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Protéines, glyco et lipoprotéines
du Sérum de Chien normal selon I’age

(Electrophorése sur papier)

par J. Grourapt (1) et P. GrouLADE (2)

(Note présentée par M. Dricur)

Les protéines sériques du chien ont déja été étudiées par 1’élec-
trophorése en milicu liquide (1, 6, 11) et par la méthode de sépa-
ration sur papier (2, 3, 4, 8,9 et 18). Les études sur les lipoprotéines
sont déja plus rares (3, D) et nous n’avons pas eu connaissance
d’études des glycoprotéines. La plupart des échantillons sont assez
réduits et ne tiennent pas compte de l'influence de 1'dge dont
I'importance nous a été révélée au cours de 'examen de 1.500
sérums de chiens normaux et pathologiques. Cette étude est le
développement d’un travail préliminaire (11).

TECHNIQUES

Les protéines totales ont été déterminées par la méthode densi-
métrique de Philips et Van Slyke.

Les séparations électrophorétiques ont été faites sur un appareil
a chevalet horizontal réalisant une humidité homogéne sur toute
la surface utile de la bande de papier (Schleicher et Schull n°2.043 a)
avec le tampon de Durrum (pH 8,6 — force ionique 0,1) sous une
différence de potentiel de 8 v/em et 0,30 mA/em pendant 6 h. Les
bandes sont séchées en 15 minutes par un rayonnement infra-rouge.

Les colorations sont faites pour les protéines selon la technique
de Grassmann Hannig et Knedel (amidoschwartz 10 B). L’ordonnée
des courbes correspond & la densité optique de la bande, déterminée
millimétre par millimétre & travers le filtre orange de Grassmann
et Hannig aprés imprégnation a ’huile de paraffine. Leur décom-
position est faite en albumines, alpha-1, alpha-2, béta-1, béta-2
et gamma. Les globulines alpha ont été décomposées en 3 fractions
par BocuTH (2), MuNRrO et AVERY (in 12), Storck (in 12), OTT et
ScHETTLER (in 12), HERMAN (12) et GEiniTz (6), Ce dernier auteur
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a décomposé les globulines beta en 3 fractions. LEwis et PAGE (in
12) et la plupart des auteurs ci-dessus ont décomposé aussi les
globulines gamma en 2 sous-fractions, ce qui nous a paru difficile.
Pour les alpha et béta globulines, la subdivision est possible dans
un certain nombre de cas mais manque de netteté le plus souvent.
A Tinverse, CHOPARD (4) n’a décomposé aucune des globulines.
Cette interprétation assure probablement des résultats plus repro-
ductibles. Mais les modifications physiologiques et pathologiques
que nous avons observées correspondent a l’existence d’au moins
2 fractions pour les globulines beta et surtout alpha. Certains
sérums donnent des fractions alpha dont la limite avec les albu-
mines et les globulines beta est difficile a préciser.

Les lipoprotéines sont révélées par la méthode de Swann (17)
au noir cérol B. La photométrie est faite a travers le filtre orange
aprés imprégnation par la glycérine. La courbe est décomposée
en alpha-1 et alpha-2, béta et gamma ; un grand nombre de sérums
présente des fractions immobiles riches en lipides qui ont été
comptées avec les gamma.

Les glycoprotéines sont mises en évidence par la méthode de

HorcHkiss (in 13) dans laquelle le bain réducteur a été supprimé;
elles correspondent aux substances aux dépens desquelles I'oxyda-
tion periodique libére des fonctions aldehydes donnant avec la
fuchsine sulfitée un composé d’addition coloré en violet qui est
photométré & travers un écran WRATTEN bb.
""Les courbes densitométriques sont décomposées en albumine,
alpha, béta et gamma ; Les sous-fractions alpha et beta ont été
réunies en raison de la difficulté d’une séparation précise chez un
grand nombre de sujets.

DESCRIPTION DE L’ECHANTILLONNAGE.

76 sérums de chiens normaux agés de 1 mois a 18 ans ont été
étudiés, pour 7 le sexe n’avait pas été noté, les 69 autres compren-
nent 34 femelles et 35 males. L’ensemble a été réparti suivant
’age en sept groupes (voir tableau), les sujets les plus jeunes avaient
un mois, la catégorie de sujets a4gés de plus de 9 ans comprend
3 individus de plus de 14 ans; le plus 4gé a 18 ans. Les préleve-
ments ont eu lieu & jeun depuis 8 & 12 heures.

