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Les s~rums de malades a t t e i n t s  de trypanosomiase a f r ica ine  const i  tuent 
une source commode de $2-macroglobuline, ca r  l e  taux de c e t t e  pro 
remarquablement élev6 (9) . Cherchant à améliorer l a  mBthode de fr 
que nous avons mise au point au c o w s  de recherches sur c e t t e  maladie (4,s 
nous nous aommes demandé s i  l ' a c t i o n  de l ' a c ide  borique déc r i t e  p 
SUT l e s  protéines  sér iques des sérums de rhumatisants, ne po.uyrai 
lisde dans ce but .  Cet autsur  a en effet  montre que l a  d i l u t i o n  d 
sérum de rhumatisant dans vingt  volumes d'une so lu t ion  d'acide bo 
entrafne l a  pr6c ip i ta t ion  rapide d'une f r a c t i o n  représentant envi 
des protéines  sériques e t  contenant pratiquement toujours l a  t o t a l i t é  de l a  
b2~macroglobuline carac té r i s t ique  du fac teur  rhumatorde 

X'ous avons repris l 'é tude de ce phénombne pour  prec iser  l'influence de l a  
concentration en acide Borique sur l a  composition quant i ta t ive  e t  q u a l i t a t i v e  
du précipitc5. Cette analyse a été r é a l i s é e  par Qlectrophorèse e t  immuno-81kctro- 
phorÈse. Ses r é s u l t a t s  nous ont conduit B une i n t e r p r é t a t i o n  de l ' a c t i o n  de 
l ' ac ide  'borique. 

Les s6rums arxalysés provenaient : 
- pour les sérums têrnoins: du Centre Xationaf de 2kansfusion Sanguine de 1 

- pour l e s  sérums de malades a t t e i n t s  de maladie du sommeil: du Centre de 
République du SBnégal ($$, 

Recherches lharaz, Robo-Di oulasso (Baute-Tolta) @*) 

&a prehipitiation e s t  conduite comme s u i t  c 

Dans un tube B cent r i fuger  contenant I ml de serum on ajoute 20 al d'Úne 
so lu t ion  d'acide borique: 
0,s - 5 - 10 - 20 - 40 e t  

(*I Avec l a  col laborat ion technique de E.L. Piemé e t  A,  Koukoui,, 

@*> Ihus remercionsxívement H r  l e  Docteur Kane e t  Xr l e  Pharmacien Capitaine 
Bents qui nous ont procure ces s6rums. , o. R. S.T. O.M. Fonds Documentaire 
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QuantitG de protéines rcdissoutes  & p a r t i r  du pré- 
c i p i t é  obtenu par act ion de 
d'acida borique exprimées en pour cent de la guan- 

diverses  so lu t ions  

t i t é  de protéines du sérum considéré 
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Après 20-minutes d ' a t t en te ,  l e  pr6cipi té  e s t  centr i fu& B 2500 g pendant 
I O  minutes. Le surnageant est décanté e t  éventuellement concentre approxima- 
tivement B 1 ml p2r u l t r a f i l t r a t i o n  sous vide selon l a  technique de SMITH (14 )  
Le préc ip i té  e s t  r e p r i s  daris 0,25 m l  d'une solut ion tampon véronal pour &lec- : 

trophorase de pH = B,6 e t  de force ionique p = 0,033 ou d'une so lu t ion  tampon . 

Tris (S) 0 , l  18/XaCl 14 de pH = $,O. (Les prBcipit6s se redissolvent  en e f f e t  
par fo is  plus facilement dans c e t t e  derniGre so lu t ion  fortement saline). 

