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RECHERCHES SUR LA PRECIPITATION DES PROTEINES

PAR L'ACIDE BORIQUE
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par R.MASSEYEFF, J.GOMBERT, J.JOSSELIF et I.SECK, (%)

les sérums de malades attelnts de trypanosomiase afrlcalne constltuent
une source commode de ﬁ2~macroglobu11ne, car le taux de cette protéine ¥ est
remarguablement élevé (9). Cherchant & améliorer la méthode de fractlonnemgnt
que nous avons mise au point au cours de recherches sur cette maladie (4,8

nous nous sommes demandé si l'action de 1'acide borique décrite patr BADIN | 1)

sur les protéines sériques des sérums de rhumatisants, ne pourrait 8tre uti~‘
lisée dans ce but. Cet auteur a en effet montré que la dilution d'un VOlume de

- sérun de rhumatisant dans vingt volumes d'une solution d'acide borique & 2@ g/1

entraine la. preclpltatlon rapide d'une fraction représentant environ i2 p. 100

- des protelnes sériques et oontenant pratiquement toujours la totalite de la
Pg—macroglooullne caracterlsthue du facteur rhumatofde .

- Nous avons reprls l'etude de ce phénoméne pour préclser 1'1nf1uence de 1a .
concentration en acide borique sur la composition quantitative et qualltative

- du précipité. Cette analyse a été réalisée par électrophorése et immuno-électro~

phorese. Ses: resultats nous ont conduit & une 1nterpretatlon de l'action de
1'acide borlque. ‘

‘ﬁETHanEs.‘

Les serums analyses provena.lent 3
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cipité obtenu par action de dlverses solutions

d'acide borlque exprimées en pour cent de la quan-
tlte dL protelnes du serum considéré







| é BOgH3 5g/1.
N

BOgHg10g./1.

BOyH320g./1.

Sérum  Tamoi
emo| -
in Sérum Trypanosoma

Pig. 1 - 4nalyse électrophorétique sur acétate de cellulose
de sérums non fractionnés et des précipités obtenus par ac-—

tion de diverses solutions d'acide boriques.
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Fig. 2 - analyse immuno-électrophorétique de sérums avant et aprés
précipitation par l'acide borique a 20 g/l. la révélation immuno-
logique est cbtenue & l'aide d'un sérum de-cheval anti sérum humain normal.

A Burnageant ConcentTE T2y gl T e e
3 Précipit® seececess  Uy2 ul
C Bérum non fractionné 0,2 ul
D Surnageant concentré 2 ul
E PréCipité tessssave 2 Ml
F Sérum non fractionné 2l
en 1 Sérum normal
en 2 B8rum de maladc atteint de Trypanoscmiase africaine & T.gambiense




o mals ne montre prathuement que deb Y avec un peu de P~ globullnes.

2°) Influence de la concentration en acide.borigue sur. la composition

électrophorétique du précipité.

L'électrophorése en gel d'amidon ou sur acétate de cellulose; révéle que
non seulement la quantité de préeipité protelque varie lorsque la concentra—
tion de l'acide borigue change, mais aussi que sa nature se modifie.

Avec 1l'acide borique & 60 g/1 1'électrophorése montre essentiellement la
présence de protéines dénaturdes qui demeurent au point de départ. A la cohcen=
tration de 40 g/l la dénaturation est moindre et l'on voit de faibles bandes

- 'dans la région des a-globulines. 4 20 g/l on apergoit une trace d'albumine
puis des bandes ar &4= d'ap- de P- et enfin de y-globulines. Leur intensité va
. réguliérement croissant: ftrés faible au niveau de l'albumine, les taches sont
intenses au niveau des y—globullnes (cf fig.1). La compos1tlon du précipité
obtenu avec l'acide borique & 10 5/1 est similaire, & cela prés que les y-globu» ‘
' lines y sont encore plus abondantes tandis que les fractions antérieurecs s'estom~
.pent. Ceci est encore plus vrai du preclpltc & l'acide borique a 5 b/l Enfln,
lorsque l'acide borique re se trouve qu'd la concentration de 0,5 g/l lt'aspect
qualltatlf du pré01p1te demeure lc memc, ‘mais toutes les bandes sont falbles. .

