
395 JOURNAL OF CNRO&IATOGRAI?NY 

CNROM. 4093 

_ ._I_---I- _--___ 

SUMMARY 

n/licrofractio?zatio?z and determination of mk~oprantities of glycosal?ci7zo~~yca7zs by electro- 
$ho?Besis 032 gelatinized acetate cehdose stri$w 

Fractionation of purified glycosaminoglycans (GAG) is obtained by electropho- 
resis on gelatinized acetate cellulose strips in pyridine formiate, citrate or zinc acetate 
buffers. Qualitative and quantitative separation of GAG from a sample which does not 
contain more than 25 pg of GAG can be performed on the same strip by this procedure. 
On staining with Alcian Blue the strips show, according $0 ‘increasing mobilities, 
hyaluronate, dermatan sulphate, heparan sulphate, chondroitin sulphates (A and C) 
and heparin. The method is quantitative. For the determination of microquantities 
of GAG (1-25 pg) the different GAG are eluted from the cellulose strips and determined 
spectrophotometrically with an accuracy of 3 %. The procedure can also be used for 
the preparation of pure GAG (50 pg to z mg) provided several acetate cellulose strips 
or blocks (Cellogel) are used and GAG is precipitated by means of cetylpyridinium 
chloride in acetone. 

INTRODUCTIOX 

L’analyse qualitative et quantitative des glycosaminoglycanes (GAG) sur de 
t&s faibles quantites de tissu cst laborieuse. Plusieurs m&hodes ont et8 proposees. 
Les techniques de chromatographie sur colonne de cellulose des compleses GAG-c&y1 
pyridinium sont largement utilisees, mais dans les procedes usuels la separation com- 
plete des GAG est delicate 1-S, Des techniques Blectrophordtiques realisent Bgalement 
la separation qualitative des GhG4-7; mais ces dernieres methodes se heurtent a 
plusieurs diffkultes. La separation des differents GAG sur une meme bande n’est pas 
compl&e; elle est seulement grossierement quantitative, les GAG &ant evalues par 
densitometrie. Elk manque de reproductibilite et ne permet pas de recuperer apres 
Blectrophorese le materiel depose sur les bandes. La m&.hode que nous proposons 
permet la separation des differents GAG par Blectrophorese; elle est quantitative et 
valable pour de t&s petites quantites de materiel (I A. 25 pg) ; elle est aussi applicable 
pour la preparation d’c5chantillons de GAG purs. 

.I. Clwonaatog., +! (1969) 3gG-4.07 
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TECWNIQUE PROI’OS$E 

L’Blectrophorike est realisee sur des bandes d’acetate de cellulose g&latinisees 
(Cellogel, Chemetron) de 17 x 20 cm. Les bandes sont immergees dans le tampon 
30 min avant l’utilisation. L’electrophorese est r8alisee clans une cuve SEBIA, gene- 
rateur APELAB. La difference de pofentiel appliquee aux bornes est de 150 V. 

Les tampons utilises sont les suivants: citrate de sodiumlacide citrique: 0.1 ik?, 
pH 3.5 ; duree de l’electrophorese: I 11; acetate de zinc: 0.15 k?, pH 6; dur8e: I h 
30 min ; acetate de cuivre: 0.15 M, pH 6; duree : I h 30 min ; formiate de pyridine : 

0.1 lW, pH 3; duree: I h. 

DI$?J&! cles satbstawes 
Le clep6t des GAG sur les bandes d’8lectrophorese est effectue sur la bande im- 

pr@gnee de tampon. z a 25 pg de GAG sont deposes clans un volume de IO ~1. 

Coloration 
La coloration des bandes est effecttree par immersion des bandes d’electropho- 

r&e dans une solution de Bleu d’Alcian & 0.5 o/o clans le melange acide acetique-eau- 
methanol (IO: 40: 50). Temps de coloration: z min. 

De’coloration 
Les bandes d’electrophorese sont ensuite trait&es pour differentiation dans 

quatre bains successifs du melange d&colorant acide acetique-eau-m&hanol (s : 45 : 50). 

Duree de chaque bain: 3 min. 