Ces animaux n’ont présenté dans le mois précédent et suivant
le prélevement aucun signe d’affection aigué ou chronique. Les
sujets 4gés avaient un taux d’urée inférieur a 0,50 gfl.



PROTEINES, GLYCO ET LIPOPROTEINES DU SERUM DE CHIEN 205

Pour chaque serum trois séparations ont été faites en déposant
transversalement sur la bande de papier un volume inversement
proportionnel au taux de protéines et correspondant a 7,5 mm3
de sérum pour un taux de 72 g/l. Pour les glyco et lipoprotéines,
on a déposé uniformément 40 mm?® de sérum.

Les coefficients glyco et lipoprotéiques ont été déterminés pour
21 sérums en prenant comme témoin le méme mélange de sérums
humains normaux conservé congelé. Les différents résultats sont
exprimés sous forme de moyenne accompagnée de leur écart
standard.

RESULTATS
I. Protéines. (tableau 1).

Les protéines totales trés basses chez le jeune augmentent progres-
sivement avec 1'dge en 4 étapes : 1 mois & 2 mois et demi, 2 mois
et demi & 4 mois, 4 mois & 2 ans et plus de 2 ans. En outre, indé-
pendamment de I’dge, les protéines totales sont essentiellement
variables chez le chien comme en témoignent les résultats de
différents auteurs : OTT et SCHETTLER (54,9 g/1) ZELDIS et ALLING
(56,6 g/1) (12), nous-mémes (57 g/l en 1953), BocuTH (63 + 4) (2),
HerMAN (63,6 4 6,2) (12), CHoPARD (67,1) (4), nous-mémes en
1954 (entre 62,5 et 65,5 au-dessus de 2 ans) (9). Les méthodes
de dosage ne paraissent pas en cause puisque les chiffres de BocuTH
qui a utilisé la méthode de Philips et Van Slyke sont du méme
ordre que ceux de HERMAN qui a utilisé la méthode de Kjeldahl.
Nos écarts-types dépassent 4 fois 6 g/l montrant la diversité des
valeur de protéines totales et expliquant la possibilité de séries,
dont les moyennes sont tres différentes (8-9).

Dans nos séries la valeur relative des albumines part d’un maxi-
mum pour diminuer et reprendre a 3 mois une valeur stable jusqu’a
3 ans et diminuer ensuite. Les valeurs absolues montrent une
progression réguliére avec 1’dge. Deux sujets d’un mois présen-
taient une fraction rapide analogue a celles qui ont été décrites
chez 'homme par GraBAR (7) et LEWIN et coll. (14).

Lors d’études antérieures nous avions trouvé des taux d’albu-
mine nettement plus élevés. Ceci tient a une modification de la
technique de coloration. Au lieu de la technique originale de
Grassmann et Hannigutilisée ultérieurement, le dernier bain méthy-
lique ne contenait pas d’acide acétique ; dans ces conditions les
globulines retiennent moins bien le colorant.



TABLEAU 1 — PROTEINES

VALEURS RELATIVES

Nbre ¢e|PROTE!INES .
AGE ALEEUMINE ALPHA-1 | ALPHA-2 | BETA -1 BETA-2 | GAMMA

CAS [ TOTALES
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PROTEINES
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Fig. 1. — Protéines.

Prédominance de la fraction alpha rapide chez le jeune (n° 825), augmentation pro-
gressive des globulines gamma et des protéines totales avec 1’age.

Le groupe alpha est caractérisé par une prédominance de la
fraction rapide chez le jeune puis de la fraction lente & partir

de 2 ans. Les valeurs absolues montrent que la fraction alpha-1
est en réalité trés stable.

Dans le groupe béta, & 1 mois, les 2 fractions sont a peu pres
également réparties mais avec un pic Béta-2 bien individualisé
qui le restera par la suite avec une valeur nettement supérieure.
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Au-dessus de 3 ans la fraction béta-1 s’éléve. Les valeurs absolues
montrent une augmentation réguliere qui est proportionnelle-
ment la plus importante de toutes les fractions protéiques.

Les globulines gamma s’accroissent réguliérement avec 1'age.
Cette augmentation est encore plus nette en valeur absolue.

II — Glycoprotéines (tableau 2).