En résumé on- constate que si 1'on se place & une concentration de 10 g/l
dtacide borique, le précipité comporte toutes les fractions sériques, d'autant
Plus abondantes qu'elles sont plus lentes. Si la concentration en acide borique
augmente, le preclpltu est moins abondant tout en s'enrichissant en a-globuli- -
nes au détriment des y et p—blobullncs. Si' elle diminue, le précipité s'amenuise

3°) Analyse 1mmuno-electrophoret1qpe deSrpmec;pltes et des surnageants
obtenus aveo l'acide borlque a 20 et 5 é/l. | ‘

Prathuee sur une dllutlon au i/“ de la solution ant¢gen1que, 1! analyse
“1mmuno-electrophoret1que renseigne sur les constituants les plus abondants du
précipité obtenu avec l'acide borique & 20 m/l (flg. 2). Avec 1e sérum normal
on ne voit guere gu'un peu de yuvlobullnes. : .

o le pr901p1te du serum de trypanOSOme est plus rlche car on y v01t une
az-globullne, de la Bg—macroglobullne et surtout la Y—globullne. Dans les mémes
‘condltlons les surnageants montrent 1'abondance de 1'albumine. I1 existe des
arcs correspondant & une a4 et & une ay~globuline. la s1derophlilne est abon-.
dante. I1 reste encore beaucoup de y—gfooullnes dans le surnaweant et on y voit
aus31 1l'arc de 1la p2A~globu11ne.‘

IOquu on ne dilue pas la solution antigénique, - la complexité de l'image
est beaucoup plus grdnde. Dans les preclpltes on retrouve de l'albumine, un
arc a4, plusieurs arcs g, plusieurs arcs pi (mals pas celul de la sidérophi-
line). L'arc de la po-macroglobuline est net et celui des y-globulines est
intense. Avec le sérum de trypanosomé, 1'a8pect est identique, mais l'arc de
la macroglobuline est beaucoup plus fort. Celui des Yuglobullnes est moins net
‘en ralson de 1l'excés antigénique.

Le pre01p1te obtenu avec llacide borlque a 5 g/l a un aspect @eneral
“1dent1que. Ilya encore de nombreux arcs dans les régions antarleures, mals
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les précipités de la région postérieure du diagramme (P et y) sont plus inten~
ses. ‘

les surnageants donnent pratiguement l'image d'un sérum entier normal,
ce qui montre qu'ume bonne part de la y-globuline n'est pas précipitée.

Ia gidérophiline et la p- oa—-globuline se retrouvent presque intégralement
dans le surnageant. En revanche le¢ trait de la pn—macrOGIObullne vy est faible,
voire méme absent.

le diagramme 1mmuno~electrophoret1que du surnageant presente une anomalie
par rapport au sérum: une &yglobuline voit sa mobilité accélérée: elle devient
pré-albuminigue et la courblire de son arc diminue beaucoup. La coloration au
Noir Soudan montre gu'il s'agit d'une lipoprotéine. la méme observation peut

~8tre faite si l'on colore ainsi des lames d'électrophorése en gel de gélose.

 DISCUSSION.

Ce travail conilrme 1'essentiel des conclusions de BADIN (1) c'est—andlre
la possibilité de pre01p1ter rapldement et pratiquement toute la pp=macroglobu~

‘llne par dilution du sérum avec une solutlon d'aolde borlque a 2u g/l.

Toutef01s nous avons constate que pour obtenir ce résultat, la concentra-
tion d'acide borique & préférer est de l'ordre de 10 g/l, car le précipité est
alors plus etr01tement locallse & la région § et Y du diagramme electrophoré—
tique . : -

BADIN émet 1'thothcse que 1t 1n301ub1118at10n du facteur rhumatozde dans
l'acide borique & 20 g/l est 1ié & 1'existence de complexes avec la partie glu~
cidique de cette glyco-protéine (qul représente 12,2 p. 100 du poids de la mo-
lécule). Dans cette éventualité, les nombreuses autres glyco=protéines du sérum

humain devralent gussi. 8tre précipitées. En particulier, la pgﬂ-rlooullne (dont

la teneur en glu01des est de 10,7 p. 100 &% qul présente de nombreux caractéres

. communs avec la ﬁg—macrorlooullne) devralt 8! 1nsalublllser, ce gqui n'est nul-
: 1ement le cas. S ‘ ‘ ‘ ‘