Les zones metachromatiques correspondant aux GAG sont p&levees sur la 
bande humide et dissoutes dans l’acide ac&ique a 80 y0 (I ml). Les fractions sont do- 
sees par colorimetrie & 675 rnp en se r&f&ant a des courbes d’etalonnage pr&alable- 
ment Btablies avec des GAG standards, separes par Blectrophor&se dans les m&mes 
milieux tamponnck 

Sicbstances tchaoim 
Les produits de reference utilises sont les suivants: chondroltine sulfate A de 

septum nasal (CSA), chondroi’tine sulfate C (CSC) ; dermatane sulfate (CSB) ; heparane 
sulfate (HS). 11s nous ont 6ttS Eournis gracieusement par le Professeur MATHRWS: 
D’autres Bchantillons d’heparane sulfate ont et8 preparees au laboratoire & partir des 
urines d’un enfant atteint de maladie de San Fillipo, par precipitation avec le chlorure 
cle c&y1 pyridinium (CPC) selon les techniques anterieurement d&rites11 2. Le keratane 
sulfate et l’hyaluronate (de cordon ombilical) utilises proviennent d’un don genereux 
du Professeur KARL MEYER. Des preparations commerciales de GAG, purifiees au 
laboratoire *ont egalement cite utilisees : chondro’itine sulfate A (Sigma), heparane sul- 
fate (Upjohn), heparine (Roche, Vitrum). 

J. Clwomalog., 42 (1969) 396-407 
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Extraction des GAG des tissacs 
Apres traitement a l’acetone a froid, les fragments de tissu rciduits a 1’8ta.t cle 

poudre acetonique sont soumis & une digestion proteolytique. Dans un premier temps, 
les protdines sont dig&es par la pronase (I mg/Ioo mg de tissu frais) en milieu Tris 
0.1 Ad, CaCl, 0.004 M, a pH 8.5, pendant 48 h a 5o”, avec renouvellement de la pronase 
au bout de 24 11. Dans un second temps, aprQs inactivation de la pronase par chauffage 
(2 min B IOOO), l’hydrolysat pronasique est soumis a l’action de la trypsine (I mg/roo 
mg de tissu frais), a pH 7.8 pendant 6 h a 37”. Apres inactivation (2 min & 100'), le 
milieu est centrifuge et dialyse, les GAG sont prBcipitds clans le surnageant par le CPC 
& I o/o en milieu NaCl 0.03 iW. Les complexes isoles par centrifugation sont solubilises 
dans NaCl 1.25 M (ou 2.1 Ad) et purifies par precipitations alterndes par l’ethanol 
(2.5 volumes) et le Cl?C2. 

Dans le cas de t&s faibles prelevements de tissu (5 a 40 mg) la digestion est 
effectuee par incubation avec la papai’ne cristallisde Sigma (2 Oh), en presence d’EDTA 
0.05 M et de cysteine 0.005 M & pH 7.3. La duree d’incubation est de 4 h & 65”. Apres 
inactivation de l’enzyme et elimination de l’insoluble par centrifugation, les GAG 
sont pr&zipit& par le CPC. 

Les GAG totaux provenant des differents tissus sont dos& par la methode au 
carbazole selon la technique de Dische modifide: a 0.25 ml d’&zhantillon on ajoute 
1.5 ml d’acide sulfurique Merck et 0.12 ml de reactif d’Ehrlich8. Apr&s hydrolyse des 
GAG dans HCl 2 IV, pendant 2 h, les acides uroniques sont doses par la m&hode au 
carbazolee. Les hexosamines sont do&es selon la technique d’Elson-Morgan modi- 
fiee2 apres hydrolyse dans WC1 4 N, pendant 4 h. Les sulfates sont doses sur les hydro- 
lysats suivant la micro-mdthode de DODGSON~. 

RbJLTATS 

Se’paration qualitative des di~thnts GAG 
La separation des GAG effect&e par Blectrophor&se clans les differents syst&nes 

tampons donne par ordre de niobilit8 croissante: l’acide hyaluronique, le dermatane 
sulfate, l’hdparane sulfate, le chondroitine sulfate A (ou C), 1’hCparine. Sur le Tableau I 
figurent les d&placements (en mm) des differents GAG standards lorsque l’electro- 

TABLEAU I 
DlkPLACEMENT DES GAG STANDARDS EN MILLIMhTRES 

ElectrophorOsc sur bandc d’ac&stc de cellulose gt?latinis&e (Cellogel). Tampons : citrate de sodium 
a&ate de zinc et formiate de pyridino. 