Ciocalteu selon l a  variante de Sr3rRY e t  c o l l . ( 7 )  ou par l a  méthode du b iure t  
selon la technique de NETCHSELBAUX (16) 

de cel lulose (*#) de 5 x IO cm selon la méthode de KOHN ( 5 >. Les bandes ont 
6tit colordies au Hoir Amide IOB. Après impregnation des bandes pas une hui le  
minérale l6gèro, celles-ci  deviennent complhtement transparentes et, une cour'be 
deiisitam4trique peut &tre t racée ($$$') i 

technique horizontale de 3HITHIES ( '15)  avec l e  système de tampons discontinus 
de POULIK ( IO), 

t ée  pour l 'analyse immuno-électrophor8tique 3 l e s  antisérums u t i l i s é s  Q ta i en t  : 

- un sérum de cheval anti-protéines sériques humaines provenant de l a  Croix 

- un antisérwn de chèvre spécifique envers l a  p. .-globuline de l a  firme 

- un antis6mm de chèvre spécifique envers la p2-macrog2obuline provenant do 

Idous avons dosé dans ces solut ions l e s  protéines par l a  méthode de Folin- 

La séparation électsophorétique a 6% réalisée sur des f e u i l l e s  d 'acétate  

Eous avons aussi réalisé des Qlectrophorêses e n  gel d'amidon selon la 

La méthode de SCHEXDEGGER (13)  avec des modifications mineures a é t6  adop- 

, 

Rouge Hollandaise, Ansterdan - Lot no 1621, 

mland Laboratories, Los Angeles - Lot no G 26&7.AJ3S-3163, 

l a  msme maison. Lot no G 3798 P3-3 163 
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l o )  Influence de la  concentration en acide borique s w  l'abondance du 
g r é c i p i t é  . 
concentrations var ian t  titun sujet à Itautre mais se s i tuan t  en t re  10 e t  20 g/l 
d'acide borique 

Le tableau I montre que l a  p réc ip i t a t ion  maximale s ' ob t i en t  avec des 

A forte concentration en acide borique l e  préc ip i té  e a t  encore abondant, 
mais l a  dénaturation e s t  importante e t  une bonne pa r t  des prot4ines ne se redis- 
sout plus e 

(y) .Tri-hydroxgrm6t~l-amino-m8thane 
(&*) Oxo Ltd,  Londres, 

, (*a%) Densitomètre Locarte, Londres.. 
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Sérum Trypanosomé 

Fig. 1 Anslyse 6lectrophor6tique sur acd ta te  de cellulunc 
de s6x*wns noli fractionn6s e t  des précipit6s obtenus par ac- 
t io i l  de diverses  solutions d’acido borique. 
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Fig.: 2 - Arialyse immuno-6lect~oph.orétique de sBsums a,valzt e t  aprZis 
p i6c ip i t s t i on  par 1 ‘acide borique B Z(J g / ~ .  ~ a .  r&-vQla-tion immune- 

3 Prt5cipit.j 

E PrécipitB . . . a . . , . * .  2 pl 

. O & . .  . . . 3 j 2  ;1 
C SQrum non fractionn6 0,2 p l  
D Surnageant concentr6 2 pl 

F Séi-um non fsactimn6 2 pl 
en ‘i Sérum mrmal 
en 2 SQsum de malndc atteint de Trypanoscminso a f r i ca ine  b ‘í‘.gambiense 



2 O )  Influence de la  concentration en acido. borique sur l a  composition - 
Blectrophorétique du pr6cipi t6 .  

L'blectrophor6se en gel d'amidon ou sur acé ta te  de ce l lu lose ,  révèle  que 
non seulement l a  quant i té  de préc ip i t6  protéique var ie  lorsque l a  concentra- 
t i o n  de l ' a c ide  borique change, mais aussi  que sa nature se modifie. 

Avec l ' a c i d e  borique GL 68 g/l I 'QlectrophorEse montre essentiellement l a  
présence de proteines  dénaturees qui demeurent au point de départ .  A l a  concen- 
t r a t i o n  de 40 g/l la d6naturation e s t  moindre e t  l ' o n  v o i t  do f a i b l e s  bandes 
dans l a  région des  a-globulines. A 20 g/l on aperçoi t  une t race  d'albumine 
puis  des bandes d 'a l -  d'az- de p-  e t  enf in  de y-globulines. Leur i n t e n s i t é  va 
régulièrement croissant :  trGs f a i b l e  au niveau de l'albumine, les taches s o n t  
in tenses  au niveau des y-globulines (cf. f ig .  1 ) .  La composition du prbc ip i té  
obtenu avec l ' a c ide  borique B 19 g/l e s t  s imi la i re ,  B cela près  que l e s  y-globu- 
l i n e s  y sont encore plus abondantes tandis  que l e s  f r a c t i o n s  an tér ieures  s'estom- 
pent Ceci e s t  encore plus v r a i  du prec ip i te  B l ' a c ide  borique 5 g/l -  Enfin, 
lorsque l ' ac ide  borique ne se trouve qu'& l a  concentration de 0 ,s  g/l l ' a spec t  
q u a l i t a t i f  du pr6cipitt5 demeure l e  même, mais tou tes  l e s  bandes sont f a i b l e s ,  