Sous ce terme nous acceptons la définition des substances p.a.s.
positives, bien qu’elles ne soient pas a I’abri de toute critique.

GLYCOPROTEINES.

Do
05, Chien de 1 mois
noggs Ol 170 1,446 | 30 83N cm
Do A 0(1 O(, p 6
05..

Chien de 3 ans

Neg91s O

Do

05; Chiende 8 ans
Ne782 Gl

Fig. 2. — Glycoprotéines.
Variation parallele a celle des fractions protéiques.



TABLEAU 2 — LIPOPROTEINES

VALEURS RELATIVES

Nbre de
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ol |11 (123 3.5 (402 7.8|29.4 7.2(104 28
ane [ 11113 45[36 86|32.8 51[159 sg
sne |9 104 63|42 84|315 23[13.4 a7
o'l 8 [105 s1|415 28348 44 [131 39
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Les glycoprotéines correspondant aux albumines sont peu impor-
tantes et relativement stables au cours de la vie. Le groupe alpha
est le plus important et apparait assez stable aussi. En réalité,
bien que nous ayons renoncé a le scinder en deux, I’examen du
profil des courbes met en évidence une prédominance nette de
la fraction rapide jusqu’a 4 mois tandis que la fraction lente est
plus importante chez les sujets ages.

Dans le groupe béta, béta-1 prédomine jusqu'a 12 mois, les
deux fractions deviennent ensuite égales et difficiles a individualiser.

Les glycoprotéines gamma sont du méme ordre de grandeur que
la fraction correspondant a ’albumine et ne semblent pas varier
avec 1'age. L’écart-type pour toutes ces fractions est trés élevé.
Le coefficient glycoprotéique qui n’a été déterminé que sur une
petite partie des sujets est de 76,5 4 3,8 & un mois, 87,6 4 8,4
de 4 a 12 mois, et 92 4 5,6 de 3 4 9 ans. L’ensemble des glyco-
protéines croit donc avec I’age.

II1 — Lipoprotéines (Tableau 2).

Le groupe alpha-1 est le plus important & tous les ages. Sa
valeur la plus basse est observée a 1 mois. Il atteint son maximum
chez les sujets de 1 a 2 ans.

Le groupe alpha-2 est quelquefois difficile & séparer du groupe
précédent. Il est plus important & partir de 3 mois, il atteint son
maximum entre 4 et 12 mois.

Le groupe béta correspondant aux fractions protéiques béta-1,
est trés important chez le jeune et diminue avec I'dge. Un sujet de
1 mois (n° 887) a un taux de 41,2 %, alors que la moyenne de cet
age est de 26,1 9, 4 6,7 ce qui explique d’ailleurs I'importance
de cet écart. Un sujet de 6 ans ne présente aucune fraction appar-
tenant & ce groupe.

Le groupe de mobilité gamma ou nulle est en général trés peu
important mais souvent une fraction riche en particules lipidiques
ne présentant aucune mobilité électrophorétique reste sur la zone
du dépot ; chez 20 sujets, elle dépasse 15 %. Elle constitue souvent
une tache bien délimitée & un maximum net (voir n° 877 et 795)
trés dense, de méme forme que celle obtenue par simple dépét
du sérum sur le papier, sans migration électrophorétique. Elle
s’accompagne souvent d’une trainée qui s’épuise avant d’atteindre
la zone de migration des lipoprotéines béta.

Au cours d’un autre travail portant sur I’étude des lipoprotéines
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LIPOPROTEINES
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Fig. 3. — Lipoprotéines.
Augmentation des fractions rapides et diminution des fractions béta avec 1'age.
Fractions immobiles trés nettes pour le n° 795.

aprés ingestion d’huile d’olive (10) les animaux, qui étaient a
jeun depuis 20 heures ont présenté des fractions immobiles ou
peu mobiles sans maximum net. Pendant I'absorption de corps
gras les sérums de tous les animaux ont montré des fractions de
ce type et un quart environ des sérums conservait cette modifi-
cation 8 heures aprés l'ingestion.

Il s’agit probablement de chylomicrons et non de lipoprotéines,
ce qui explique qu'ils restent sur la ligne de dép6t. On les rencontre
chez des sujets dont l’absorption est retardée.

Le coefficient lipoprotéique, déterminé sur les mémes sujets que
le coefficient glycoprotéique, est de 96 4- 5,8 & un mois, 114,8 4- 11,3
de 4 & 12 mois et 88 4- 12,7 de 3 ans a 9 ans. Les variations portent
surtout sur la fraction alpha.