GAG Tampons 

Citvata A c&ate Fovmiata 
de sod&n de zinc de pyvidine 

HA 39 370.5 45 
CSB 47 41 52 

HS 47 43 56 
CSA-CSC 51 47.5 59 
HGparine 59 47.5 59 

J. Chuomalag., 42 (1969) 396-307 
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phor&se est rrSali& en tampon citrate, formiate de pyridine ou acetate de zinc dans 
les conditions prec6demment indiquees. 

Lorsque l’electrophorkse est pratiquee avec des solutions de GAG en milieu salin 
(0.5 & 1.2 M) ou avec des complexes GAG-c&y1 pyridinium en milieu NaCl 1.25 M, 

les m obilites dlectrophor&iques restent identiques. 
I~z$?zwzce du tane$on. En tampon acetate de zinc ou acetate de cuivre, le derma- 

tane sulfate ou l’heparane sulfate sont aisement &par& des autres GAG (Fig. I). 
Lorsqu’ils sont tous les deux presents dans un mQme tissu, une meilleure s&paration 
est obtenue avec le tampon formiate de pyridine (Fig. 2). L’htSparine est &par&e des 
autres GAG en tampon citrate (Fig. 3). En pr&ence d’acide hyaluronique, de der- 
matane sulfate, d’heparane sulfate et de chondroltine sulfate A (ou C), la meilleure 
resolution est operee en tampon formiate de pyridine (Fig. 2). Les schcSmas de la Fig. 4 
illustrent les r&ultats des analyses electrophoretiques de milieux contenant diffdrents 
GAG. 

InfEzcence de la pant& dt’oske. Une separation satisfaisante des GAG est ob- 
tenue B condition de ne pas deposer d’exces de substance. L’importance du depbt varie 
avec la nature du tampon utilise: dans un melange, la quantite de chaque GAG prk 
sent ne doit pas exceder IO pg en tampon acetate de zinc, 2.5 pg en tampon formiate 
de pyridine, IO pg en tampon citrate. Meme en faible quantite (2 pg), le lrkatane 
sulfate donne une plage metachromatique diffuse. Pour s’assurer de sa pr&ence, il 
est necessaire de le s&parer des autres GAG par chromatographie en couche mincelo. 

Con+araison des mobilit& tS?ectro#ior&tiqaces des GAG Wzcditk et des GAG standards 
Les mobilites Blectrophoretiques des GAG d’un melange peuvent Qtre directement 
compardes a celles des GAG standards. On depose sur les mQmes bandes des GAG du 

, 

Fig. I. Electrophor&se sur Ccllogol dcs GAG en tampon ac&x~Cc de zinc. SBpmWion dc f 
CSB ou dc I-IS, et de HA. I-IS, ct HS, sorlt dcux Bchantillons diff&ents d’hdparitine sulfate 
purifiO ; HS, = non-purifif5). 
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Fig. 3, Elcct+ophor&sc cles GAG cn tampon citrate. Sdparation clc CSA, de CSR, de 13s ct de I-IA. 

melange et l’un des GAG standards (CM, CSB, HS, HA). hpres cleplacement Blectro- 
phoretique et coloration de la bande, la surcharge en GAG standard peut entrainer 
au niveau de l’un des GAG prksents dans le melange une augmentation de la metachro- 
.masie. Si la mobilitci Blectrophoretique du GAG standard ne corncide pas avec la 
mbbilite de l’un des GAG pr&ents dans le melange, aucune augmentation de la colo- 

J. Clwomtilo~. , 42 (1969) 396-407 
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ration n’appsratt, mais on decele une bande supplementaire provenant de la surcharge 
en GAG standard. Cc test de surcharge peut faciliter la comparaison des mobilites 
BlectrophortStiques des GAG avec celle des substances de rQI&ence. 

A I-IS 
WA t 

CSBl 
CSA 

A&ate de zinc 

EI . WA I-IS 

‘SE I 
CSA 

Formiate de pyridine 

C 
WA YA 

. 
C.f WEP 

Citrate 

Fig. 4. RcprBscntation schdmatiquc clcs sdparations dcs GAG obtcnus par Olcctrophor&se clcs trois 
sys,t&mcs tampons. 