En r8swn6 on constate que si l ' o n  se place i3 une concentration de 10 g/l 
d'acide borique, l e  préc ip i te  comporte t au te s  les f r ac t ions  s&riques,  d ' au tan t  
plus abondantes qu 'e l les  sont plus len tes .  Si l a  concentration on acide borique 
augmente, l e  prGcipit6 e s t  moins abondant, tout en s ' enr ich issant  en a-globuli- 
nes  au d6triment des y e t  $-globulinus. Si e l l e  diminue, l e  p réc ip i t é  s'amenuise 
mais ne montre pratiquement que des y avec un peu de p-globulinea. 

3 O )  Analyse immuno-&lectrophorétigue des  p rec ip i t é s  e t  des surnageants 
obtenus avec l ' a c ide  borique B 20 e t  5 g/l. 

Pratiquée sur une d i l u t i o n  a2 1/3 de l a  so lu t ion  antigthique, l ' ana lyse  
imniuno-électrophorétique renseigne sur l e s  cons t i tuants  l e s  plus abondants du 
p réc ip i t e  obtenu avec l ' ac ide  borique b 20 g/l ( f ig .  2 ) .  Avec l e  sQrum normal 
on ne vo i t  guère qu'un peu de y-globulines. 

Le pr6c ip i té  du s&um de trypanosomé e s t  p lus  r iche  ca r  on y voi t  une 
ag-globuline, de l a  p2-macroglobulinc e t  sur tout  l a  y-globuline, Dans les &mes 
conditions l e s  surnageants montrent l'abondance de l'albumine. $1 e x i s t e  des 
arcs correspondant à une a?  e t  & une a3-globuline. La s idérophi i ine est  abon- 
dante.  I1 r e s t e  encore beaucoup de y-globulines dans l e  surnageant e t  on y vo i t  
aussi 1 'arc de l a  p2A-globuline. 

Lorsqu'on ne d i luo  pas l a  so lu t ion  antigénique, l a  complexité de l'image 
e s t  beaucoup plus grande. Dans l e s  p réc ip i t é s  on retrouve de l'albumine, un 
a rc  a l ,  p1usiaurs  CS a2,  plus ieurs  a r c s  $ j 9  (mais pas ce lu i  de l a  sidérophi- 
l i n e ) .  L'arc de l a  ~2-macroglobuline est, net et ce lu i  des y-globulines e s t  
in tense ,  Avec l e  &rum de trypanosomé, l i a spec t  e s t  identique,  mais l ' a r c  de 
l a  macroglobuline e s t  beaucoup plus  for t ' .  Celui des y-globulines e s t  moins net  
en ra i son  de l ' excès  antigénique. 

Le prBcipit6 obtenu a'~-ec l ' ac ide  borique & 5 g/l a un aspect &&al 
ident ique,  11 y a encore de nombreux a rc s  dans ' l e s  r6gions antér ieures ,  mais 
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l e s  pr4cipitGs de La région postér ieure  du diagramme (p e t  y )  sont plus inten- 
s e s ,  

Les suriiageants donnent pratiquement 1 'inage d'un sérum e n t i e r  normal, 
ce qUi montre qu'une boiine p a r t  do l a  y-globuline n 'es t  pas préc ip i tée .  

La s idérophi l ine e t  l a  PzA-globuline se retrouvent presque intbgralement 
' 

dans IC surnageant. En revanche l e  t r a i t  de l a  p2-maoroglobuline y e s t  faible, 
voire  mgme jbsent .  

Le diagramme immuno-électrophorétiquF: du surnageant présente une anomalie 
par rapport  au sérum: une a-@obuline vo i t  sa mobili té accélérée: e l l e  devient 
pré-albuminique e t  l a  courbure de son arc diminue beaucoup. La colorat ion au 
Noir Soudan montre qu'il s 'agi t d une l ipoprotéine . La même observation peut 
Btre f a i t e  si l ' o r i  colore a i n s i  des lame,s d'Blectrophorèso en gel de gélose. 