BADIN (1) signale que le prec1p1te borique est comparable au pr901p1te

‘d'eu-globulines obtenu selon la technique de SANDOR (11) mais qu'il est beau-

coup plus abondant. Nous avons pu confirmer cette constatatlon. Ainsi la dilu-

 tion d'un ml de¢ sérum donne: avec de l'eau un preclplte pesant 0,15 mg : avec

un tampon phosphate 0,005 # (%) 4,99 mg, tandis qu'avec 1l'acide borlque a 4o

et 20 g/l ils pésent respectivement 6,99 mg et 9,37 mg. Hous avons compars
l'aspect qualitatif de ces deux types de pr901p1te par l'analyse immuno~-électro~
phorétique, Deux échantillons du méme sérum ont été dilués avec vingt volumes

~d'acide borique & 5 g/l (dont la molarité est de 0,081 M) ou de tampon phosphabe

de sodium 0,005M, pH = 6 (¥). Les précipités ont &té- repris et analysés dans
les COndltlons décrites plus ‘haut, par electrophorese et immuno~-électrophorése:’
ils sont parfaitement identigues.

() Pu4H hag, 2H2u 0,067 g/1.
dont le pH est de 5,95

i

i




A

e

b
Conductivité Conductivité
spécifique . spécifique aprés
de la solution adjonction de sérum

3 e -

~ Acide borique & 40 g/1 4y57. 1072 5,71, 10-4
I - R —

0 .. - ‘ ) . | . ""5 I .»,-\"4
- Acide borique a 20 g/l 1y T4e 10 6,25, 10

[ e 4 s

- Acide borique & 10 g/l | 5,71, ?0*§ 6,25, 10-4
- Tampon phosphato de SOdlum L
L _...0,005 3,42, 1074 _mg,m. 10‘4
b Eau“ ) ‘..‘".‘.‘.‘..'.“...‘.....‘. ‘ 1’80’ 10.‘6 “ 6’25. 1‘0—‘-4 |
Tableau 2

Valeur de la conductivité spécifigue de diverses solutions
avant et aprés adjonction de sérum normal & raison d'une
solution, Les mesures
ont été faites & 18 °C.et sont exprimées enfh~1. cm =1

partie de sérum pour 20 parties de




pH de la solution

pH de aprés adjonction
la solution de sérgm
Acide borique & 40 g/1 4,08 5,30
Acide boriqué‘é QO‘g/l | | : | 4y 46 5,94
foide borique & 10 g/i‘ . | 5,74 6,65
Tampon\phosphéte dé sodium 0,0QS‘M ‘ 5?93 6;66 }
Eau .... | '5‘,5_‘0 8,38

-

Tableau 3

Valeur du pH de diverses solutions.
© avant et aprés adjonction de sérum normal
& raison d'une partie de sérum pour 20
parties de solution







d'eau. Ie pH s'abaisse dans ce cas & 5,6

Ceci ne nie pas l'oxistence possible de complexes boriques avec les glyco-
protelnes. On pourrait les invogquer pour expliquer la dénaturation des protéi-:
nes & fortes concentrations d'acide borique. En outre, & plus faible concen—
tration une interaction protelnc/aclde borique est peut-8tre responsable de
1l'accélération de 1l'ay llpoprotelne que nous avons signaléc plus haut qui devient
pre—albumlnlque. Ce phénoméne n'est nullement exceptionnel car il peut 8tre
provoqué par addition d'acide gras au sérum ou comme 1l'a monitré récemment
LOSTICKY (6) de colorants acides tel que le bleu de bromophénol. Nous avons
remarqué que lorsgue la preclpltatlon est obtenue par l'action du tampon phose
phate de sodium 0,005 N, la méme accélération peut &tre enregistrée. Il est
possible que l‘aclde borique donne lieu & d'autres interactions mais elles
nous semblent d'importance secondaire dans le phenomene de précipitation des
" protéines proprement dite

fdotons, pour terminer, les prlnclpaux avantages prathues de la précipiw
tation des eu-globulines par l'acide borique, que 1l'on peut utiliser comme
premiére étape d'un fractionnement. Cette méthode est ‘simpley rapide,; peu oné-
reuse, reproductible. Le pouvoir antiseptique de l'acide borique est. certaine~
.. ment un avantage & considérer. Enfin le procéds ne paralt pas dénaturant
buisque BADIF’?I) a constaté que le pouvoir agglutinant du facteur rhumatoide
sur les hematles ser81blllseeu était COnserve.
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