S.$amtion quantitative des GAG 

L’electrophorese sur Cellogel des GAG est realisee dans l’un des tampons pro- 
posck. Apres migration, la bande d’8lectrophorese est coloree par le Bleu d’Alcian, et 
les GAG sont diff&enci& selon la technique d&rite. Les zones metachromatiques sont 
eludes clans l’acide acetique & 80 y0 (I ml). L’intensite de la coloration est appreciee 
au spectrophotometre S 675 rnp par rapport a un temoin. Un fragment, de surface 
identique a la partie Bluee, preleve sur la m&me bande d’8lectrophor&se en dehors des 
zones metachromatiques, et dissous dans les mQmes conditions constitue le temoin. 
Pour Btablir les courbes d’etslonnage, des quantites connues de chacun des differents 
GAG (soit 2 & 20 pg de HA, HS, CSA, CSC, CSB et heparine) sont deposees sur bandes 
d’electrophor&se. Les zones metachromatiques sont Bluees et l’intensite de coloration 
est appreciee au spectrophotometre. La Fig. 5 represente les courbes d’etalonnage 
obtenues pour le CSA, l’acide hyaluronique, le CSB et l’heparane sulfate. On obtient 
un droite entre 2 & 20 pg. Ce procede exclut les erreurs qui pourraient etre dues B une 
coloration ou une differentiation trop poussee. 11 tient compte aussi de l’influence de 
la nature du tampon sur le cleveloppement de la coloration metachromatique. 

Si l’on respecte les conditions et si l’on se reporte a des courbes d’&alonnage 
citablies avec chaque tampon, la methode est quantitative et les erreurs commises 
restent tres Iaibles. Pour des prises d’essai de IO pg de GAG, l’erreur ne depasse pas 
2 oh pour le dermatane sulfate et l’heparane sulfate, et 5 o/o pour l’acide hyaluronique 
et le chondro’itine sulfate A (Fig. 5). 

J. Chronaatog., 42 (1969) 396-407 
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Fig. 5, Courbc cl’dtalonnagc dc CSA, CSB, J-IS et HA cn tampons acdtatc clc zinc ct formiate ck 
pyricline. 

Identification des GAG 

L’identification est r&lisee apres separation prdalable par Blectrophorese. 11 est 
nkessaire de disposer d’un minimum de IOO & ISO pg de GAG pour en faire l’identifi- 
cation. 

Des Bchantillons provenant d’un melange de GAG sont deposes sur plusieurs 
bandes. L’electrophorese est pratiquee selon les conditions usuelles, puis les bandes 
sont d&coup&es longitudinalement. L’emplacement des GAG est rep&e par coloration 
sur un tiers de la largeur des bandes, et les zones correspondantes des parties non 
color&es sont p&levees et reprises dans un milieu acetonique a gg O/~ (5 ml pour 200 pg 

de GAG). Les GAG sont prQcipitCs isolement par le CPC (concentration finale I yo) 
en milieu acetonique pendant 15 h a 30”. Apres centrifugation, les complexes GAG- 
c&y1 pyridinium sont remis en suspension dans un nouveau volume de solution acd- 
tonique de CPC et recentrifuges. Les pr&ipites sont alors redissous dans le NaCl 
1.25 M (ou 2.1 M), 0.5 ml pour 200 pg de GAG; les GAG sont finalement precipit& 
par l’ethanol (2.5 volumes), 12 h & +4”. 

AprBs redissolution en milieu aqueux du precipite, les GAG sont analyses et leur 
comportement vis a vis de certains enzymes (hyaluronidase, chondroitinase) test& Sur 
les hydrolysats (HCI 2 N, 2 h a IOO'), les acides uroniques sont dCcel& par chromate-’ 
graphie en couche mince sur gel de silice avec le systeme solvant acetate d’&hyl- 
pyridine-acide ac&ique-eau (5 : 5 : 3 : 2). La r&vcSlation est effectu6e par application 
d’oxalate d’anilinell. Sur les hydrolysats (I-ICI 4 N, 4 h), les hexosamines sont iden- 
tifiees par chromatographie en couche mince sur “Chromagram” Eastman Kodak 
5x1 V dans le syst&me solvant ethanol-ammoniaque 25 %-eau (85 : 0.5: 14.5). Les 
hexosamines sont revBlees par application d’une solution Bthanolique de chlorure de 
trlyhenyl-t&razolium 12. Des echantillons de I a 5 I_cg d’hexosamines sont necessaires 
a cette identification. 