DI scussx UN . - 
Ce t r a v a i l  conf'irme l ' e s s e n t i e l  des conclusiona de B D I B  (I) c'est-8-dire 

l a  poss ib i l i t d  de pr6c ip i te r  rapidement e t  pratiquement tou te  l a  Fz-macroglobu- 
l i n e  par d i l u t i o n  du sérum avec une solut ion d'acide borique 5 2 Û  g/l . 

Toutefois nous avons constaté  que pour o b t e n i r  ce r é s u l t a t ,  l a  c o n c e n t r e  
t i o n  d'acide borique B pr6f6rer  e s t  de l ' o rd re  de 10 g/l, car  le préc ip i t é  e s t  
a l o r s  plus étroitement l o c a l i s é  à l a  région fi e t  y du diabgn"e électrophor4- ~ 

t iqve . 
~ ~ I E  Qmet 1 'IrJrpothGso que 1 ' in so lub i l i s a t ion  du fac teur  rhumatozde dans 

l ' ac ide  borique 5 2c) g/l e s t  l i é  2 l ' ex is tence  de complexes avec l a  pa r t i e  glu- 
cidique de c e t t e  glyco-prot6ine (qui. represento 12,2 p .  100 du poids de l a  mo- 
l6cule)  o Bans c e t t e  éventus l i t&,  l e s  nombreuses au t res  glyco-protéines du sérum 
humain devraient aussi  Btre prBcipit6es.  En pa r t i cu l i e r ,  l a  p2a-globuline (dont 
la teneur en glucides  e s t  de 19,7 p. '100 e t  qui présente de nombreux carac tè res  
communs avec l a  @2-macroglobuline) devra i t  , s ' i n s o l u b i l i s e r ,  ce qui n 'es t  nul- 
lement l e  cas .  I 

d'eu-globulines obtenu s e l o n  l a  technique de SAEDGR ( 5 1 )  mais qu * i 1 e s t  beau- 
coup plus  abondant. Nous avons pu confirmer c e t t e  constatat ion.  Ainsi l a  di lu-  
t i o n  d'un m l  de sérum donne: avec de l ' e a u  un précipitri pesant 0 , I T  mg : avec 
un tampon phosphate O , X 5  3 ( 8 )  4,99 mg, t andis  qu'avec l ' a c ide  borique B 10 
e t  20 g/l ils pèsent respectivement G199 mg e t  9,37 mg* Hous avons compar6 
l ' a spec t  q u a l i t a t i f  de ces  deux types de p réc ip i t é  par l 'analyse immuno-Blectro- 
phor4tique. Deux échant i l fons du mame 54rm ont 4t6 dilués avec v ingt  volumes 
d'acide borique B fs g/l (dont l a  molarit6 e s t  de O,Gi3't 24) ou de tampon phosphate 
de sodium 0,0951i1, pB = 6 ( e )  . Les préc ip i t e s  ont ét6 re2ris e t  analysés dans 
l e s  conditions d6cr i tos  plus  haut, par électroEhor6se e t  immuno-Qlectrophor6se:' 

SAPTU ( 5 )  s ignale  que l e  pr6c ip i té  borique est  comparable au p réc ip i t e  

i l s  sont parfaitement ident iques.  
7%) P64H Ea2, 2H20 = 0,067 g/l 
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Tableau 2 

Valeur de la conductivit6 sp6cifiquc de d iverses  so lu t ions  
avant e t  slprBs adjonction de sérum normal B ra ison d'une 
par t ie  de sérum pour 25 p a r t i e s  do so lu t ion ,  Les mesups 
ont d t é  f a i t e s  it 18 O C  e t  sont  cxprimdcs sn f i -1 .  c~ll - '  . 