Les écarts sont particuliérement importants pour le groupe de
faible mobilité par suite des énormes variations des fractions
immobiles.
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Bossak, WaNG et ADLERSBERG (3) ont trouvé une fraction
alpha égale a 70 9, nos résultats sont répartis autour de ce taux
sauf une valeur élevée pour les sujets de 1 & 2 ans et une plus
basse pour les sujets de 1 mois. Par ailleurs ces auteurs ainsi que
Russ et RAymunTt (16) ont mis en évidence la richesse du sérum
de chien en phospholipides, localisés surtout dans les fractions
alpha ; cette observation rejoint celle de Swaun (17) qui a loca-
lisé la majeure partie des phospholipides dans la fraction alpha-1
chez 'homme. Nous n’avons pas pu prendre connaissance des
travaux de Fasor1 (5).

Influence du sexe

Elle parait nulle sur les fractions protéiques et lipoprotéiques.
Les glycoprotéines varient de fagon contradictoire sauf les frac-
tions gamma qui paraissent assez réguliérement inférieures chez
la femelle.

RESUMES ET CONCLUSIONS

L’électrophorése sur papier des sérums de 76 chiens agés de
1 mois a 18 ans a montré :

10) une augmentation avec I’dge de toutes les fractions pro-
téiques, a I’exception de la fraction alpha-1 et la grande instabi-
lité des protéines totales selon les sujets.

29) la prépondérance des glycoprotéines-du groupe alpha avec
prédominance de la fraction alpha-1 chez le jeune et la fraction
alpha-2 chez le sujet agé, et une augmentation progressive du
groupe béta avec I'age.

3°) la prédominance des lipoprotéines alpha-1 (moins marquée
chez les sujets trés jeunes), la dimunition progressive des frac-
tions alpha-2 et béta avec I'dAge et la présence d’une fraction de
mobilité nulle d’importance trés variable correspondant proba-
blement & un retard d’absorption.

49) des glycoprotéines gamma moins élevées chez la femelle,
les autres fractions ne semblant pas subir de variations en corré-
lation avec le sexe.

Lors de toute étude pathologique il est donc important de se
servir comme témoins normaux d'un lot de sujets sains du méme
age.
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Discussion

M. Le PrésipENT. — Je me plais a reconnaitre la valeur considérable de
ce travail. Il m’est arrivé récemment de faire de la bibliographie relativement
a la teneur du chien en cholestérol et j’ai trouvé que la bibliographie vétéri-
naire était d’une pauvreté regrettable en la matiére. Par conséquent, je ne
peux qu’approuver cette étude extrémement compléte sur ces problémes et
souhaiter que les auteurs nous apportent les mémes précisions en matiére
d’urée, en matiere de glucose, en matiére de cholestérol. Je crois que cela aurait
énormément d’importance au point de vue de la médecine pratique canine.

Je me permettrai, cependant, de faire une réflexion, bien que les auteurs ne
soient pas la. Il est regrettable que les tableaux manquent un peu de précision
et, c’est la réflexion que vient de me communiquer M. JacoToT, qu’on n’ait
pas mis sur les graphiques protéiniques.

Et puis il y a un deuxiéme point, c’est que dans les analyses biologiques
nous sommes habitués a tellement de variations dans la teneur du sang en
élément quelconque qu’il serait bon, je crois, pour fixer I’objectivité de cette
communication de donner les limites extrémes par un pointillé sur les
graphiques.

M. Drieux. — Monsieur le Président, il est extrémement facile de répondre
a votre désir trés légitime et les auteurs se feront un devoir d’apporter a ces
ces graphiques les compléments d’information que vous désirez.

M. DecuamBrE. — Est-ce que I’alimentation pourrait faire varier les chiffres
qui sont indiqués ?

M. Drieux. — L’alimentation pourrait les faire varier, étant donné que
les protéines sanguines par exemple vont étre modifiées selon que vous utili-
serez tel ou tel aliment. Les auteurs font méme allusion également & des mesures
qui ont été faites en ce qui concerne les lipoprotéines chez des chiens nourris
avec une quantité trés importante d’une huile alimentaire. Il y avait alors des
variations considérables. Par conséquent, la qualité de I’alimentation intervient
aussi.

