que le taux  des 
glucides. En outre, nous n 'avons jamai~ retrouv6 de fractions 7-globulines dont la 
constante de sddimentation soit inf~rieure a 2. 

Ces diwrrgences peuvent s'expliqu'~w par le fait clue WE~B et al. 4 et FRAXKLI~ 5 
effectuent lenr fractionnement dlectrophordtique sur les protdines totales de l 'urine 
dont  une par t ie  importante  est constitude de glycopeptides riches en glucides et de 
faible poids mol6culaire (S.,o.,: = I S) ; une partie de ceux-ci migre comme les 7-globu- 
lines. Au contraire, le fractionnement pa r tM que nous op6rons, taisse ces glycopeptides 
en solution dans l '6thanol h 5o % ou dans le sulfate d 'ammonium 2 M. 

~ s~r,ques 

~ urinaires 75 
O 

~ urinoires 7 S . 3 . 5 5  

~ urinoires 3.5 S 
o 

/ ~- " ~-- ~ urlnaires 2.2 S 

s~riques 
~-Ts o o o ~-TS 

~-2.2S ~ s21ques 0 ~- .SS 

Fig. 6. Analyse immunologique des 7-globulines urinaires s6par6es sur Sephadex. A, immuno-  
61ectrophor~se; B double diffusion dans  ragar .  Ces am.]yscs ont  6t6 effectudes contre un s6rum 

de lapin anti-7-globulines sdriques. 

La pluralit6 des y-globulines urinaires est raise en 6vidence par leur sdparation 
sur Sephadex en fractions homog6nes poss~dant toutes une activitd antigdnique 
y-globttline, mais diff6rant par  le poids mol6culaire. La pr6sence de ~, 7 S dans ! 'urine 
est d6montr6e de faqon certaine par  leur isolement. La constante de s6dimentation, 
la migration 61ectrophor6tique, le spectre d 'absorpt ion,  le taux  des glucides et les 
caract6res immunoch.miques perrnettevt  de les identifier aux y-globulines plasma- 
tiques. Leur pourcentage, par  rapport  il l 'ensemble des y-globulines urinaires est 

de 25-30 %. 
Des y-globulines de faible poids mol~culaire, la plus importante  repr~sente une 

constante de s6dimentation de 3-5 S. Elle est totalement s6par~e de l a y  7 S sur 
Sephadex G-xoo; elle migre un peu plus rapidement  que cette derni~re en 6lectro- 
phor6se sur papier  et pr~sente avec elle une r~action d ' identi t6 partielle. 
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Une autre 7 de faible poids molgculaire ( s 2 0 , w -  2.2 S) est plus riche en sub- 
~tances glucidiques et ne pr6sente qu 'une faible rdaction d' identitd partielle avec 
lcs~, 7 S. 

\VEBB el al. a, FRANKLIN 5, ainsi que BERGG.~RI) 13, utilisant des sdrums antiserum 
total ou anti  ;v-globulines plasmatiques, ont montr6 la pr6sence dans l 'urine de deux 
lignes de prdcipitation (parfois trois lignes) dont l 'une, constante, donne une r6action 
d'identit6 immunologique avec les 7-globulines plasmatiques et dont l 'autre, diffusant 
plus rapidement, montre une rdaction d'identitd partielle. Nos r6sultats montrent  
que la premiere ligne est le fait de 7-globulines 7 S, tandis que l 'autre d6pend de 
;,-globulines de plus faible poids mol6culaire 

R6cemment, BERGGARD e a pu obtenir duns l 'ultrafiltrat de l 'urine et du sdrum, 
une protdine appeMe 7-L-globuline, qui pr6sente une rdaction d'identit6 partielle 
avec les 7 7 S et une plus grande diffusion que celles-ci; son poids moldculaire serait 
donc inf6rieur h celui de la prot6ine 7 S. Toutefois, la constante de s6dimentation n'est  
pas d6terminde. 

Si l 'on peut admettre l 'origine plasmatique des 7-globulines urinaires 7 S, celle 
des 3.5 Set  2.2 S reste hypothdtique. Sont-ce des produits de ddgradation des 7-globu- 
lines plasmatiques, comme le sugg~rent WEBB el al. 4 et FRANKLINa? Si cela 6tait, on 
serait tent6 de rapprocher la pr4sence de 7-globulines 3.5 S dans un milieu naturel 
des fractions obtenues et dtudi4es par PORTEI~ ~4, apr~s hydrolyse des 7-globulines 
~ iques par la papa~ne. 

RI~SUM~ 

La fraction y-globuiine de l 'urine normale, obtenue par precipitation par le sulfate 
d 'ammonium 2 M, suivie d 'une chromatographie sur DEAE-cellulose pr6.¢ente piu- 
~ieurs consti tuants de poids mol6culaire diffdrent. Ceux-ci sont s6pards par chroma- 
tographie sur Sephadex G-ioo en consti tuants homogbnes en ultracentrifugation. 
La 7-globuline 7 S de l 'urine pr6sente les m6mes caract6ristiques physico-chimiques 
et immunochimiques que la 7-g!obuline plasmatique. La 7-globuline 3.5 S diff~re de 
l a y  7 S par son poids mol6culaire et le comportement immunochimique. Enfin, la 
7-globuline 2.2 S est faiblement antig6nique et plus riche en glucides que les deux 
autres fractions. I1 n'existe pus, darts l 'urine de 7-globuline avec une constante de 
s6dimentation inf6rieur h 2. 
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