Afifilicatiovm 
Zhde des GAG des Ziqatides biologiques. L’Btude de la composition en GAG des 

urines est facilitee par l’application du pro&de de surcharge (Fig. 6, 7 et 8). Dans les 
essais r&alis&, les deplacements Blectrophor&iques des GAG urinaires coi’ncident avec 
ceux des GAG standards (CSA; CSB ; HS; HA). L’identification complkte necessite 
la pratique de l’&lectrophorese apres traitement des’GAG par l’hyaluronidase ou la 

J. Chvomatog,, 42 (1969) 396-407 
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I ‘b ~ ’ ,A.. : csii 1: :::: 
Pig. 6. Sripwation dcs GAG de l’urinc par blcctrophor0so en formiatc 
l’urino ont 134 surchargb en CSB, I-IS ou CSA. 

de pyridinc. I ,es GAG de 

Fig. 7. SBparation des GAG de l’urine par BlectrophorOsc en tampon citrate. Los GAG de I’urino 
ont ~3.~2 surcharg& en CSB, NS ou CSA. 

chondro’itinase, Elle comporte en outre 1’Btude des constituants provenant des GAG 
de l’urine s&par& par BlectrophorBse et pr&ipit& par le CPC en milieu ac&onique. 
La Fig. 9 reprdsente un chromatogramme des hexosamines provenant de l’hydrolyse 
des GAG de l’urine d’un enfant atteint de la maladie de Hurler. 

J. Cltvomalog., 42 (x969) 396-407 
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Fig. 5. ScZpnration clcs GAG de l’urinc par dlcctrophor&sc cn tampon acdtatc clc zinc. Lcs GAG ant 
dt6 surchargds en I-IS, CSB ou CSA. 

. . 

Fig. 9, Separation sur “Chromagram” Kodak clcs hcxosamincs. Lcs lwxosamines sont iclentili&x3 
sur un hyclrolysat clc GAG isolds cles urines (HO +. .) Tehoins: glucosamine (GlcN) : galactosan~inc 
(GalN). 

Pre’;haration des GAG. En opcirant sirnultan&ment sur plusieurs bandes de Cellogel 
on peut preparer de petites quantitk de GAG purs (200 & 500 j_hg) avec un excellent 
rendement :’ 95 o/o, Pour des quantit& plus (51evBes (I & 3 mg) de GAG, l’c5lectrophorhse 
peut Btre pratiq,uee sur des blocs de Cellogel SEBIA (dimensions 6 8x, 17 cm) dans les 

J, Chromalog:, 42 (IgGg) 39~407 
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m6mes tampons que precedemment (150 V, 3 h), selon la technique deja decrite pour les 
bandes de Cellogel. Le rendement varie notablement avec la nature des GAG et il est 
plus Blew5 pour le CSA (90 yO) que pour les autres GAG. 

I?‘tude des GAG cles tissacs. Afifdication d des $wobZdw~~s nadabolip~es. La methode 
proposee a ett5 appliquee a la separation et a l’iclentification des GAG de divers tissus, 
cartilage epiphysaire, peau, tissu hepatique et tissu renal et paroi arterielle, apres 
extraction des GAG selon les proc6des decrits (voir chap. TECNNIQUE PROPOSI~E). Les 
d&placements des GAG extraits des tissus et des standards de reference sont identi- 
ques. Toutcfois, dans certains tissus (paroi arterielle), le d&placement electrophoretique 
de l’heparitine sulfate differe de celui de l’heparitine sulfate standard. 

L’incorporation des precurseurs marques 3% dans les GAG des differents tissus 
peut &re suivie en isolant de ces tissus les GAG et leurs precurseurs et en soumettant 
ces clifferentes substances & un fractionnement c5lectrophoretique sur Cellogel. Les 
autoradiogrammes des bandes permettent clc cleceler les polysaccharides et leurs pre- 
curseurs marqu8.s. 11s sont superposes aux bandes d’elcctroplzorese colorees au Bleu 
d’Alcian. La Fig. IO represente un autoradiogramme obtenu a partir cl’une separation 
Blectrophoretique des GAG isolds de la paroi de l’oviducte de poule apres administra- 
tion de racliosoufre a l’animal. , . 