M. DecuamBrE. — N’y aurait-il peut-étre pas lieu de parler aussi des
races ?

M. Drieux. — Les variations par race mériteraient peut-étre d’étre envi-
sagées, mais, a priori, il ne semble pas qu’elles revétent I'importance que I’on
peut trouver dans des variations par espéce, bien entendu.

M. GuiLroT. — Je crois qu’il faut s’associer aux conclusions trés prudentes
des auteurs. Je ne parlerai que des mesures de protéine et je crois qu’effecti-
vement, en dehors méme des parameétres déja signalés, en fonction de 1’age,
en fonction de I’alimentation, il y en a d’autres auxquels il faut penser. 11 y
a certainement les races auxquelles vient de faire allusion M. DECHAMBRE,
mais il y en a peut-étre d’autres, comme l’influence de la saison. D’aprés
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les constatations faites sur nos chiens militaires tout au moins, nous avons
Pimpression qu’il y a des variations saisonniéres des protéinogrammes cer-
taines. Un autre parameétre c’est le travail des animaux : le berger allemand
qui est un chien d’une activité trés grande et le chien de salon qui, au contraire,
est couché sur son coussin, peuvent donner des protéinogrammes différents.
Je crois que ce sont autant de facteurs a ajouter a ceux déja envisagés par les
auteurs, auxquels ils ont certainement pensé et peuvent faire I’objet de nou-
velles recherches.

M. Nicor. — Il m’est agréable d’entendre le Général GuiLLoT parler des
variations saisonniéres des protéines. Mais il y a des variations saisonniéres
non seulement des protéines banales, des protéines normales du sérum, mais
également des variations saisonnicres des protéines spécifiques, des anticorps.
Nous avons sur ce point des chiffres qui résultent des observations datant
maintenant d’une vingtaine d’anncées, et portent sur tous les animaux anti-
tétaniques mis en immunisation a I'Institut Pasteur de Garches. Nous avons
constaté qu’il y avait des variations saisonnicres considérables. Nous assistons
a une remontée des anticorps qui commence en général en mars et en avril et
qui va jusqu’en juillet et aout avec une baisse ensuite, puis une remontée.
On retrouve ces remontées de I'immunité chez des sujets qui sont en immuni-
sation depuis deux ou trois ans et qui chaque année, au printemps, sans aucune
raison apparente, font une remontée nouvelle. Il y a des animaux qu’on pense
mettre ala réforme au mois d’avril et que ’on garde parce qu’ils sont redevenus
intéressants le mois suivant. Quelles en sont les raisons ? Nous n’avons jamais
pu les établir. On avait pensé a I’alimentation, a l’action de certaines vita-
mines ; cette cause est a écarter car au moment ou ces variations apparaissent,
les animaux vivent encore sur des provisions de fourrage qui ont été faites
I’année précédente. On a pensé, et 1a c’est peut-étre plus plausible, & une action
hormonale. Nous avons pensé également qu’il pouvait y avoir I’effet d’un allon-
gement du jour ou d’une qualité de la lumiére ; nous avons essayé sur une
soixantaine de chevaux de prolonger I’éclairement & la lumiére artificielle ou
avec des lampes riches en rayons ultra-violets; nous faisons cela jusqu’a
10 heures du soir et de bonne heure le matin ; jamais nous n’avons pu obtenir
la reproduction de ce phénomene.

Enfin, nous avons pensé encore a la qualité de ’antigéne et nous avons
réservé pour la période d’hiver des antigénes préparés au printemps en pen-
sant qu’a ce moment-la les chiens pouvaient apporter quelque chose de nou-
veau ; nous n’avons toujours pas pu reproduire le phénomeéne.

M. Drieux. — Dans la détermination de ce taux des anticorps, quelle
méthode avez-vous adoptée ?
M. NicoL. — C’est par titrage classique. J’ai constaté aussi qu’il y a une

variation considérable des globulines gamma avec 1’dge, ce qui est tout a fait
normal puisqu’un individu, au fur et & mesure qu’il avance en age, acquiert
des immunités naturelles de plus en plus nombreuses et par conséquent ses
globulines gamma sont d’un taux plus élevé. 11 y a également le facteur béta-2
qui est trés important dans I'immunité acquise et qui augmente lui aussi.

En somme le mystére reste entier malgré dix ans d’observations et de
recherches. Nous n’en continuons pas moins & suivre le probléme de trés pres.