Aciae boriqus à 20 g/1 

Acide ‘borique ii 10 g/l I 

pH de 
l a  solut ion 

4, OE 

‘4,46 

5,5 o 
II , ----..- 

DE de l a  solution 
aprEs ad jonct ion 

de sérum 

5,3 0 

6,66 

Tableau 3 

Valeur du pH de diverses so lu t ions  
avant e t  après adjonct ion de sérum normal 
& r a i son  d’une par t ie  de sérum pour 20 

parties de so lu t ion  
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Cette s imi l i tude  ne d o i t  pas étonner si 1 9 0 n  admet, comme nous l e  propo- 

sons que l e s  mécanismes d 'ac t ion  de deux types de solut ion sont a n a l o a e s  e t  
qu'en conséquence l e  préc ip i té  obtenu par ac t ion  de l q a c i d e  borique, n ' e s t  
r i e n  d 'au t re  qu'un préc ip i té  d '  eu-globulines a 

. 

L'acide borique é tan t  un acide f a i b l e ,  l a  force ionique d'une so lu t ion  
assez concentrée comme la  so lu t ion  B 20 g/l. e s t  cependant t r è s  basse.  En tenant 
compte de l a  constante de d issoc ia t ion  de l a  première a c i d i t é  (K = 6,4.10-13) 
e t  en négligeant l e s  deux au t r e s  dont l a  valeur  e s t  infime, il e s t  a i s é  de cal- 
culer l a  force  ionique d'une so lu t ion  d'acide borique. El le  e s t  de 7, '1.10-6 
pour 1 'acide B 5 g/l e t  de 1,4.10-5 pour 1 'acide B 20 g/l o Le même ca lcu l  pour 
l a  solut ion tampon phosphate (en négligeant la 38me a c i d i t é  de l ' a c i d e  phos- ' 

phorique) donne une valeur beaucoup plus élevée: 5975.10-3. En d ' au t r e s  termes, 
l ' add i t ion  d'acide borique même concentré aux protéines sériques,  leur procure 
un environnement ionique plus  d i lué  que l a  so lu t ion  tampon phosphate, pourtant 
peu concentrée. La ra i son  en e s t  que l a  d issoc ia t ion  des ions  sodium e s t  dans ' 
ce dernier  cas  t o t a l e .  E t a n t  donné que l a  valeur de l a  force ionique e s t  l e  
f ac t eu r  majeur de l ' e f f e t  de '*salting-in" comme pour ce lu i  de "sal t ing-out"(3)-  
ceci  explique f o r t  bien l ' a c t i o n  de l ' ac ide  borique. En e f f e t ,  si l ' o n  &pare 
une so lu t ion  à 20 g/l d 'acide borique en dissolvant  l a  substance dans une solu- 
t i o n  de C l î k  & 8,T g p.1000 à l a  place d'eau e t  qu'on f a s se  a g i r  c e t t e  so lu t ion  
sur  du sérum, on nDobserve nul le  préc ip i ta t ion .  

Une au t re  confirmation experimentale de c e t t e  hypothèse e s t  donnée par 
l ' é tude  des va leurs  de conduct ivi tés  (tableau 2 )  des diverses  so lu t ions  avant 
e t  après l e  m6lange avec du sérum ('). La conductivité dépend en e f f e t ,  en 
première approximation de 1 ' 6 t a t  de d issoc ia t ion  ionique du milieu.  Un remar- 
que l a  t r è s  f a i b l e  conductivité des so lu t ions  d 'acide borique. Une so lu t ion  
contenant moins d 'un gramme de phosphates de sodium par l i t r e  e s t  environ 40 
fois plus conductrice qu'une so lu t ion  Q d i x  grammes d'acide borique pm l i t r e e  
Le mélange de ce8 solut ions boriques & du sérum, conduit 8 des conduct ivi tés  
aussi f a i b l e s  que si l e  mélange ava i t  é t é  f a i t  avec de l ' e au .  Avec l e  tampon 
phosphate l a  valeur de la  conductivité es% un peu plus  f o r t e .  

C'est, B notre  sens, en ra i son  du niveau particulièrement bas de l a  for- 
ce ionique que l ' o n  obt ient  un g réc ip i t é  plus  abondant avec l ' a c ide  borique 
qu'avec l a  so lu t ion  de phosphate de sodium. 