., 
,a, 

: 
“2, ;*.,)4,‘i .: I : * . : 

_ ‘a. 
. ). ” 3 ,. , I. I . . 2 ’ ,- 

I ’ ,.(L.’ , ,< 

Les methocles cle microfractionnement cles GAG se heurtent B de nombreuses 
clificultes, Suivant le traitement mis en oeuvre pour extraire les GAG des clifferents 
tissus ou des liquicles biologiques, la WZSSE ?uoZ&zcZaire cles GAG peut &re trouvee 
clifferente pour certains d’entre eux. Suivant le traitement proteolytique utilise, la 
stmdzwe m&me des GAG risque d’6tre alteree. En raison des difficult& li6e.s 21. l’obten- 
tion des GAG Studies, la variabilite des differents criteres de masse moleculaire, de 
structure et de charge electriquc limite la reproductibilite des methodcs cle fractionne- 
ment. La separation des GAG par gel filtration ou sur colonnes cl’echangeurs d’ions et 
le fractionnement des GAG par chromatographie sur colonnes de cellulose des com- 
piexes des GAG-WC se heurtent % cles difficult& et ne peuvent Bviter completement le 
chevauchement de plusieurs constituants. 

J. Chronzulog., 42 (1969) 396-407 
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La separation des GAG par Blectrophorese est basee sur les valeurs diffferentes 
du pE1 isoelectrique de chaque GAG. Cette methode, comme les precedentes, ne peut 
&re consider&e comme un critere exclusif d’identification des GAG. La correspon- 
dance entre les mobilites BlectrophorBtiques des GAG des tissus et des GAG standards 
donne une indication sur leur nature. Pour identifier en toute certitude les GAG ainsi 
&pares, il est necessaire de verifier la composition en leurs constituants suivant les 
procedes decrits dans le present travail. 

Dans le cas oZZ cette methode est appliquee & l’analyse de GAG provenant des 
urines de malades, des verifications doivent Btre effectuees en raison de la pluralite 
des formes d’excretion des GAG dans l’urine et de Vabsence de criteres de purete 
certains13. 

Mais, lorsqu’elle est adapt&e B l’analyse d’un tissu determine, la methode Alec- 
trophoretique proposee permet l’identification sans difficult6 des GAG. Elle est haute- 
ment reproductible. 

Parmi les differents GAG examines, seul le lcciratane sulfate est ma1 s&pare par 
c$lectrophor&se: toutes les analyses effectuees sur les Bchantillons de lceratane sulfate 
ont mis en evidence l’h&erogenrSte de ce GAG. Une bande predominante est decelee 
en Blectrophor&se sur Cellogel B proximite de la bande de CSA, mais d’autre bandes 
sont parfois visibles. Du reste, les analyses portant sur la. structure et la masse mold- 
culaire des keratane sulfates montrent de nombreuses variables et les experiences 
metaboliques ont prouve l’hetcirogeneite de ce type de GAG’*. 

La methode proposee offre differents avantages. Elle permet la separation qua- 
litative de cinq GAG differents, et cette m&hode peut &re verifiee en analysant les 
constituants des GAG isoles. 

La methode est quantitative et les erreurs commises dans les determinations des 
GAG restent comprises entre z et 5 %, meme pour des prises d’essai de quelques pg. 
La methode de dosage colorim&rique est superieure B la m&hode densitometrique et 
tient compte de l’affinite particuliere de chaque GAG pour les colorants en presence 
de diffdrents tampons. 

La methode est preparative ou micro-preparative; elle permet de recuperer les 
GAG s&pares et de proceder a l’analyse de chacun d’entre eux. Elle est applicable & 
des separations portant sur de t&s petites quantites de GAG (2 B 20 pg). La methode 
est rapide et se prete & des separations et & des dosages en serie. 
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Le fractionnement des glycosaminoglycanes (GAG) -est effectue par electropho- 
r&se sur bandes d’acetate de cellulose gelatinisee, en tampons: formiate de pyridine, 
citrate et acetate de zinc. Cette technique permet la separation qualitative et quanti- 

J. Chrom.ato~., 42 (sgGg) 3gG-407 
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tative sur la m&me bande, de GAG provenant d’un Bchantillon n’excedant pas ~5 
pg de GAG au total, L’examen des bandes obtenues aprcis coloration au Bleu 
d.‘Alcian donne par ordre de mobilit croissante l’hyaluronate, le dermatane sulfate, 
l’heparane sulfate, les chondro’itines sulfates (A et C) et l’heparine. La methode 
est quantitative. Pour la determination de tres petites quantites de GAG (I B 25 pg), 

les differents GAG sont 61u&s des bandes d’electrophorese et doses par spcctrophoto- 
metric avec une precision de & 3 o,Vo. La methode est aussi valable pour la prbparation 
de GAG purs (50 pg a 2 mg) en operant sur plusieurs bandes d’acetate de cellulose ou 
sur blocs preparatifs (Cellogel) et en precipitant les GAG par le 
dinium en milieu acdtonique. 
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