Les &tudes de SAIDOH (12)  SUT l a  p réc ip i t a t ion  fractionnée des ou-globuli-; 
. 
' 

nes ont nettement montré lE in f luence  du pH sur l a  quant i té  e t  l a  qua l i t é  des  
protéines précipi  t6es  (en ra i son  des points  iso-électr iques var iab les  des 
diverses  g lobul ines) ,  C'est un e f f e t  du même ordre qui explique l e  glissement 
du diagramme électrophorétique représenta t i f  du précipi  t é  vers  l e s  rdgions 
rapides  lorsque l a  concentration en acide borique augmente, puisque l e  pH de 
l a  so lu t ion  diminue comme l e  montre l e  tablea-ì  3.. On v o i t  que l a  so lu t ion  
d'acide borique & 10 g/l a un Flus f a i b l e  pouvoir tampon que l a  so lu t ion  phos- 
phate, puisque par tant  de4 pH d i f f é ren t s ,  e l l e  s e  retrouve après adjonction de 
sérum à la  même valeur 
c i p i t é s  e t  des surnageants. 

ó,65. Ceci explique l a  s imil i tude qua l i t a t ive  des pré- 

Les valeurs  de l a  force ionique e t  du pH su f f i s en t  &,expliquer l 'essen- 
t i e l  des phEinomGnes. Cette méthode nous place dans des"c$ditions assez compa- 
r ab le s  B c e l l e  de BIEIiRY ( 2 )  qui st préparé l es  eu-globulines en f a i s a n t  ba r -  
boter,  &, f ro id ,  un courant de CO2 dans du sérum dtendu de 9 fois son volume 

("') f4esures f a i t e s  8 l8*C l ' a i d e  du ResistivimGtre Phi l ips  modèle GZfi 4249/Ul 
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d'eau. Le pH s ' aba isse  dans ce cas  8 5,fi. 
~ 

Ceci ne n i e  pas l 'ox is tcnce  possible de complexes boriques avec l e s  glyco- 
protéines.  ûn pourrai t  l e s  invoquer pour expliquer l a  dénaturation des protei-  ' 

nes à f o r t e s  concentrations d 'acide borique. Sii outre,  & plus f a i b l e  conca -  ' 

t ra t i  on wie i n t  erac ti on pro t é i  ns/aci de borique e st p e u t 4  t r e  r e  sponssble de 
l 'acc6lBrat ion de l ' a - ,  l ipoprotéine que nous avons signagt: plus haut qui devient 
gré-albuminique . Ce ph6nomGne n ' e s t  nullement exceptionnel car  il peut e t se  
provoqué par addi t ion  d 'acide gras  au sérum ou comme l ' a  montré récemment 
LOSTICKY ( 6 )  de colorants  acides  t e l  que l e  bleu de bromophénol. Bous avons 
remarqué que l o r s q w  la  p réc ip i t a t ion  e s t  obtenue par l ' a c t i o n  du tampon phos- 
phate de sodium 0,305 Pi? l a  mame accélérat ion peut Gtre enregis t rée .  11 e s t  
possible que l ' a c ide  borique donne lieu à d ' au t r e s  i n t e rac t ions  mais e l l e s  
nous semblent d'importance secondaire dans l e  ph6nomEne de précipi  t a t i o n  des  
pzotéines proprement d i t  

iIlotons, pour ternliner, l e s  principaux avantages prat iques de l a  précipi-  
t a t i o n  des eu-globulines par l ' a c ide  borique, que l ' o n  peut u t i l i s e r  comme 
première étape d 'un fractionnement. Cette méthode e s t  simple, rapide,  peu oné- 
reuse, reproduct ible .  Le pouvoir ant isept ique de l ' ac ide  borique e s t  cer ta ine-  
inlent un avantam & considérer,  Enfin l e  procéd6 ne paragt gas déna tura i t  
puisque B U I X  7 3 )  a constat6 que l e  pouvoir agglutinant du f ac t eu r  rhwnatorde 
SUT l e s  hématies s ens ib i l i s6es  é t a i t  conservé 

11 nous e s t  agr6ablc de remercier l 'Of f i ce  de l a  Recherche Scient i f ique 
e t  Technique Outre-Eel- e t  l ' I n s t i t u t  National d.'IIy@&ne pour l'aide qu'ils 
nous ont apportée dans l a  r6a l iEa t ion  de ce t r a v a i l ,  
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